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RESUMO

O setor energético € um dos campos de grande relevancia econémica no
Brasil e em diversos paises no mundo. Nesse sentido, os combustiveis fosseis sdo os
mais empregados, mas geram grandes impactos ambientais, além de serem uma
fonte ndo renovavel. Para substituir e suprir a grande demanda por combustiveis, o
etanol de segunda geragao, que é produzido a partir de residuos ou subprodutos, tem
sido uma alternativa promissora. No entanto, as usinas possuem desafios para tornar
viavel esta operacdo em larga escala. A biomassa utilizada como substrato é
composta por um complexo de celulose, hemicelulose e lignina, sendo a lignina uma
macromolécula que confere rigidez e impermeabilidade as células vegetais. Apds a
etapa de pré-tratamento, responsavel pela quebra da lignina, a biomassa requer a
hidrolise da celulose e da hemicelulose para disponibilizar os acgucares
fermentesciveis para a fermentacéo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
oito cepas de fungos para produgao de complexo enzimatico através de fermentagao
em estado sdélido e estudar as melhores condigbes de processo (sistema de aeragéo
forgada, composigcdo do meio e tempo de fermentagdo) para a produgao de celulases
utilizando residuos agroindustriais de farelo da casca do milho, bagaco de cana-de-
acucar, farelo da palha do arroz e residuo da torra e trituragao do café. As melhores
condi¢cbes de producao das celulases foram alcangadas com sistema sem aeragao
forgada, composicao de substrato com 40% de bagacgo de cana, 30% de farelo da
casca do milho e 30% de residuo do café e tempo de 72 horas de fermentacéo,
utilizando os microrganismos Penicillium oxalicum e Trichoderma reesei, obteve-se
atividade enzimatica (FPase) 0,081+0,002 FPU/mL e 0,080+0,002 FPU/mL,
respectivamente. Com a utilizagdo do complexo enzimatico obteve-se uma producao
de etanol celulosico para Penicillium oxalicum de 3,13+0,21 g/L e Trichoderma reesei
de 3,5910,32 g/L de etanol, em fermentagao batelada com Saccharomyces cerevisiae
em 48 horas a 35°C.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, enzimas, fermentacao em estado sélido.



ABSTRACT

The energy sector is one of the fields of great economic importance in Brazil
and in several countries in the world. In this sense, fossil fuels are the most used, but
generate large environmental impacts, besides being a non-renewable source.
Second-generation ethanol, which is produced from waste or by-products, has been a
promising alternative to replace and supply the great demand for fuels. However, the
plants have challenges to make this operation viable on a large scale. The biomass
used as substrate is composed of a complex of cellulose, hemicellulose and lignin,
with lignin being a macromolecule that gives rigidity and impermeability to plant cells.
After the pre-treatment stage, responsible for the breakdown of lignin, the biomass
requires the hydrolysis of cellulose and hemicellulose to make fermentable sugars
available. Thus, the objective of this work was to evaluate eight fungal strains for the
production of enzymatic complex through solid state fermentation and to study the best
process conditions (forced aeration system, medium composition and fermentation
time) for the production of cellulases using agroindustrial residues from corn husk
meal, sugar cane bagasse, rice bran meal and roast residue and coffee grinding. The
best conditions of cellulase production were achieved with a non-aerated system,
substrate composition with 40% sugarcane bagasse, 30% corn husk meal and 30%
coffee residue and 72 hours fermentation time using the microorganisms Penicillium
oxalicum and Trichoderma reesei, enzymatic activity (FPase) was obtained
0.081+0.002 FPU/mL and 0.080+£0.002 FPU/mL, respectively. With the use of the
enzymatic complex, a cellulosic ethanol production for Penicillium oxalicum of
3.131£0.21 g/L and Trichoderma reesei of 3.591£0.32 g/L of ethanol was obtained in

batch fermentation with Saccharomyces cerevisiae in 48 hours at 35°C.

Keywords: agroindustrial waste, enzymes, solid state fermentation.
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1. INTRODUGAO

O etanol é uma fonte de energia renovavel e combustivel alternativo ao uso
de combustiveis fosseis, reduzindo problemas ambientais de emissao de didxido de
carbono e outros gases que contribuem para o efeito estufa (BIZZO et al., 2014,
UNICA, 2017).

No Brasil, o uso do etanol como combustivel iniciou-se no ano 1920 e foi
consolidado com o decreto-lei N° 737 de 1938, que tornou obrigatdria a adigado de
alcool anidro nacional a gasolina. Em 1975, a criagdo do Programa Brasileiro de Etanol
(Pré-alcool) incentivou o setor privado a investir na maior produgdo nas usinas,
alavancando o setor (LEITE; LEAL, 2007). Os beneficios do uso do etanol e a
viabilidade econdmica mostram que esse modelo ndao tem sido utilizado apenas no
Brasil mas também nos Estados Unidos, que em 2019 aprovou o aumento da mistura
de etanol na gasolina, passando de 10% para 15%. No cenario brasileiro, no ano de
2015 a porcentagem de mistura passou de 25% para 27% segundo a Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA) (UNICA, 2017; UDOP, 2019).

O etanol também conhecido como etanol de primeira geracéo (E1G) a partir
do caldo da cana-de-agucar gera um grande volume de résiduos/subprodutos, como
0 bagaco e a palha de cana-de-agucar, que correspondem a 25% e 16% da cana
inteira, respectivamente (MENDES, et al., 2017). Atualmente, o bagaco de cana-de-
agucar é queimado em usinas para cogerar energia elétrica utilizando as caldeiras,
embora, também, gerando gases de efeito estufa e particulas em suspensao,
enquanto a palha da cana-de-agucar € deixada no campo. Por outro lado, a produgao
do etanol de segunda geracao (E2G) a partir do bagacgo e da palha € um exemplo de
alternativa sustentavel (MENDES, et al., 2017).

O grande volume de bagago de cana-de-agucar gerado no Brasil mostra que
esse residuo € uma fonte promissora de biomassa lignocelulésica devido a sua ampla
disponibilidade. O ano safra de 2017/2018 no Brasil teve a produgao de 633 milhdes
de toneladas de cana-de-agucar, uma redugao de 3,6% com a safra passada. Um dos
fatores para a redugao é a ocorréncia de clima mais chuvoso que reduz a velocidade
tanto da colheita como da moagem (CONAB, 2018b).
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Outros residuos podem ser utilizados como fonte de biomassa lignoceluldsica
como do processamento do milho, o sabugo, o colmo (caule), as folhas e a palha, séo
matérias primas lignocelulésicas, que apresentam altos percentuais de celulose e
hemicelulose, o que os tornam atrativos para a utilizagdo na produgao de etanol
(SILVA, 2018).

O bagaco de cana-de-agucar, assim como outras biomassas utilizadas como
substrato, € composto por um complexo de celulose, hemicelulose e lignina. A lignina
tem compostos nédo fermentesciveis sendo, portanto, necessario uma etapa de pré-
tratamento para romper esse complexo (SANTOS et al., 2012).

Apos o pré-tratamento de rompimento da estrutura lignocelulosica, a
biomassa requer a hidrolise da celulose e da hemicelulose, liberando os agucares
fermentesciveis, para posterior fermentacdo, podendo ser utilizados &acidos ou
enzimas na operagdo. Com o uso de hidrdlise acida podem ocorrer reagdes
secundarias devido a baixa especificidade do catalizador acido. Por outro lado, a
hidrélise enzimatica tem maior especificidade, mas o grande impasse para a industria
de biocombustiveis € o alto custo para producdo destes coquetéis enzimaticos
(LUCARINI et al., 2017).

A forma mais empregada comercialmente na sacarificagao € a utilizagao de
complexos enzimaticos compostos por celulases. Estas enzimas sdo obtidas por
fermentacdo em estado solido (FES) ou semi-sélido e por microrganismos
selecionados. Em sistemas de degradacédo de biomassa, varios fungos podem ser
empregados, os mais comumente usados sao o Trichoderma reesei e o Aspergillus
niger. As enzimas desses fungos sdo de grande interesse industrial, sendo usadas
como fonte de celulases. Essas enzimas podem ser produzidas a partir de diferentes
residuos agroindustriais como substrato (GUPTA, 2016).

Neste contexto, o objetivo geral do trabalho foi avaliar diferentes cepas de
fungos para obtencdo de complexos enzimaticos a partir de residuos agroindustriais
nas melhores condi¢gdes para posterior produgao de E2G. Os objetivos especificos
foram:

» Selecionar a melhor cepa quanto ao potencial hidrolitico para a

produgcao de complexo enzimatico em termos de celulase;
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» Avaliar a utilizacdo de sistema de aeracgao forgada durante a FES na
producao de complexo enzimatico;

» Avaliar a composicdo do substrato a partir da mistura de diversos
residuos agroindustriais, em diferentes proporgdes na FES;

» Avaliar a influéncia do tempo de FES com atividade enzimatica;

» Aplicar o complexo enzimatico na producao de E2G.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Etanol

O etanol pode ser obtido a partir de diferentes fontes: cana-de-agucar, milho,
beterraba, mandioca, batata e de outras culturas dependendo do pais. Neste contexto,
as principais fontes de matéria-prima deste biocombustivel sdo o milho e a cana-de-
acgucar que apresentam as maiores produgdes no mundo (UNICA, 2017).

A produgdo de E1G, a partir da cana-de-agucar, possui vantagem em
comparagao ao milho e a beterraba devido a sua autossuficiéncia energética no
sistema produtivo, a cogeragao de energia por meio da queima do bagago. O consumo
energético para produgcao de etanol de milho € ainda maior quando comparado ao
etanol a base de sacarose, uma vez que sao necessarios passos adicionais para
converter o amido em glicose. O etanol da cana-de-agucar possui um custo
econOdmico mais atrativo: cerca de 50-60% inferiores aos do etanol de milho e 20-30%
inferiores aos do etanol da beterraba (MANOCHIO et al., 2017). Ainda que a cana-de-
acucar se apresente como a fonte mais conveniente para a producdo de etanol,
fatores politicos e econémicos tornam o etanol de milho e beterraba mais competitivo.
Esse fato esta principalmente relacionado ao subsidio oferecido (especialmente nos
Estados Unidos e na Unido Europeia), proporcionando a lideranga mundial da
producao de etanol para os Estados Unidos, como apresentado na Figura 2.1. Isso
acontece, mesmo sendo utilizada a matéria-prima menos sustentavel (MANOCHIO et
al., 2017; ZABED et al., 2017).
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Figura 2.1 - Producdao mundial de etanol.
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O Brasil se posiciona como o maior produtor de etanol a partir de cana-de-
agucar no mundo, permitindo a disponibilidade de um grande volume de residuos
gerados do sistema produtivo (CONAB, 2018b). O cenario brasileiro tem a
concentragdo maior da produgéo de cana-de-agucar na regido sudeste e centro-oeste

conforme apresentado na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Estimativa da producao de cana-de-agucar no Brasil por regido.
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2.2.Etanol de segunda geragao

A biomassa € um recurso obtido a partir de matéria organica vegetal ou animal
energia que é convertida a partir da fotossintese, transformando energia solar em
energia quimica, que pode ser utilizada posteriormente para a obtengdo de
eletricidade, combustivel ou calor. A utilizagdo da biomassa ocasiona um maior
rendimento na quantidade de combustivel produzido por area plantada,
proporcionando um processo mais sustentavel com o reaproveitamento dos residuos
(KOTARSKA et al., 2015).

Podem ser utilizadas diferentes biomassa para produgdo, tendo como um
grande atrativo a possibilidade de utilizar residuos ou subprodutos de diversos
processos como matéria-prima para conversdo. Diferentemente do E1G, as
tecnologias envolvidas na conversao de biomassa em etanol ainda estdo em fase de
aprimoramento para tornarem-se economicamente viaveis em larga escala para
produgao comercial (RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

A matéria-prima pode vir de plantas inteiras, palhas ou residuos industriais
com elevado conteudo lignoceluldsico, conforme apresentado na Figura 2.3. Os
lignoceluldsicos devem passar por um pré-tratamento e hidrélise para a obtencéo de
acucares fermentesciveis que nao estao diretamente disponiveis para a fermentacao,
presentes na celulose e hemicelulose (KOTARSKA et al., 2015; PHITSUWAN et al.,
2016).
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Figura 2.3 - Estrutura da biomassa lignoceluldsica.

Célula Vegetal

Fonte: (adaptado de SANTOS et al., 2012).

A biomassa € composta por microfibrilas de celulose inseridas em uma matriz
de polissacarideos. Essa matriz € composta por dois tipos de polissacarideos,
chamados hemiceluloses e pectina, uma pequena quantidade de proteinas estruturais
e lignina. As proporgdes destes compostos variam de acordo com a espécie vegetal,
idade, tempo de colheita e outros fatores bioldgicos como diferengas genéticas dentro

da mesma espécie, tecidos especiais e condi¢cdes de crescimento (FARIAS, 2014).

2.3.Residuos agroindustriais para producao do complexo enzimatico

A biomassa utilizada é um fator importante e determinante para a producao
de enzimas, pois induz a expressdo da enzima celulolitica e permite que os
microrganismos secretem enzimas (LEE et al., 2017). Com essa perspectiva, a
caracterizagdo da composicdo centesimal da fonte lignocelulésica se torna
fundamental para sua utilizacao na producdo. Para producédo do complexo enzimatico,

diversas biomassas podem ser empregadas, onde se deve considerar: a sua
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composigao lignoceluldsica, o volume de residuo disponivel e seus custos envolvidos

com logistica e transporte, principalmente.

2.3.1. Bagacgo de cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma planta que pertence a familia das gramineas do
género Saccharum, composta por espécies perenes de grama alta e cultivada em
paises tropicais e subtropicais para obtencdo de agucar, etanol e bebidas destiladas.
A composicdo da cana-de-acucar € cerca de 86% a 92% de suco e de materiais
fibrosos de 8% a 14% (BIZZO et al., 2014).

O bagaco-de-cana € obtido como residuo remanescente da moagem da cana-
de-agucar, durante a extragcado do caldo da cana, do qual s&o produzidos agucar e
etanol. O grande volume produzido, tanto no processo de obtengao de agucar como
de etanol, gera uma elevada quantidade de bagago. A composi¢cao do bagago de
cana-de-agucar é representada por celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e
lignina (10-25%) (LUCARINI, 2017).

O bagaco de cana é empregado principalmente nas caldeiras da prépria usina
para geracdo de energia elétrica, o que reduz os custos do processo. No
processamento da cana-de-agucar, para cada tonelada da matéria-prima, 140 kg de
bagaco em base seca sao gerados. O grande volume de bagacgo de cana gerado e
sua composicao o torna uma biomassa de grande interesse para a produgao de etanol
celuldsico (SANTOS et al., 2014; CONAB, 2018b).

2.3.2. Residuo do Milho

A produc¢do mundial de milho tem os Estados Unidos como o maior produtor,
bem como o maior consumidor, seguido pela China e Brasil, conforme pode ser
observado na Figura 2.4. A alta producao de milho esta relacionada a melhorias
genéticas das plantas, juntamente com técnicas agricolas, tais como: métodos de
cultivo, fertilizantes, maquinas e mecanizagao do processo produtivo, armazenamento

de graos e sementes, entre outros. Essas melhorias ao processo geram expressivos
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ganhos de produtividade e minimizagdo da exploracdo de novas areas de cultivo
(CONAB, 2017a).

Figura 2.4 - Comparativo dos principais produtores mundiais de milho 2016/2017.
450.000

400.000
350.000

300.000

B
+ 250.000
=
~ 200.000
150.000
100.000
50.000 I I
o M [ O .
Sté os Argentina Ucrania China mac{)_ Brasil
Unidos Européia
M Produgdo 382.476 36.500 26.000 216.000 60.279 83.078
Consumo 312.434 10.500 8.300 226.000 73.800 55.000

Fonte: (adaptado de CONAB, 2017a).

No Brasil, a cultura do milho vem alcangando ganhos fantasticos de
produtividade nestes ultimos anos. Principalmente, nestas duas ou trés ultimas safras,
a cultura do milho, experimentou um novo patamar de produtividade, sé antes
alcancado por paises considerados desenvolvidos e detentores de alta tecnologia, a
exemplo dos Estados Unidos. Hoje, no Brasil, ¢ comum encontrarmos produtores com
médias acima de 10.000 kg/ha e até 12.000 kg/ha, chegando a patamares de 15.000
kg/ha. Segundo dados da CONAB, para a safra 2017/18 a producao brasileira de
milho, primeira e segunda safra, devera ser de 256 e 63 milhdes de
toneladas, respectivamente, totalizando 88,6 milhdes de toneladas. Devido a
incidéncia de pragas, foi necessario introduzir controle via modificagdo genética e
tecnologias ao setor de produgcédo de milho no Brasil (PEIXOTO, 2018). A regido do
Alto Paranaiba se destaca com avancgos no crescimento da produc¢ao de milho, que
devido ao surgimento de novas tecnologias aplicadas no campo e o desenvolvimento
de hibridos proporcionaram o aumento na produgao regional conforme apresentado
na Tabela 2.1 (SEAPA, 2018).
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Tabela 2.1 - Producao de milho do Estado de Minas Gerais 2017.

REGIAO Produgéo (t) %
Central 625.903 8,18
Rio Doce 85.577 1,12
Zona da Mata 207.763 2,72
Sul de Minas 1.508.173 19,71
Triangulo 1.421.431 18,58
Alto Paranaiba 1.731.382 22,63
Centro Oeste 524.657 6,86
Noroeste 1.301.611 17,01
Norte de Minas 213.940 2,80
Jequitinhonha/Mucuri 31.928 0,42
Minas Gerais 7.652.365 100

Fonte: SEAPA, 2018.

O milho tem uma utilizacéo diversificada na alimentacao animal, combustiveis,
industria de alimentos e outros seguimentos. Os residuos agricolas derivados da
cultura do milho, que usualmente sdo subprodutos com certo valor agregado, podem
ser classificados em sabugo, colmo, folha e palha (envolto da espiga). Estima-se que
para cada tonelada de milho produzido sdo geradas 2,2 toneladas de biomassa,
contendo umidade em torno dos 11% (MME, 2014).

2.3.3. Residuo do Arroz

No Brasil, a produgédo de arroz é estimada em 12,1 milhdes de toneladas
(junho de 2017), sendo a regido sul detentora de 81% da producgéo total brasileira e,
com issO possui expressiva geragao de residuos. O Brasil € o maior produtor e
consumidor de arroz fora da Asia (CONAB, 2017b).

O processamento do grao de arroz tem como residuos: palha do arroz, gerada
durante o cultivo e que permanece no campo apos a colheita do grao; e a casca do
arroz, produzida durante as operagdes de beneficiamento do grdo. A palha de arroz é
um importante residuo agroindustrial lignoceluldsico produzido em todo o mundo, com
uma disponibilidade estimada de 685 milhdes de toneladas por ano. Essa biomassa
pode ser empregada na produgao de celulase para reduzir o custo de produgao e

reduzir os impactos ambientais envolvidos. Antes de ser utilizado como substrato para
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a producio de celulase, a palha de arroz deve passar por um pré-tratamento para
facilitar a atuacao dos microrganismos (ZHENG et al., 2017).

A casca de arroz é resultado do processo de beneficiamento do arroz como
um subproduto que representa cerca de 23% do total de arroz colhido (DELLA et al.,
2001). A composi¢cédo quimica pode variar conforme o processamento e condi¢cdes de
cultivo. Os agucares de maiores concentragdes obtidos da casca de arroz sédo a
glicose (34,1%), xilose (12,7%) e arabinose (1,3%) (HICKERT et al., 2010).

2.3.4. Residuo do Café

A producgao Brasileira de café em 2018 estimou uma colheita de 59,9 milhdes
de sacas de 60 quilos de café beneficiado, possuindo os estados de Minas Gerais
(arabica) e Espirito Santo (conilon) como os maiores produtores, sendo 80% da
producgao total de café arabica (CONAB, 2018a).

O processamento do café gera residuos durante varias etapas do processo.
Os residuos do processamento podem ser classificados com o tipo de processamento
utilizado, sao dois tipos de processamentos, por via seca e por via umida. O processo
por via seca, em que se obtém o café em coco, os frutos da planta, sdo levados ao
terreiro ou secador. Ja no processo por via umida, os frutos sdo descascados/lavados,
despolpados ou desmucilados. Os sdlidos residuais obtidos sdo denominados polpa,
para os residuos provenientes do processamento por via Umida e para os residuos do
processamento do café por via seca € denominado casca (CARMO, 2013).

Diversos residuos soélidos sdo gerados durante o processamento de pos-
colheita, tanto pela via umida como pela via seca, como também durante o processo
de torrefacdo, trituragdo e moagem do café (AVILA, 2017).

A etapa de torrefacdo em que o grao de café verde ainda contém a capa de
pectina que reveste o grao, pois essa camada nao é retirada por completo do grdo no
processo de secagem. Porém, durante a torrefagéo ela se desprende do gréo gerando
assim um grande volume de residuo. Em seguida os grdo passam pelo triturador, no
qual é feita a retirada da pelicula prateada interna ao gréo. Gerando assim, outro

residuo, a qual é direcionado a um tubo para descarte (AVILA, 2017).
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2.4. Fermentacao em estado sélido

FES, ou fermentagcdo semi-solida, ou fermentacdo em meio semi-solido
refere-se ao processo de crescimento de microrganismos em meios com substratos
sélidos contendo reduzida quantidade de agua livre. A agua contida nesses sistemas
apresenta-se ligada a fase sodlida, formando uma fina camada na superficie das
particulas. A FES tem como vantagem simular o meio natural de fungos na natureza,
que podem levar a maior produtividade dos extratos enzimaticos, menor
susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das enzimas a variagcbes de
temperatura e pH (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011).

A utilizacdo da FES para a produgao de enzimas tem fatores importantes no
processo, por ser um ambiente natural dos fungos, condi¢do na qual a esporulagéo
ocorre mais facilmente do que em fermentacdo submersa. A FES caracterizada por
meio de cultura com substratos sdlidos, torna a umidade do processo um fator
limitante (SHIRKAVAND et al., 2016).

2.5.Complexo enzimatico: composicao e obtengao

Diferentes enzimas atuam na degradacdo dos materiais lignoceluldsicos
podendo destacar as celulases, xilanases e pectinases. A composigao do complexo
enzimatico é constituida da mistura de diferentes enzimas, que atuam durante a
hidrolise do substrato, constituido de celulose e componentes de hemicelulose para
liberagao de agucares fermentesciveis (RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

Para obtencdo do complexo enzimatico alguns microrganismos sao
comumente utilizados. Na Tabela 2.2 estdo sumarizados alguns microrganismos e
seus respectivos substratos lignocelulésicos para a maximizagdo da produgédo de

enzimas.
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Tabela 2.2 - Microrganismos comumente empregados para obtengcao de enzimas a
partir de diferentes substratos lignocelulosicos.

Enzimas Microrganismos Substrato
Pectinases Lentinus enodes Residuos de frutas
Aspergillus carbonarius Farelo de trigo
Aspergillus niger Polpa de café
Hemicelulases  Trichoderma longibrachiatum Farelo de trigo

Farelo de trigo/sabugo de

Aspergillus tamarii milho/Bagaco de cana

Celulases Trichoderma reesei Palha de trigo
Aspergillus niger Casca de maracuja

Amilases Aspergillus niger Farelo de trigo
Aspergillus niger Residuos de cha
Aspergillus niger Farelo de arroz

Proteases Rhizopus oryzae Farelo de trigo
Aspergillus niger Casca de maracuja

Fonte: (adaptado de ROCHA, 2010).

2.5.1. Celulases

As celulases sao constituidas de exoglucanases ou celobiohidrolases, as
endoglucanases ou celodextrinases, e as celobiases ou [-glicosidases s&o
empregadas na hidrdlise da celulose. As exoglucanases funcionam como exoenzimas
que agem no final das cadeias e liberam celobiose como produto principal; as
endoglucanases agem de forma aleatdria ao longo da cadeia e produzem novos sitios
para agao das exoglucanases; e as [B-glicosidases concluem o processo por meio da
hidrélise da celobiose e outros oligossacarideos, conforme apresentado na Figura 2.5
(SALES, et al., 2010).
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Figura 2.5 - Representacdo esquematica da agao catalitica do complexo enzimatico
(celulase) sobre celulose com geracao de glicose.

Celulose

Endoglucanase

s £ i
Celobiohidrolase
Clo bie Glicose Glicose

p-glicosidase

Fonte: (OGEDA; PETRI, 2010).

A celulase é o grupo de enzimas hidroliticas que catalisam a hidrdlise de
ligacbes (B-1,4 presentes na celulose para obter glicose. Esta hexose € utilizada por
vias metabdlicas de varios microrganismos para produzir varios bioprodutos. As
celulases sao principalmente produzidas na natureza por plantas, fungos, bactérias e

alguns protozoarios, moluscos e nematoides (BISWAS et al., 2014).

2.5.2. Fermentacao alcodlica

A conversao de agucares em etanol ocorre pela metabolizagdo dos acucares
por meio de microrganismos capazes realizar o processo que resultam em etanol
através de uma série de reagdes bioquimicas. Dentre esses microrganismos a
levedura Saccharomyces cerevisiae possui grande aplicagdo comercial.
Polissacarideos como amido e celulose ndo sdo metabolizados necessitando de
enzimas que degradem esses compostos em agucares mais simples. Para a producgao
de etanol lignocelulésico podem ser aplicadas na fase de fermentagdo algumas
estratégias, como de hidrolise separada e fermentagdo; e hidrolise simultanea e
fermentagdo (GONCALVES et al., 2016; MANOCHIO et al., 2017).
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3. MATERIAL E METODOS

No Capitulo 3 serdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos,
como microrganismos e residuos agroindustriais, e a metodologia empregada em
cada etapa experimental. Na Figura 3.1 esta apresentado o fluxograma das

atividades.

Figura 3.1 - Fluxograma ilustrativo das etapas do trabalho.
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3.1. Material

3.1.1. Microrganismos produtores de celulase

As cepas dos microrganismos utilizados foram obtidas da colegcéo estoque do
laboratério de Engenharia Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica/UFU
(Tabela 3.1). Os microrganismos foram preservados por repique continuo com
intervalo de 20 dias em meio de cultura Batata Glicose Agar (PDA), cuja composigao
€ apresentada na Tabela 3.2, e armazenados em temperatura de refrigeracéo
(7°+£1°C) (NOZAKI, CAMARGO e BARRETO, 2004).

Tabela 3.1 - Fungos utilizados para produgdo do complexo enzimatico
Fungo Nome

Aspergillus ochraceus

Fusarium sp

Monilia sitophila

Mucor racemosus Fresenius

Penicillium oxalicum

Trichoderma asperellum

Trichoderma harzianum

Trichoderma reesei

O~NOO OB WN -

Tabela 3.2 - Composi¢ao do Meio PDA

Meio PDA (g/L)
Batata 200
Glicose 20
Agar 20

3.1.2. Biomassa

As biomassas utilizadas no desenvolvimento do trabalho, apresentadas na
Figura 3.2, foram o farelo da palha de arroz, cedido gentilmente pela beneficiadora
COCAL Cereais (Uberlandia/MG) pré-tratado fisicamente; bagago de cana-de-agucar,
com tratamento de explosdo a vapor de baixa severidade, cedido gentilmente pelo
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) (Piracicaba/SP); farelo da casca do milho,

cedido gentilmente pela empresa Cargill (Uberlandia/MG) pré-tratado fisicamente, e
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residuo da torra e trituragdo do café, cedido gentilmente pela empresa GeoCoffee
(Patrocinio/MG). O armazenamento das biomassas utilizadas nos experimentos foi
realizado em sacos plasticos vedados e mantidos em temperatura de refrigeracéao
(7°£1°C).

Figura 3.2 - Residuos utilizados como substrato na FES.

d)

a) Bagaco de cana-de-agucar; b) Farelo da palha de arroz; c) Farelo da casca do

milho; d) Residuo da torra e trituragédo do café. Fonte: o Autor.
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3.2. Métodos

Os experimentos foram realizados em triplicata para garantia de uma boa

reprodutibilidade dos resultados.

3.2.1. Caracterizacao da biomassa

3.2.1.1. Preparo das amostras

Os residuos utilizados nesse trabalho foram doados previamente tratados e
em condi¢des ideias para a realizagdo dos experimentos, conforme recomendacao
proposta pela metodologia NREL (National Renewable Energy Laboratory). A
caracterizacao do residuo da torra e torrefacdo do café nao foi realizada nesse

trabalho pois ja havia sido caracterizado no trabalho de Avila (2017).

3.2.1.2. Analise granulométrica

A granulometria foi analisada através de um vibrador de peneiras, ao qual
foram utilizados diferentes didmetros (Tyler), sendo eles entre 10 (1,68 mm) a 35 mesh
(420 pm). Foram colocadas amostras com aproximadamente 50 gramas, e apoés
submetido a vibragdes constantes entre um tempo de 10 a 20 minutos. Em seguida
foram retiradas as amostras retidas nas peneiras e pesadas em balangas analiticas,
possibilitando avaliar a distribuicdo granulométrica de cada amostra analisada
(GOMIDE, 2008).

3.2.1.3. Determinacgao de extrativos

Para analisar o teor de extrativos presente nas amostras utilizou-se a
metodologia descrita por SLUITER et al., (2008c), realizando a extragao por Soxhlet.
Aproximadamente 4 gramas das amostras foram lavadas com agua e logo apés com
etanol, com pureza de 99,9%. Foi utilizado um baldo de fundo redondo e uma manta

de aquecimento. Para a agua ajustou a temperatura em 100£2°C, ja para o etanol foi
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ajustado em 78%+2°C. Foram feitas as extracbes com solvente agua por
aproximadamente 6 horas, e 16 horas com solvente etanol, ao fim de cada extracao
os solventes foram volatilizados. Para cada uma das lavagens foram adicionados
aproximadamente 190 mL de agua, e a mesma medida para o etanol. Apds a
volatilizagdo dos solventes os baldes foram deixados em repouso na estufa, por 24
horas, a 40+£2°C para a obtenc¢ao do rendimento de agucares extraidos.

3.2.1.4. Determinacgao de carboidratos e lignina

Para a analise de carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e lignina,
utilizou-se a metodologia proposta por Sluiter et al., (2012). Nesta etapa as amostras
estavam livres de extrativos. Foram pesados aproximadamente 0,25 g da amostra em
tubos de ensaio, e adicionado 3 mL de acido sulfurico 72%. A mistura foi deixada em
banho-maria a 30£2°C por 1 hora, realizando agitagdo do tubo a cada 3 minutos. Em
sequéncia foi diluido a concentracédo do acido, adicionando 80 mL de agua a mistura,
sendo autoclavadas, a 121°C por 1 hora e com o auxilio de uma bomba a vacuo e
cadinhos filtrantes foi realizada a filtragdo. Os cadinhos com a amostra retida foram
secos em estufa para determinagéo da lignina insoluvel em acido. Foi recolhida uma
aliquota de 1 mL do filtrado para a determinagao da lignina soluvel em acido (LSA).
Esta aliquota foi diluida em baldes de 100 mL e realizado a leitura no
espectrofotdmetro ultravioleta a 240 nm, e assim calculado a porcentagem de lignina

soluvel de acordo com Equacgdes 3.1 e 3.2:

L abs X Vﬁltrado x D

oLSA= exMxC, (3.1)

D — amostra + Vsolvente

v (3.2)

amostra

Sendo:
UVabs = Absorbancia média para a amostra no comprimento de onda apropriado.

Volumesitrado = Volume do liquido hidrolisado
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€ =Absortividade da biomassa em um comprimento de onda especifico.
M = Peso da amostra em mg.

Cc = comprimento do caminho da célula em cm UV-Vis.

A amostra residual foi hidrolisada com acido sulfurico e filtrada, sendo em
sequéncia neutralizada com carbonato de calcio até atingir o pH entre 5,5 e 6,0.
Novamente filtrou-se a amostra com o auxilio de uma bomba a vacuo e transferido o
filtrado para um baldo de 200 mL.

Para a determinacdo do teor de carboidratos estruturais, 10 yL foram
submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography). Realizadas no equipamento de marca
Shimadzu, modelo LC-20? Pronience, equipado com coluna SUPELCOGEL K. As
concentragcdes dos agucares foram determinadas por detector de indice de refracéo.
Para a fase movel foi utilizado fosfato de potassio dibasico (15 mM), vazdo da bomba
de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 85°C e volume de injegdo de 10 pL.

Determinou-se as concentragdes dos carboidratos de acordo com as Equagao 3.3:

CCLAE X FC X V

filtrado

%Acgucares =
L

Sendo:
CcLae = Concentragao de agucar determinada por CLAE, mg/mL.

Fc = Fator de correcao de 0,88 para agucares C-5 (xylose e arabinose) e corre¢ao de
0,90 para agucares C-6 (glicose, galactose e manose).
Viitrado= Volume do filtrado, 86,73 mL.

ML = Massa utilizada livre de extrativos.

3.2.1.5. Determinacgao de holocelulose

A determinagao de holocelulose seguiu a metodologia descrita por Manochio
et al., (2017). Foi adicionado 4 gramas de amostra livre de extrativos em um
Erlenmeyer de 1 litro, 110 mL de agua destilada, 3 mL de acido acético glacial, 22 mL

de solugao de acetato de sddio a 20% e 9 mL da solugéo de clorito de sédio a 40%.
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A mistura foi levada para manta de aquecimento sendo aquecida e agitada a 75£2°C
por 1 hora. Essa etapa de adicao dos reagentes (acido acético e solugdes de clorito e
acetato de sddio) foi realizada por mais vezes até que se obtivesse uma solugao
branca. O produto foi filtrado com o auxilio de bomba a vacuo em cadinhos de vidro
com porosidade de 0,22 ym e lavado com 500 mL de agua destilada, e ao fim
acrescentado 10 mL de acetona ao cadinho, finalizando a filtrag&o. O filtrado foi levado
a estufa a 105+2°C por 18 horas. Com o material seco pode-se calcular o rendimento

que equivale ao percentual presente de holocelulose.

3.2.1.6. Determinacao de hemicelulose e a-celulose

Para a determinagdo destes componentes seguiu-se a metodologia descrita
por Manochio et al., (2017). Foi adicionado ao triturador 1 grama de holocelulose e 15
mL de solucdo de hidroxido de potassio a 17,5%. A mistura foi deixada por 2 minutos
em contato com a solugcao e em seguida foi triturada por 8 minutos. Apds essa etapa
foi adicionado agua destilada ao filtrado até que se obtivesse um pH neutro. Em
sequéncia os mesmos foram levados para estufa a 105+2°C, por 18 horas. Ao fim com
o material seco, estes foram pesados para calcular o rendimento equivalente a

celulose presente.

3.2.1.7. Determinagao de sélidos totais

Seguindo a metodologia proposta por Sluitter et al., (2008b), foram separados
pratos de aluminio e colocados em estufa a 105+2°C por 4 horas, realizando a pré-
secagem sem as amostras. Em sequéncia foi pesado 0,5 g de amostra e espalhadas
por todo o prato no intuito de se obter uma secagem o mais uniforme possivel. Para a
secagem da amostra foi utilizado um analisador automatico de umidade no
infravermelho, onde foi ajustado a temperatura para 105+2°C, e um ponto final de
menos de 0,05% de alteracdo de solidos em 1 minuto. Com a determinagédo dos
sélidos totais, pode-se encontrar o percentual de umidade das amostras, seguindo a

Equacao 3.4:
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%Umidade = 100%—%Sélidos, . (3.4)
3.2.1.8. Determinacgao de atividade de agua (Aw)

Para a determinacdo da atividade de agua (Aw) em cada amostra foi
necessario a utilizagdo do aparelho medidor de atividade de agua (AQUALAB). Pesou-
se 0,5 g de cada amostra, uniformizando-a no recipiente e realizando a leitura. A
temperatura para a medigao da Aw foi em torno de 28,7°C.

3.2.1.9. Determinagao de cinzas

A determinacgao de cinzas foi realizada conforme proposto por SLUITER et al.,
(2008a). Em forno mufla, foram colocados cadinhos contendo 2g das amostras. Em
sequéncia as amostras foram levadas a uma manta de aquecimento para a realizacao
da queima, esse procedimento so finalizou quando cessado a fumaga produzida. Logo
em seguida os cadinhos, com as amostras, foram colocados em um dessecador para
estabilizar a temperatura, e posteriormente colocados no forno mufla a
aproximadamente 575+5°C por 18 horas para realizar a incineragédo. Concluida essa
etapa, os cadinhos foram novamente esfriados e depois pesados para calcular o

percentual de cinzas presentes, conforme Equacgao 3.5.

9% Cinzas = Peso da amostra incinerada
0 - . .
Peso da amostra adicionada (3.5)

3.2.1.10. Determinagao de proteinas

Para a analise de conteudo de proteinas foi utilizado o procedimento Kjedahl,
descrito por HAMES et al., (2008). O procedimento consiste em trés etapas: A primeira
etapa € chamada de digestdo: Pesa-se 0,1 grama de amostra homogeneizada, 1
grama de amostra catalitica e 5 mL de acido sulfurico e adiciona ao tubo de Kjedahl.
Em seguida é deixado o tubo no bloco digestor, em temperatura ambiente a 25+2°C,

por 20 minutos. Em sequéncia essa temperatura foi aumentada de 50°C em 50°C a
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cada 20 minutos até atingir a temperatura de 400°C+5°C. Chegando a essa
temperatura as amostras ficaram por 8 horas, o qual foi o tempo suficiente para que
estas atingissem uma coloragao limpida e transparente. Em seguida o aquecimento
foi cessado e deixado a amostra em descanso por 12 horas. A segunda etapa €&
chamada de destilagdo: Apds as 12 horas de descanso, adicionou-se 30 mL de agua
e o tubo foi homogeneizado e acoplado ao destilador. Para realizar a destilagao foi
preparado uma solugéo de hidroxido de sodio 50%, que quando adicionado ao tubo
deu uma coloragao escura a mistura. Na outra ponta do destilador foi adicionado um
Erlenmeyer contendo 25 mL do indicador acido borico 4%. A operagéo foi cessada
quando a tonalidade do conteudo no Erlenmeyer ficou com uma coloragao
esverdeada. A terceira etapa ¢é a titulagdo. A amostra destilada foi titulada com acido
cloridrico 0,01 mol/L. A titulacdo foi realizada até o ponto em que se obteve uma
coloracao branca da mistura. A determinacao do percentual de proteinas presentes

foi calculada conforme Equacéo 3.6 e 3.7.

%Compostos Nitrogenados = F~0,0014 XMl 00>V >N (3.6)
%Proteina = %0Compostos Nitrogenados x N (3.7)

Sendo:

F = Fator de corregao da solugédo de HCI 0,01 N.

V = Volume da solugédo de HCI 0,01 N gastos na titulagao.
N = Normalidade do acido (HCI).

M = Massa em gramas de amostra utilizada.

Ne = Fator de conversao de nitrogénio em proteina.
3.2.1.11. Determinacao de extrato etéreo
Para analisar o teor de extrativos presente nas amostras utilizou-se a

metodologia descrita por AOAC, 1995, realizando a extragao por Soxhlet. Foi pesado

2,5 g de amostra e colocadas em um baldo de fundo redondo e deixado por
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aproximadamente 6 horas, a 60+2°C, para realizagdo da lavagem e
consequentemente a extracdo da gordura presente nas amostras. A lavagem foi
realizada com éter de petréleo com volume de 190 mL. Ao fim do procedimento, foi
deixado todo o solvente volatilizar, no intuito de deixar apenas as gorduras no fundo
do baldo. O baldo contendo gordura foi levado a estufa, a 80£2°C, por 8 horas para
garantir que todo solvente residual fosse evaporado. Finalizando este procedimento o
baldo com a amostra foi esfriado, pesado e calculado o rendimento em percentual de

gordura, conforme Equacéo (3.8).

Peso da gordura extraida
%Gordura = g

(3.8)

Peso da amostra adicionada

3.2.2. Seleg¢ao dos microrganismos

Apos a caracterizagao dos residuos, utilizados nesse trabalho, foi realizada a
selegcdo dos microrganismos em relagado ao complexo enzimatico produzido durante a
FES. Os fungos foram avaliados em termos da atividade enzimatica da celulase
(Fpase), expressa em unidade de FPU/mL. A produgao do complexo enzimatico foi
realizada por meio de FES, que consistia nas etapas apresentadas na Figura 3.3, de
forma simplificada. A preparagcdo do indculo continha células de uma cepa, que
posteriormente foram inoculadas em um reator estatico contendo a biomassa como
substrato. Ao término da fermentacao foi realizado um processo de extracdo para
obtencdo do complexo enzimatico e assim quantificado a atividade enzimatica para

cada cepa estudada.

Figura 3.3 - Etapas na producédo do complexo enzimatico.

Fermentacao
. . Complexo
Inéculo em Estado Extracdo G
T enzimatico
Solido

Biomassa
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As condigdes utilizadas para a selecdo dos microrganismos, como tempo de
fermentacgao, quantidade e proporgao de substrato, foram fixadas seguindo condigdes
otimizadas da producdo do complexo enzimatico encontrados na literatura. As
condi¢des foram: tempo de fermentagéo de 72h, 40 g de substrato (propor¢ao de 60%
de farelo de arroz e 40% de bagago de cana) e 40 g de agua como umidade do
substrato (FISCHER et al., 2014).

3.2.2.1. Preparo do inéculo

As cepas dos microrganismos foram cultivadas em placas de Petri durante 3
dias em meio PDA, para a multiplicacido celular. O meio de cultura para preparo do

in6culo foi utilizado Czapek liquido com composicao apresentada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Composi¢cao do meio Czapek

Czapek liquido (g/L)
NaNO3 2,00
K2HPO4 1,00
MgSO4 0,50
KCI 0,50
FeSO4 0,01
Glicose 20,00

O meio Czapek liquido foi esterilizado em autoclave a 1 atm por 20 minutos e
posteriormente as células dos microrganismos foram inoculadas por meio de
raspagem das células, que estavam em meio sdlido cultivadas na placa de Petri. As
células dos fungos em estudo foram inoculadas em 100 mL de Czapek liquido, em
Erlenmeyer de 250 mL, com tampas de algodao envolto em gaze e tampados com
papel kraft. Os Erlenmeyers com o indculo permaneceram em mesa agitadora a 120
rom, por 48 h em temperatura controlada (28+2°C). As células do in6culo foram
centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm, obtendo uma concentragéo na ordem de
108 esporos/mL, e ressuspensas em 40 gramas de agua. As células geradas foram

utilizadas na FES para obtengdo do complexo enzimatico.
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3.2.2.2. Fermentagao em estado soélido

Utilizando as células obtidas do inéculo, as FES foram realizadas em reator
estatico (erlenmeyer de 500 mL de volume) com 40 g de biomassa previamente
esterilizada e 40 g de agua contendo as células do in6culo. Os reatores foram
mantidos tampados com rolha de algodao envolto em gaze e temperatura controlada
(28+£2°C) durante 72h (FISCHER et al., 2014).

3.2.2.3. Extragdo do complexo enzimatico

O complexo enzimatico foi obtido pela extragdo das enzimas do meio ao
término da fermentacdo. Para a extracao foi utilizado 100 mL de solugcdo aquosa de
Tween 80 (1%) e com auxilio de bastado de vidro o meio foi agitado por 5 min. Em
seguida o meio filtrado foi centrifugado (10000 rpm, 10 min), obtendo o sobrenadante
como extrato enzimatico. Com o complexo enzimatico obtido, foi realizado a analise

FPase para se determinar a atividade enzimatica em termos de celulase.

3.2.3. Analise do complexo enzimatico

3.2.3.1. Celulases

A determinagdo da atividade enzimatica total da celulase (FPase) dos
complexos enzimaticos produzidos foram expressos em FPU (Filter-paper Units) por
unidade de volume (mL). A analise determina a concentracdo de uma solugao de
enzima que libere 2,0 mg de agucares redutores a partir de 50 mg de papel filtro
Whatman n° 1 durante 60 minutos, utilizando 0,5 mL da solu¢ao de enzima (GHOSE,
1987). No tubo contendo o 0,5 mL de complexo enzimatico foi adicionado 1 mL de
solugao tampéo de citrato de sédio, com o pH 4,8 a 50 mM e uma tira de papel filtro
de 50 mg e foi mantido em banho termostatico a 50°C durante 60 min. Ao final do
tempo de incubagao foi adicionado 3 mL de solugdo de DNS (4cido dinitro-salicilico)

e mantido em banho fervente por 5 min. Em seguida os tubos foram colocados em



27
Capitulo 3 — Material e Métodos

banho de gelo até atingirem temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se agua até o
menisco de 25 mL do tubo e agitou-se até completa homogeneizagdo. As amostras
entdo foram conduzidas para medida de absorbancia em comprimento de onda 540
nm em espectrofotobmetro (SANTOS-ROCHA et al.,, 2017). Com as leituras de
absorbéancia, e juntamente com a construgédo previa das curvas padrao de glicose
foram determinadas as atividades enzimaticas de cada amostra. Os calculos da

atividade enzimatica sdo apresentados no apéndice (A1).

3.2.4. Avaliagao da fermentagao em estado sélido com aeragao

Algumas das limitagbes para a utilizagdo da FES podem ser minimizadas com
alguns procedimentos operacionais de controle de temperatura do substrato, aeragao
forgada, controle de pH, dentre outros (PIROTA, 2014).

Com a selegdo dos melhores microrganismos produtores do complexo
enzimatico foi realizado experimentos com a utilizacdo da aeracido forcada para
melhoramento da fermentagdo. Foi utilizado um sistema de aeragdo, como
apresentado na Figura 3.4, composto por um compressor e dutos de circulagao de ar.
Afonso (2012) empregou vazéo de 0,125 mL/min para um aumento da produtividade
da celulase em um sistema de reator de leito fixo. Pirota (2014) utilizou vazao de 0,2
mL/min para um sistema de aeracao. Para este estudo, a vazao de ar empregada foi
de 3 L/min (vazdo minima do equipamento utilizado) e os tempos de aeragao foram
de 24 h (primeiras 24 h das 72 h do tempo de fermentagado; depois o sistema de
aeracado foi removido e a fermentagdo se manteve) e 72 h (durante toda a
fermentagéo), mantendo o tempo de FES e demais condi¢des iguais as utilizadas na

selecado dos microrganismos, conforme item 3.2.2.
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Figura 3.4 - Sistema de aeracao utilizado durante a FES.

'-\':4‘

Fonte: o Autor.

3.2.5. Avaliagao da composicao do meio de fermentagcao

Selecionado os dois fungos mais promissores para a produgdo do complexo
enzimatico, foi avaliado a composicao da biomassa utilizada na fermentagao para se
determinar qual a melhor composicao de substrato. Os residuos avaliados foram o
bagaco de cana-de-agucar, farelo da palha do arroz, residuo da torra e trituracdo do
café. e farelo da casca do milho nas proporgdes apresentadas na Tabela 3.4.

Para a utilizagcdo do farelo da casca do milho foi realizado o processo de
gelatinizagéo, que consiste no aquecimento de suspensdes de amido em excesso de
agua atuando como um pré-tratamento, para tornar suscetivel a degradacdo da
estrutura lignocelulésica (MARQUES; CUNHA, 2008). O farelo da casca do milho foi
avaliado comparando o processo de gelatinizagdo e sem a gelatinizagdo, apenas com
a cepa de Penicillium oxalicum. O farelo da casca do milho foi colocado em erlenmeyer
de 500 mL e mantido em aquecimento, em banho-maria, a 90°C durante 15 minutos,

utilizando a proporgao de 1 g de farelo da casca do milho por 1 g de agua. As demais
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condigdes para a produgdo do complexo enzimatico foram mantidas iguais as

utilizadas na selegao dos microrganismos, conforme o item 3.2.2.

Tabela 3.4 — Composi¢cdo dos meios de fermentacao.

Composicoes Bagaco Farelo Farelo Residuo
dos meios Cana-de-agucar Milho Arroz Café

Meio 1 40% 60% - -
Meio 2 40% - 60% -
Meio 3 40% - - 60%
Meio 4 40% 30% 30% -
Meio 5 40% 30% - 30%
Meio 6 40% 30% 15% 15%

Fonte: o Autor.

3.2.6. Avaliagao do tempo de FES com atividade enzimatica

Foram avaliados os tempos de fermentacdo que maximizem a producéo da
atividade enzimatica. Para o teste, foram escolhidos os tempos de FES com intervalo
de 12 horas (36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 e 120 horas) utilizando os fungos e
composicao do meio de substrato selecionados nas etapas 3.2.2 e 3.2.5,

respectivamente.

3.2.7. Avaliagao do complexo enzimatico na produgao de etanol

Para a fermentagdo alcodlica utilizou-se os complexos enzimaticos (de
Trichoderma reesei e Penicillium oxalicum) obtidos em 72 h na etapa 3.2.6. As
fermentagbes foram realizadas simultaneamente com etapa de hidrdlise, sendo 100
mL do complexo enzimatico produzido, 25 g de substrato (bagaco de cana-de-agucar),
em reator batelada com agitacdo de 120 rpm, temperatura de 35+2°C, pH inicial de
4,5, concentragao do inéculo (Saccharomyces cerevisiae Y904) 30 g/L, e tempo de

fermentacdo de 48 horas. O meio de fermentagéo foi suplementado com (g/L) 5,0
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fosfatos de potassio monobasico, 1,0 sulfato de magnésio, 1,0 cloreto de ambnio, 5,0
cloreto de potassio e 1,0 de extrato de levedura (FISHER et. al.,2014). O esquema

ilustrativo do processo esta apresentado na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Etapas na produgao de etanol com hidrolise simultanea.

Levedura
Complexo Fermentacao
S = Etanol
enzimatico alcodlica

|

Bagaco de cana-de-agucar
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Capitulo 4 serdo apresentados e discutidos os resultados da pesquisa
realizada, com as etapas de caracterizagdo das biomassas, obtengcdo do complexo

enzimatico e fermentacao alcodlica.

4.1.Distribuigcao granulométrica das biomassas

A distribuigdo granulométrica das particulas das biomassas estudadas, neste
trabalho esta apresentada na Figura 4.1 e do residuo da torra e trituragdo do café
(Avila, 2017) na Figura 4.2. Das amostras utilizadas, pode-se observar que para o
farelo da palha do arroz e o bagaco de cana-de-agucar houve uma melhor
uniformidade em sua distribuicdo. A maior parte do farelo da palha do arroz se
concentrou no fundo o que implica que a maioria das amostras tem diametro inferior
a 420 ym. Para o bagacgo de cana-de-agucar a maior parte ficou retida no MESH 10,
mostrando que o didmetro das amostras destes sdo superiores a 1,68 mm. O farelo
da casca do milho apresentou particulas ndao uniformes, onde ficaram distribuidas em
didmetros distintos. Porém, sua maior parte ficou concentrada no MESH 35 (cerca de

42%), ou seja, maior parte da amostra é inferior a 420 pym.
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Figura 4.1 - Distribuicdo granulométrica da Farelo da palha do arroz, Bagago de
cana- de-acucar e Farelo da casca do milho, respectivamente.
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Figura 4.2 - Distribuicdo granulométrica do residuo da torra e trituragdo do café.
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Fonte: AVILA, 2017.

Através dos resultados para o residuo da torra e trituragao do café., pode-se

observar que a maior parte das particulas ficaram retidas no fundo, MESH 35,
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aproximadamente 40,78% do material, ou seja, com tamanho de particula menores
que 0,5 mm (AVILA, 2017).

A granulometria interfere diretamente na area de contato entre os reagentes
quimicos utilizados e a biomassa, principalmente quando se utiliza métodos quimicos
para a quantificacdo de componentes, quando comparado ao método por
infravermelho (SLUITER, 2008a). Uma parte critica nessa analise € quando as
particulas se encontram sem uniformidade, o que acarreta uma dificuldade de se obter
resultados mais proximos, elevando o desvio padrdo dos resultados. Esta

irregularidade pode atrapalhar a reprodutibilidade dos experimentos.

4.2. Caracterizagao quimica das biomassas

Os resultados da caracterizacdo quimica das biomassas estudadas estao
apresentados na Tabela 4.1. O percentual para extrativos, celulose, hemicelulose e

lignina sao informagdes essenciais para a produgao de E2G.

Tabela 4.1 - Caracterizagao quimica de biomassa para producao de etanol de
segunda geracao.
Extrativos  Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas

(%) (%) (%) (%) (%)
Farelo do arroz  4,82+2,73 38,33+0,96 19,73+0,96 19,01+0,83 7,9910,17
Bagaco da

18,70+£1,83 27,09+2,99 5,612,999 15,30%£1,34 2,70+0,06
cana-de-agucar

Farelo do milho 12,82+0,06 55,75+2,40 12,93+2,40 9,84+0,22 3,47+0,17
Residuo do café

) - 32,30+0,12 25,64+1,34  37,9+0,45 -
(Avila, 2017)

Fonte: o Autor.

Os extrativos tém potencial forte de inibir atividades fermentativas dos
microrganismos. Isso demonstra a grande importancia de sua extragdo no processo
para se obter um melhor rendimento na fermentagcdo (da COSTA, 2016). As
biomassas tém concentragcdes muito variantes de componentes, estes residuos

possuem em meédia valores aproximados de extrativos entre 5-20% (RABELO, 2007).
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Como pode-se observar na Tabela 4.2, os valores encontrados na literatura
estao proximos ao deste estudo. O teor de extrativos encontrados para as biomassas
estudadas podem dificultar no processo de fermentacéo, ao qual se torna necessario

fazer a extracio destes antes de aplica-los.

Tabela 4.2 - Composic¢des de extrativos em % de biomassa.

Extrativos (%) Fonte

Casca do arroz 3,10 Hickert et al., (2010)
Bagaco da cana-de-agucar 16,80 Costa (2016)

Palha do milho 11,60 Santos (2014)

Espiga do milho 18,00 Santos (2014)

Palha do milho 17,22 Roméao (2015)

Casca do Café 38,05 Freitas (2016)

Casca de café 47,38 Veiga (2016)

Fonte: o Autor

A quantificacdo de celulose se torna fator chave na caracterizag&o, pois € a
partir destes dados que se pode ter nogao da viabilidade da biomassa no processo da
producédo do E2G (ABRAHAM et al., 2016). Quanto maior for a quantidade presente
de celulose, mais provavel que este se torne um bom substrato para aplicagao na
produgao do bioetanol (CAl et al., 2017).

Observando a Tabela 4.3 e comparando os resultados, pode-se notar que
tanto o farelo de palha de arroz quanto o bagaco de cana-de-agucar apresentaram
valores de celulose e lignina préximos ao da literatura. O farelo da casca do milho
apresentou o teor de celulose acima daqueles encontrados por outros pesquisadores,
porém estes resultados foram comparados com a palha e sabugo. Na literatura nao
foram encontrados estudos da casca do milho, sendo esse residuo proveniente da
producdo de amido o qual era usado apenas para ragcdo animal. Os resultados
apresentados na Tabela 4.3, mostram o quanto pode ser satisfatorio a aplicacéo
destes residuos como substrato para a producédo de E2G, devido a sua alta presenga

de celulose e hemicelulose nas trés biomassas.
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Tabela 4.3 - Celulose, hemicelulose e composigéo de lignina em % de biomassa

Palha do arroz

Palha do arroz

Palha do arroz

Casca do arroz
Bagaco da
cana-de-agucar
Bagaco da
cana-de-acucar
Bagaco da
cana-de-agucar
Palha do milho

Espiga do milho
Palha do milho
Palha do milho
Polpa de café

Casca do café

Celulose Hemicelulose Lignina Fonte
(%) (%) (%)
29,20-34,70 23,00 - 25,90 17,00 — 19,00 CAl et al., (2017)
RASTOGI; SONI;
44,00 20,10 19,00
KAUR (2016)
AKHTAR et al.,
42,54 24,51 9,16
(2017)
35,00 30,00 18,00 Islam et al., (2017)
38,80 29,40 21,70 Wolf (2011)
Canilha et al.,
46,86 27,50 26,70
(2007)
25,00 — 45,00 28 - 32 15,00 — 25,00 CAl et al., (2017)
36,70 34,20 14,00 Hicker (2010)
35,40 26,90 18,00 Hicker (2010)
Salazar et al.,
41,18 16,31 14,14
(2005)
47,22 22,15 12,77 Romao (2015)
Barreto; Menezes
20,62 15,50 11,17
(2015)
24,53 19,86 13,68 Freitas (2016)

Fonte: o Autor

Biomassas com baixos teores de cinzas, podem oferecer numerosas

vantagens para utilizacdo em processos de bioconversao (FILHO; JULIANI, 2013).

Quando comparado aos resultados obtidos na Tabela 4.1 com a Tabela 4.4, pode-se

concluir que os resultados encontrados para as cinzas, das quatro biomassas, estao

préximos. As cinzas quando estdo em concentragcdes altas podem diminuir o poder

calorifico do processo, 0 que possivelmente ocasiona perda de energia e dificuldade

na transferéncia de calor (VIEIRA et al., 2011). Assim, todas as trés biomassas

estudadas possuem pequena por¢ao de cinzas, 0 que € uma caracteristica positiva
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para a utilizagdo destas em processos de geracdo de energia ou conversao em

bioetanol.

Tabela 4.4 - Composic¢ao de cinzas em % de biomassa.

Palha do arroz
Palha do arroz
Bagaco de cana-
Bagaco de cana-
Palha do milho

Palha do milho
Café torrado
Casca do café

Cinzas (%)

Fonte

15,52
17,00
5,10
1,61

2,30

0,64
9,70
0,36

Vieira et al., (2011)
Hickert et al., (2010)
Wolf (2011)
Canilha et al., (2007)
Salazar et al., (2005)

Roméo (2015)
Muller et al., (2013)
Freitas (2016)

Fonte: o Autor

4.2.1. Composicao de carboidratos na biomassa

Os resultados da identificagao dos carboidratos estao apresentados na Tabela

4.5. Quando se identifica glicose e xilose, pode-se ter uma confirmagéo que a celulose

e hemicelulose foram retiradas durante a deslignificagdo (ISLAM et al., 2017). A

presenga majoritaria da glicose era esperada, devido haver maior quantidade de

celulose, e a baixa concentracao de xilose, quando comparada aos demais autores, &

devido ao baixo indice de hemicelulose encontrado nas amostras estudadas (ISLAM
et al., 2017, LEE; VADLANI; FAUBION, 2017).
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Tabela 4.5 - Concentragao de monossacarideos resultante da hidrélise

Farelo Bagaco da cana-de- Farelo

do arroz (%) acucar (%) do milho (%)
Glicose 40,691,600 52,35+4,000 51,58+1,600
Frutose 5,350,700 6,84+0,200 8,59+0,700
Xilose 4,940,100 6,84+0,200 8,59+0,700
Arabinose 3,350,003 - 4,43+0,300
Sacarose - 1,450,100 -
Celobiose - 1,30£0,090 -

Fonte: o Autor.

Os resultados de carboidratos foram muito proximos aos de outros
pesquisadores encontrado na literatura, conforme Tabela 4.6. Pela caracterizagao,
estes residuos se mostraram substratos interessantes para a produgcdo de complexos
enzimaticos e de biocombustiveis. A hemicelulose e celulose podem ser hidrolisadas
a agucares e fermentados a nivel microbioldgico a varios produtos como o etanol, ou
serem convertidas quimicamente (OGEDA; PETRI, 2010).
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Tabela 4.6 - Composicao de carboidratos em% de monossacarideos

Glicose Xilose Arabinose Manose Celubiose Fonte
Zheng et al.,
Palha do arroz 32,83 12,50 7,35 - -
(2017)
Sasaki et al.,
Palha do arroz 34,20 19,30 2,00 - -
(2016)
Bagaco da cana- Panaro et al.,
48,60 28,72 3,48 - -
de-agucar (2015)
Bagaco da cana- 3674 20,30 ! 80 _ Szczerbowski
de-agucar ’ et al., (2014)
Bagaco da cana- 4230 20,90 ] ] ] Narron et al.,
de-agucar 2017
Milho livre de Kim et al.,
42,60 25,80 13,70 - -
extrativos (2015)
Mourtzinis et
Milho 4540 22,70 2,30 - -
al., (2016)
Mourtzinis et
Espiga do milho 37,90 29,00 2,80 - -
al., (2016)

Casca de café 12,42 31,35 - - Freitas (2016)

Fonte: o Autor.

4.2.2. Composicao de sélidos totais, umidade e atividade de agua (Aw)

E importante conhecer a quantidade de matéria seca e Umida, e a atividade
de agua na biomassa, pois estes estdo diretamente correlacionados com o
desenvolvimento de microrganismos (ROMAO, 2015). Sendo que cada tipo de
microrganismo possui uma atividade especifica para seu desenvolvimento, pode-se
tomar como referéncia as faixas de crescimento entre 0 (zero) e 1 (um), como por
exemplo os fungos que estao préximos de 0,70, as leveduras 0,80 e as bactérias 0,90;
entre 0,20 e 0,50 dificilmente ocorrera desenvolvimento microbiano (MORAIS et al.,
2010). Os resultados do percentual da umidade de sdlidos e atividade de agua estéo

apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Quantidade de Sélidos totais, Umidade e Atividade de Agua (Aw) na

biomassa.
Solidos totais (%) Umidade (%) Aw

Farelo do arroz 93,08+2,15 6,92+2,15 0,391+0,05
Bagaco da cana-de-

) 57,29+3,88 42,71+£3,88 0,822+0,03
agucar
Farelo do Milho 90,91+1,43 9,09+1,43 0,437+0,03
Residuo do café

) - 0,45+0,03 0,456+0,016
(Avila, 2017)

Fonte: o Autor.

Historicamente, a atividade de agua (Aw) é um conceito-chave na area de
ciéncia dos alimentos. Entender sobre a Aw de um produto € fundamental para se ter
um breve conhecimento de sua estabilidade quimica, fisica e microbioldgica. Vieira et
al., (2011) estudaram a umidade para a casca do arroz encontrando valores entre
7,9% e 10%. Souza (2014) encontrou para o bagaco recém moido cerca de 50% de
umidade. Vieira (2012), obteve 16,93% de umidade para a espiga de milho.

As partes utilizadas da planta, e o seu pré-tratamento pode ter grande
influéncia em sua umidade final. Para todas as biomassas estudadas foram
encontrados valores inferiores aos que foram pesquisados na literatura, o que torna
atrativo a utilizacdo destes como substrato, uma vez que a contaminacao

microbioldgica pode ser dificultada em detrimento desta caracteristica.

4.2.3. Analise de extrato etéreo e proteinas

Os resultados encontrados referentes a gordura e proteina podem ser
encontrados na Tabela 4.8. Silva et al., (2010) estudou o farelo de arroz e encontrou
para essa biomassa a quantidade de lipideos equivalente a 16,96%. Chaud et al.,
(2009) que estudaram farelo de arroz integral, encontraram como resultado de gordura
equivalente de 15,3%. De Carvalho et al., (2006) caracterizaram o bagaco de cana-
de-agucar e encontrando o resultado de gordura de 0,07%. Zambom et al., (2008)

estudaram a composi¢ao do milho moido, estimando o valor de extrato etéreo em
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3,59%. Analisando a Tabela 4.8 pode-se observar que os resultados encontrados para

as trés biomassas foram proximos dos que foram encontrados na literatura.

Tabela 4.8 - Composi¢ao de Gordura e Proteina na biomassa

Gordura (%) Proteina (%)
Farelo do arroz 17,45+£3,43 0,68+0,04
Bagagco da cana-de-
) 0,586+0,14 -

agucar
Farelo do milho 3,32+0,13 7,31£0,03
Residuo do café

. 6,88+0,15 15,98+0,89
(Avila, 2017)

Fonte: o Autor.

Em relagcdo as proteinas presentes nas biomassas, foram encontrados na
literatura alguns resultados de alguns autores, como por exemplo: Chaud et al., (2009)
encontraram 1,54% de proteina bruta em seu estudo para o farelo de arroz. Silva et
al., (2010) encontraram 4,94% de proteina para o mesmo tipo de residuo. Souza
(2014) encontrou 0,66% de proteina para o bagagco de matérias sacarinas e De
Carvalho et al., (2006) caracterizaram a composigcao quimico-bromatolégica do
bagaco de cana-de-agucar, encontrando 2,32% de proteina bruta. Zambom et al.,
(2008) estudaram a composi¢cao do milho moido, estimando o valor de proteina bruta
em 8,38%. Na literatura para o café torrado e moido, encontraram um valor de 15,75%
de proteina (SILVA; ASCHERI; PEREIRA, 2007). Em comparagao com as biomassas
utilizadas neste estudo, as analises do bagago de cana-de-agucar e do farelo da casca
do milho estiveram muito préximas daquelas encontradas na literatura. Os valores
obtidos para o farelo da palha do arroz esteve um pouco distante dos resultados
encontrados. Isso pode se dar pelo tipo de casca do arroz estudado, condi¢cdes
climaticas e solo de onde estes foram cultivados. A diferenga de valores que foram
encontrados pode ter essa incidéncia devido a variabilidade das composigdes
quimicas das matérias-primas ou levar em consideragao a época em que as mesmas
foram colhidas, ou seja, o fato pode estar associado diretamente a origem da
biomassa ou até mesmo ao método de analise utilizado por outros autores (AZEVEDO
et al., 2016).
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4.3.Selecao dos microrganismos

Seguindo as etapas do fluxograma (Figura 3.3), s&o apresentados os
resultados obtidos de cada uma das etapas na produg¢ao do complexo enzimatico para
os oito fungos estudados. O preparo do indculo a partir das cepas de cada
microrganismo, em placa de Petri, com meio PDA e o inéculo ao final do processo sao
apresentados na Figura 4.3 e Figura 4.4 respectivamente.

-

Figura 4.3 — Placas de Petri dos oitos fungos estudados apos 3 dias de cultivo.

g) h)

a) Aspergillus ochraceus; b) Fusarium sp; ¢) Monilia sitophila; d) Mucor racemosus
Fresenius; e) Penicillium oxalicum; f) Trichoderma asperellum; g) Trichoderma
harzianum; h) Trichoderma reesei. Fonte: o Autor.
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Figura 4.4 - Aspecto do inéculo

Fonte: o Autor.

Apds o preparo do inodculo, cada amostra foi submetida a FES (Figura 4.5),
para se obter o complexo enzimatico bruto conforme apresentado na Figura 4.6.

Figura 4.5 - Fermentac&o em estado soélido com o indculo e substrato.

N i

- #

Fonte: o Autor.
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Figura 4.6 — Aspecto do complexo enzimatico.

Fonte: o Autor.

As oitos cepas dos fungos foram avaliadas em termos da produgédo de

celulase e os resultados da atividade enzimatica sao apresentadas na Figura 4.7.

Figura 4.7 — Atividade enzimatica dos fungos avaliados.
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Pode ser observado que os fungos Penicillium oxalicum e Trichoderma reesei

apresentaram as maiores atividades enzimaticas nas condi¢gdes empregadas nos



44
Capitulo 4 — Resultados e discusséo

testes, 0,069+0,006 FPU/mL e 0,054+0,004 FPU/mL, respectivamente. O resultado
obtido foi semelhante ao encontrado na literatura por SANTOS et al., (2017)
empregando bagacgo de laranja obtiveram 0,08 FPU/mL com Trichoderma reesei
CCT2768 e para o Trichoderma reesei QM9414 isolado comumente empregado na
producao de complexo enzimatico obtiveram 0,15 FPU/mL.

Penicillium oxalicum, Trichoderma reesei e o Mucor racemosus foram os
fungos escolhidos, por apresentarem maior atividade enzimatica, para dar

continuidade ao trabalho subsequente.

4.4. Avaliagcao da fermentagcao em estado sélido com aeragao forgada

Ap0ds selecionar as trés melhores cepas em termos de producao de celulase,
foi avaliada a influéncia do processo de aeragao na producédo do complexo enzimatico.
Os resultados obtidos s&o apresentados na Figura 4.8, comparando o uso do
processo de aeracao forgada em seus respectivos tempos, 24, e 72h, sendo o tempo
0 h para o sistema sem a aeragao no processo. Sendo que todas as fermentagdes

aconteceram durante 72h.

Figura 4.8 — Influéncia da aeracgao forcada durante a FES na atividade enzimatica.
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Para as trés cepas avaliadas, foi possivel perceber diferencas no
desempenho do processo ao ser empregado o sistema de aeragao forgada. Para o
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Mucor racemosus, a aeragao durante toda a FES contribuiu para uma maior produgao
enzimatica. Para a cepa de Trichoderma reesei, nado ocorreu uma influéncia
expressiva ao processo nos tempos avaliados, semelhante a cepa de Penicillium
oxalicum. Porém em tempo de 72h de aeragao apresentou a redugao na atividade
enzimatica. Ao passo que a aeragao favorece o crescimento do fungo durante a FES
devido a sua caracteristica aerdbica, produz dioxido de carbono pelo seu
metabolismo, sendo possivel ocorrer a inibicdo parcial de crescimento (SILVA et al.,
2014).

Afonso (2012) avaliou o uso de aeragao forgada utilizando Myceliophthora sp.
M77 e obteve um aumento de 30% na concentragdo de celulase em relagédo ao
processo fermentativo em frasco Erlenmeyer. PIROTA (2014) obteve um aumento de
14% da atividade enzimatica de FPase quando utilizou aeragao forcada utilizando A.
oryzae.

Os resultados mostraram que o processo de aeragdao nas condi¢des
estudadas nao obteve resultados relevantes que justificaria a utilizagdo, ja que

apresenta um alto custo de implementagao ao processo em escala comercial.

4.5. Avaliacao da composicao do meio de fermentagao

A Figura 4.9 apresenta o resultado da avaliagdo do uso do farelo da casca do
milho gelatinizado. Utilizando o processo de gelatinizagdo, observou-se uma maior
atividade enzimatica. Com este resultado, foi adotado o processo de gelatinizagao do
farelo da casca do milho quando este material foi utilizado como substrato nos demais

experimentos.
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Figura 4.9 - Atividade enzimatica da avaliagdo do processo de gelatinizagao do farelo
da casca do milho utilizando cepa de Penicillium oxalicum.
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A composicao do substrato utilizado na FES foi avaliada utilizando os dois
melhores fungos da sele¢ao dos microrganismos Penicillium oxalicum e Trichoderma

reesei conforme apresentado os resultados na Figura 4.10.

Figura 4.10 — Efeito da composi¢ao do substrato na atividade enzimatica.
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O meio 5 de composicao de 40% de bagacgo de cana-de-agucar, 30% farelo

da casca do milho e 30% do residuo da torra e trituragcao do café, apresentou a melhor



47
Capitulo 4 — Resultados e discusséo

condicao para a FES para os dois fungos avaliados, 0,081 £0,002 FPU/mL Penicillium
oxalicum e 0,080+0,002 FPU/mL Trichoderma reesei, para a produ¢gao do complexo
enzimatico. Para o meio 6 (Cana 40%, Milho 30%, Arroz 15%, Café 15%) foi obtido as
menores atividades enzimaticas, 0,047+0,002 FPU/mL para o Penicillium oxalicum e
0,034+0,001 FPU/mL para o Trichoderma reesei,

OLIVEIRA JUNIOR (2014), estudou a utilizacdo do Penicllium chrysogenum e
obteve 0,031 FPU/mL utilizando apenas o bagago do coco como substrato.
RODRIGUEZ-ZUNIGA (2010) empregou o substrato com 65% bagaco-de-cana e 35%
de farelo de soja e obteve 0,045 FPU/mL utilizando Aspergillus niger em FES. Porém
as condi¢cdes empregadas precisam ser otimizadas para que maximizem a produgao
do complexo enzimatico, pois quando comparado com sistemas otimizados na
literatura os valores da atividade enzimatica se torna discrepantes. Em um sistema
utilizando casca de soja Daronch et al., (2015) obteve 1,19 U/g de substrato, utilizando
Penicillium sp e verificou que o teor de umidade € uma variavel importante na
producdo do complexo enzimatico.

O resultado encontrado para o meio 5 pode ser explicado, relacionando a
caracterizagdo das biomassas, em condicdes de maiores nutrientes e fonte de
carbono durante a FES. Esse fatores, possivelmente favoreceram o crescimento
celular e consequentemente maior atividade enzimatica, como resultado da proporgao
de celulose e hemicelulose do farelo da casca do milho, 55,75%+2,4, 12,93%+2,4
FPU/mL respectivamente, que possuem maior concentragdo comparado com o farelo
da palha de arroz, 38,33%0,96 € 19,73%=0,96 FPU/mL.
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4.6. Avaliagao do tempo de FES com atividade enzimatica

A Figura 4.11 mostra o efeito do tempo de FES na atividade enzimatica. Os resultados

para os dois fungos avaliados mostram que o melhor tempo de FES foi de 72 horas.

Figura 4.11 - Efeito do tempo de FES com a atividade enzimatica.
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Este resultado pode estar relacionado com a umidade que ao passar do
tempo, apds as 72h a manutengdo desta umidade do meio pode se reduz e
comprometer a formagao de metabdlitos e a escassez de nutrientes necessarios ao
metabolismo do microrganismo. E antes das 72h o microrganismo esta adaptando ao
meio e iniciando o metabolismo (GASPAROTTO et al., 2014).

Rodriguez-Zuniga et. al (2011) avaliaram a producdo de celulases por
Aspergillus niger em FES nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas e obtiveram o melhor
tempo para a FES em 72 h. GASPAROTTO et al., (2014) avaliando o uso de
Trichoderma reesei por FES, encontraram que o tempo de 96 h maximizou a producéo

da atividade enzimatica.

4.7. Avaliacao da producao de Etanol

A Figura 4.12 apresenta a producao de etanol apds 48h de fermentagao

alcodlica para os dois fungos avaliados. Neste experimento, a utilizacdo dos
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complexos enzimaticos de Penicillium oxalicum e Trichoderma reesei resultaram na

producao de 3,13+0,21 g/L e 3,59+0,32 g/L de etanol, respectivamente.

Figura 4.12 - Producgao de etanol por hidrolise simultanea.
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Rocha et al. (2013) obtiveram o melhor resultado para a fermentacao alcodlica
de 11,7 g/L de etanol, apds 12 h com hidrolise simultanea, utilizando como substrato
86% de subprodutos do arroz, 12% de soro de queijo e 2% de CaClz, nas condigdes
de pH 4,5 e 35°C.

GROSSI (2015) utilizando como substrato filtro de cigarro com hidrolise acida
e concentragdes iniciais de 17,7-18,2 g/L de glicose obteve 8,65-9,08 g/L de etanol
com 25 horas de fermentacgao.

Fischer et al. (2014) obteve 20,6 g/L de etanol celuldsico utilizando Aspergillus
niger utilizando em hidrélise simultdnea com substrato de bagag¢o de cana-de-agucar
tratado a explosao a vapor na condigado baixa severidade com uma unica fermentacao
alcodlica. Em avaliagdes iniciais alcancaram 6,5 g/L de etanol, evidenciando que as
otimizagdes do processo sdo fundamentais na maximizagdo da produgao de etanol
celulésico.

Comparando os resultados obtidos com a literatura pode-se notar que os

valores encontrados estdo abaixo do esperado. Esses valores baixos podem ser
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explicados por néao ter sido realizado uma otimizagao das condigcdes ambientais e de

composicao do substrato.
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5. CONCLUSOES

A caracterizacao € um passo muito importante para avaliar e conhecer a
composi¢cado quimica das biomassas oriundas de residuos agroindustriais, antes de
realizar qualquer aplicagdo destas. As fracbes de celulose, hemicelulose e lignina
encontrados, apresentaram valores bem proximos daqueles encontrados em
trabalhos que estudaram o mesmo tipo de vegetal, podendo divergir apenas a parte
do residuo da planta pesquisada.

Os teores de agucares se fizeram compativeis com o resultado encontrado de
celulose e hemicelulose, mostrando que apds a hidrolise acida das amostras havera
uma quantidade significativa de agucares redutores passiveis de serem aplicados na
producao do E2G.

Entre os oitos fungos avaliados o Penicillium oxalicum e Trichoderma reesei
apresentaram-se mais promissores na produg¢ao do complexo enzimatico em termos
da enzima celulase (Fpase) para producao de E2G.

O sistema de aeracgao forgada durante a FES mostrou ser pouco vantajoso
para produgcao do complexo enzimatico.

A composi¢cao do meio para produg¢ado do complexo enzimatico com proporgao
de 40% de bagaco de cana, 30% de farelo da casca do milho e 30% de residuo da
torra e trituracdo do café mostrou-se mais adequado para a produgao do complexo
enzimatico com o tempo de 72h de FES.

Com a utilizagdo do complexo enzimatico obteve uma produgao de etanol
celulésico para Penicillium oxalicum de 3,13+0,21 g/L e Trichoderma reesei de
3,5910,32 g/L, em fermentagao batelada com Saccharomyces cerevisiae em 48 horas
a 35°C.

Os resultados em geral encontrados neste trabalho se mostraram bastante
promissores para a producao de E2G devido a presencga de celulose e hemicelulose
nos residuos agroindustriais, disponiveis para serem hidrolisados em agucares
fermentesciveis. O Brasil € um grande produtor na area agricola o que torna esses
residuos de grande interesse econémico para a produg¢ao de diversos produtos como
o E2G.



52
Capitulo 5 — Conclusées

O E2G tem uma grande perspectiva a médio longo prazo, devido a
possibilidade do reaproveitamento de diversos residuos agroindustriais. No entanto, a
sua aplicagao industrialmente tem um cenario a ser aprimorado devido aos custos
elevados na obtengao dos complexos enzimaticos, além da otimizacao das operagdes

envolvidas.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar as condi¢gdes ambientais (temperatura, pH, atividade de agua,
nivel de oxigénio e concentracdo de nutrientes) na fermentagcdo em
estado solido para a produgao do complexo enzimatico;

» Testar diferentes composicdes do meio e condigbes ambientais para a

producao de etanol utilizando o complexo enzimatico gerado.
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8. APENDICE
Apéndice (A1) descri¢ao do calculo para a atividade enzimatica.

Atividade enzimatica FPU/mL

FPU _ (Absorbancia-Branco) x (Cps) % V;
mL T, x0,18x Vy

Sendo:

Cons = Coeficiente da Curva padrao DNS

Tr = Tempo de reagao de hidrodlise = 60 min

VT = Volume total (enzima + tampé&o) = 0,5 enzima + 1 mL de tamp&o) = 1,5 mL
0,18 = 1 ymol de glicose

Ve = Volume da amostra de enzima (ml) = 0,5 mL
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