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RESUMO

O grande desafio para a producdo de etanol de segunda geracao consiste em buscar estratégias
que possibilitem a bioconversdao dos polissacarideos presentes nos materiais lignoceluldsicos
em carboidratos simples. Neste sentido, os conhecimentos da drea biotecnolégica vém
atuando no desenvolvimento de configuracdes de processo que atuam na eficiéncia do
rendimento em agucares fermentesciveis para a producao de bioetanol. Assim, o objetivo do
presente estudo foi desenvolver um processo para produgdo de etanol de segunda geracao, a
partir da biomassa lignoceluldsica, utilizando co-cultivo de fungos. Foram abordadas duas
condicdes de cultivo para favorecer a utilizacdo dos microrganismos envolvidos no processo.
Na primeira etapa, em condicdo aerdbia, o fungo filamentoso CDSA12 foi induzido a
sintetizar enzimas capazes de hidrolisar os polissacarideos em actcares fermentesciveis. Na
segunda etapa, em condicdo anaerdbia, a Saccharomyces cerevisiae JP1 metabolizou os
carboidratos bioconvertidos pelas enzimas celuloliticas em etanol. O mosto foi constituido
pelo bagaco in natura no Experimento 1 e pelo bagaco pré-tratado hidrotermicamente no
Experimento 2. Os resultados mostram que o processo de producdo de bioetanol por co-
cultivo de fungos é eficiente para reduzir os custos vinculados a utilizacdo de enzimas
comerciais para a hidrélise da celulose. O fungo CDSA12 foi capaz de excretar a enzima
carboximetilcelulase (CMCase) apresentando a mesma atividade enzimatica de 0,465 e 0,54
U.mL para os Experimentos 1 e 2, respectivamente. Durante todo o processo, o pH
permaneceu na faixa 6tima para a produ¢do de CMCase quando sintetizada a partir de fungo
filamentoso. Os polissacarideos hidrolisados (Agucar Redutor - AR) apresentaram
concentracdo méxima de 18,89 e 18,83 g.L”! nos Experimentos 1 e 2, respectivamente. Nos
Experimentos 1 e 2 o rendimento referente a conversao de celulose em etanol foi de 0,341 e
0,182 g.g'l, enquanto a produtividade em etanol foi de 0,244 e 0,391 g.L'l.h'l,
respectivamente. Portanto, a configuracdo do processo de produgdo de bioetanol por co-
cultivo de fungos torna-se vidvel para reduzir os custos operacionais do sistema produtivo.

Palavras-Chave: Etanol de Segunda Geracdo. Fungos da Caatinga. Carboximetilcelulase;
Bioprocesso.



ABSTRACT

The great challenge for second generation ethanol is to find strategies that allow the
bioconversion of polysaccharides in lignocellulosic materials in simple carbohydrates. In this
regard, the knowledge of the biotechnology field has been acting on the development process
configurations that operate on performance efficiency of fermentable sugars for bioethanol
production. The aim of the present study was to develop a process for second generation
ethanol production from lignocellulosic biomass using co-cultivation fungi. Two growing
conditions were addressed to enhance the use of microorganisms involved in this process. The
first step was in aerobic condition, driven the CDSA12 filamentous fungus to synthesize
enzymes that hydrolyze polysaccharides to fermentable sugars. At the second stage, in
anaerobic condition JP1 Saccharomyces cerevisiae metabolize carbohydrates converted by
cellulolytic enzymes producing ethanol. The broth was constituted by the in natura bagasse at
Experiment 1 and by hydrothermally pretreated bagasse at Experiment 2. The results show
that the ethanol production process by fungi co-culture is effective to reduce the costs
connected to the use of commercial enzymes for the hydrolysis of cellulose. The CDSA 12
fungus was capable to secrete the enzyme carboxymethylcellulose (CMCase) producing the
same enzymatic activity about 0.465 and 0.54 U.mL™" at Experiments 1 and 2, respectively.
Throughout the entire process, the pH remained in the optimum range to produce CMCase
when synthesized from filamentous fungi. The hydrolysates polysaccharide (Reducing Sugar -
RS) presented a maximum concentration of 18.89 and 18.83 g.L™' at Experiments 1 and 2,
respectively. At Experiments 1 and 2 the yield relating to conversion of cellulose to ethanol
was 0.341 and 0.182 g.g', while ethanol productivity was 0.244 and 0.391 g.L'.h,
respectively. Therefore, the configuration of the bioethanol production process by fungi co-
cultivation is feasible to reduce the operating costs of the production system.

Keywords: Second Generation Ethanol. Caatinga’s Fungi. Carboxymethylcellulose.
Bioprocess.
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1 INTRODUCAO

O setor de bioenergia encontra-se diante de um grande desafio: o de comprovar e
garantir sua sustentabilidade. Alternativas energéticas, por meio de fontes renovaveis de
energia, tém sido objeto de pesquisa no mundo inteiro, seja por motivos econdmicos,
geopoliticos ou ambientais. Neste cendrio, o potencial energético da cana-de-agicar vem
sendo largamente explorado com a finalidade de suprir a significativa demanda de
combustiveis que o mercado brasileiro tem requerido. Estimativas estabelecem que a
producdo de etanol no Brasil possa ser duplicada, sem a necessidade de aumentar dreas de
cultivo de cana-de-acicar, apenas utilizando estratégias para extracdo de acucares
fermentesciveis a partir do material lignocelulésico da cana (BONOMI, 2006; PEREIRA,
2008; RABELO, 2010).

Para que o material lignocelulésico seja utilizado como matéria prima fermentescivel,
faz-se necessdria a aplicacdo de processo de pré-tratamento, visando aumentar a 4area
superficial da biomassa, dissociar o complexo lignina-celulose, maximizar os rendimentos em
acucares, reduzir o grau de cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade dos materiais e
evitar ou minimizar a formagdo de compostos inibidores para os microrganismos
fermentadores, de maneira que torne a biomassa susceptivel a hidrélise. Os processos
empregados podem ser fisicos, quimicos, biol6gicos ou combinados (DIAS, 2011).

A hidrélise da celulose presente na biomassa é o principal processo para que 0s
mondmeros liberados sejam utilizados na producdo de bioetanol. Este processo pode ser
realizado por meio da hidrélise com 4dcidos minerais, enzimas ou dgua comprimida a alta
pressdo. Recentemente, a utilizacdo de catalisadores enzimdticos tem sido investigada. Neste
processo de catdlise da celulose um grupo de enzimas denominadas celulases rompem as
ligacdes glicosidicas das microfibrilas de celulose, liberando oligossacarideos, celobiose e
glicose. Uma das vantagens de utilizar a hidrélise enzimaética € que as condi¢cdes operacionais
envolvidas no processo sdo conduzidas de maneira mais brandas e consequentemente uma
menor quantidade de subprodutos é gerada, favorecendo alto rendimento dos agucares
fermentesciveis. Outra vantagem € a questdo ambiental, pois os catalisadores, sintetizados por
microrganismos encontrados em ambientes ricos em celulose, ndo causam nenhum impacto
quando descartados no meio ambiente ao final do processo (DILLON, 2004; SILVA et al.,
2012).
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Desta forma, a industria de biorrefinaria conta com a biotecnologia para encontrar
novas alternativas para a producdo de etanol de segunda geracdo utilizando processos

eficientes, que sejam economicamente e sustentavelmente vidveis.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo para producio de etanol de

segunda geracdo, a partir da biomassa lignocelulésica, utilizando co-cultivo de fungos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Neste trabalho, foram considerados como objetivos especificos:

— Desenvolver uma configuracdo para o processo de producdo de bioetanol utilizando
co-cultivo;

— Avaliar o desempenho da producdo de bioetanol por meio do co-cultivo de duas
espécies de microrganismos, o isolado fiingico CDSA12 e a levedura Saccharomyces
cerevisiae JP1;

— Determinar o comportamento cinético da producdo de carboximetilcelulase pelo
isolado fingico CDSA12;

— Determinar cinética dos acucares fermentdveis durante o periodo de hidrélise
enzimatica;

— Desenvolver um processo para producgdo de etanol de segunda geracdo, que possibilite
a eliminacao do uso de enzimas purificadas, levando a redugdo dos custos de produg@o

industrial.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acucar, cujo nome cientifico € Saccharum officinarum, é uma planta da

Familia Poaceae, representada pelo milho, sorgo, arroz e muitas outras gramineas. A cana €
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composta por partes subterraneas (raizes e rizomas) e aéreas (colmo, folhas e flores).
Estruturalmente, consiste de varios tipos de tecidos tais como cértex, tecido parenquimatoso e
hastes fibrovasculares. E composta, principalmente, por dgua, acticares e fibras. A dgua e 0s
actlcares se concentram nos colmos, sendo a sacarose o carboidrato predominante, enquanto,
as fibras estdo distribuidas por todo o vegetal. A composicdo quimica da cana € bastante
varidvel quanto a proporcdo dos elementos, porém exibe regularidades em todas as
variedades, seja quantitativa e/ou qualitativamente (SCHLITTLER, 2006).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acticar do mundo cujo destino final é a
utilizacdo do caldo para producdo de acguicar e dlcool etilico. Apds a extracdo do caldo, o
residuo lignoceluldsico excedente pode ser queimado para a geracdo de energia térmica e
subsequentemente, elétrica. No entanto, a composi¢do quimica do bagaco, geralmente 36% de
celulose, 32% de hemicelulose, 19% de lignina e 13% de ceras, proteinas e cinzas, vem
fazendo com que o setor industrial busque estratégias para utilizacdo do material
lignocelulésico para a produgdo de actcares fermentesciveis (rota quimica e bioldgica) ou
para a gaseificacdo deste residuo para sintese de combustiveis liquidos (rota térmica)

(RABELO, 2010; SAAD, 2010).

3.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA: FONTE DE BIOENERGIA

As biomassas lignoceluldsicas constituem o material mais abundante em nosso
planeta, podendo ser obtidas de vdrios processos agroindustriais, tais como na producdo de
actcar e etanol nas usinas sucroalcooleiras. Estes residuos agroindustriais tornam-se atrativos
para a producdo de etanol, assim como de outros biocombustiveis, tendo em vista o0s
principais constituintes presentes na estrutura que a compde (SILVA, 2011).

Os componentes da biomassa lignoceluldsica sdo arranjados de modo que as cadeias
de celulose e hemicelulose estdo fixadas pela lignina. As cadeias de celulose se mantém
compactadas por meio de ligacdes de hidrogénio que promovem a rigidez da planta, enquanto
a lignina circundante “gruda” os componentes e atua como agente protetor da estrutura
celuldsica proporcionando barreira fisica contra o ataque enzimdtico, microbiolégico e da
agua. A hemicelulose proporciona a ligacdo entre a celulose e a lignina formando assim a rede
fibrosa. Estes obsticulos impedem o processo de hidrolise da celulose de materiais
lignoceluldsicos (RABELO, 2010). A Figura 1 apresenta um modelo dos principais

constituintes de materiais lignoceluldsicos.
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Figura 1 - Modelo da estrutura dos principais constituintes de materiais lignocelulésicos.

Fonte: LEE, 1997.

3.2.1 Celulose

A celulose € o principal constituinte dos materiais lignocelulésicos, presente na maior
parte da parede celular dos vegetais. Este polimero, responsavel por 23 a 50% da matéria seca
da biomassa ¢ um homopolissacarideo linear formado por anéis de B-D-glicopiranose unidas
por ligagdes do tipo B-D (1,4) glicosidicas, de formula geral (C¢H;0Os),, cuja unidade
repetitiva € a celobiose (LEMOS, 2001; RABELO, 2010).

Quimicamente, a celulose € formada por microfibrilas que sdo estruturas relativamente
rigidas que contribuem para a resisténcia e a predisposicao estrutural da parede celular. Os
glucanos (polimeros de glicose) que constituem a microfibrila da celulose estdo fortemente
alinhados e ligados entre si, formando uma fita altamente ordenada (cristalina), que possui
maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatagdo e € relativamente inacessivel ao
ataque enzimdtico. Como resultado, a celulose € muito forte, muito estdvel e resistente a
degradacdo, devido a configuracdo espacial alternante das ligacOes glicosidicas que unem
residuos de glicose adjacentes. Os modelos atuais da organizacdo microfibrilar sugerem que
ela tem uma subestrutura constituida de dominios altamente cristalinos unidos por regioes
amorfas menos organizadas, que possuem maior grau de flexibilidade. Dentro dos dominios
cristalinos, os glucanos adjacentes estdo altamente ordenados e unidos entre si por ligacdes
ndo covalentes, tais como ligagdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas. Quando a celulose
¢ degradada, primeiramente sdo atacadas as regides amorfas, liberando pequenas cristalitas,
consideradas como correspondentes aos dominios cristalinos da microfibrila (KIMURA et al.,

1999). Na Figura 2 pode ser observado o modelo estrutural de microfibrila de celulose.
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Pela hidrélise da celulose sdo formados polimeros menores, oligossacarideos com

cadeias terminais e ndo redutoras que podem ser decompostos dando origem a celobiose
(dissacarideo redutor) e a glicose.

Figura 2 - Modelo estrutural de microfibrila de celulose com os polimeros de glicose
fortemente alinhados e ligados entre si por ligacdes nao covalentes e interacdes hidrofébicas.
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Fonte: GALLAO, 2016.

3.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses ou polioses representam de 15 a 45% do material lignoceluldésico
seco e sdo polissacarideos de cadeias lineares e ramificadas que estdo presentes em todas as

camadas da parede celular das plantas, mas concentram-se nas camadas primdrias e
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secunddrias em que estdo intimamente associadas a celulose e lignina (Figura 3). Elas sdo
amorfas e possuem massa molecular relativamente baixa, depositadas de maneira intercalada
nas microfibrilas de celulose, em um estagio anterior 4 lignificacdo, conferindo elasticidade e
flexibilidade ao agregado de microfibrila e impossibilitando que as mesmas se toquem

(AGUIAR, 2010).

Figura 3 - Estrutura parcial da hemicelulose mostrando a conformacio da cadeia linear e
ramificada desse polissacarideo.
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Fonte: FERREIRA et al., 2009.

A hemicelulose € uma estrutura complexa de carboidratos, que consiste de diferentes
polimeros, unidades de acucares que podem ser subdivididas em grupos, polimeros de
pentoses (xilose e arabinose) e polimeros de hexoses (manoses, glicose e galactose), além de
dcidos hexurdnicos e desoxiexoses, 0s quais apresentam maior suscetibilidade a hidrdlise.
Estas macromoléculas sdo soliveis em dgua e facilmente solubilizadas em solucdo alcalinas.
Apresentam-se divididas em xilanas, mananas, galactanas e galacturonanas e suas unidades
monoméricas sao unidas por ligacdes do tipo 1,3; 1,4 e 1,6. A hidrélise da hemicelulose é
mais facil que a da celulose, porém a fermentacao da xilose (agucar de cinco carbonos) é um
pouco mais dificil (CURVELO, 1992; SZENGYEL, 2000; HENDRIKS; ZEEMAN, 2008;
TAVARES, 2009).

3.2.3 Lignina

A lignina, depois da celulose, € a macromolécula organica mais abundante dentre os
materiais lignocelulésicos e representa de 20 a 30% da massa total desse material. E uma
substancia que vai sendo incorporada durante o crescimento do vegetal e confere rigidez a
parede das células, sendo composta basicamente de unidades de fenilpropano que formam

uma macromolécula tridimensional e amorfa (RABELO, 2007).
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A estrutura da lignina é heterogénea, apresentando regides amorfas e estruturas
globulares. Diferentemente da celulose e hemicelulose, a estrutura da lignina ndo pode ser
representada por uma combina¢cdo de unidades monoméricas ligadas pelo mesmo tipo de
ligacdo quimica. Esta se processa pela polimerizacdo dos dlcoois cinamilicos precursores:
dlcool p-cumarilico, dlcool coniferilico e d4lcool sinapilico que geram unidades p-
hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas, respectivamente (Figura 4) (BIDLACK et al.,

1992; RABELO, 2007).

Figura 4 - Alcoois precursores para a formacio da estrutura da lignina.
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Fonte: BARBOSA et al., 2008.

A presenga e distribuicdo da lignina nos materiais lignocelulésicos constitui o fator
responsdvel pela recalcitrancia desse material. Esta molécula confere grande resisténcia ao
ataque de microrganismos e limita a acessibilidade de enzimas hidroliticas como a celulase e
a xilanase entre outras, em atuarem nos sitios de ataque enzimdtico devido ao reduzido
tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o ataque a superficie externa nas fontes de
carbono e impedindo a absor¢do de polissacarideos por meio de micélio, os quais constituem
fonte de carbono principalmente para a formagdo de frutificacio (DURRANT et al., 1991;
RAJARATHNAM et al., 1992; VASQUEZ et al., 2007; CARDOSO et al., 2012).

3.2.4 Outras substancias

Existem outras substancias presentes na biomassa lignoceluldsica que ndo sdo parte da
parede celular, dentre as quais se destacam: terpenos, polimeros de isopropeno; resinas, tais

como Oleos, dcidos graxos, dlcoois, resinas dcidas e fitosterol; fendis, representados pelos
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taninos; alcaloides e lignina soldvel, tais como, residuos inorganicos, representados por

carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos (KLASS, 1998; KLINKE et al., 2004).

3.3 PRE-TRATAMENTOS

O pré-tratamento de materiais lignocelulésicos € uma etapa operacional do processo
de producdo de bioetanol que influencia consideravelmente os custos das etapas anteriores e
posteriores do processo produtivo. O objetivo do pré-tratamento € aumentar a drea superficial
da biomassa, dissociar o complexo lignina-celulose, maximizar os rendimentos em agucares,
reduzir o grau de cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade dos materiais e evitar ou
minimizar a formagdo de compostos inibidores para os microrganismos fermentadores (HSU,
1996; SUN; CHENG, 2005).

O pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas, o qual seu esquema de transformacgao
estd representado na Figura 5, pode ser classificado em trés grupos principais: fisicos,
quimicos, bioldgicos, além de possivel combinacdo entre eles. No entanto, verifica-se a
crescente necessidade de desenvolver alternativas tecnoldgicas mais eficientes em termos de
custo global e competitividade econdmica (SUN; CHENG, 2002; MOISIER et al., 2005;
BAUDEL, 2006).

Figura 5 - Esquema que mostra o efeito do pré-tratamento na estrutura espacial dos materiais
lignoceluldsicos com consequente dissociagdo do complexo lignina-celulose e redugdo da
cristalizacao da celulose.
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Fonte: ARRUDA, 2011.
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No caso dos pré-tratamentos quimicos as caracteristicas de cada processo sdo variadas.
No pré-tratamento 4cido ocorre a solubilizagdo do componente hemicelulésico da biomassa,
provocando a desacetilacio e despolimerizacdo da fracdo hemiceluldsica. J& no pré-
tratamento alcalino, empregado apds o pré-tratamento dcido, ocorre a remocdao de
hemicelulose e de lignina da biomassa, o que provoca o desenovelamento da estrutura
lignocelulésica, separando as ligacdes entre lignina e carboidratos, reduzindo o grau de
polimerizacdo e cristalinidade, aumentando a porosidade do material (BAUDEL, 2006).

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo utilizados para aumentar a suscetibilidade do
material ao ataque enzimadtico e caracterizam-se por processos que submetem a biomassa a
condi¢cdes ambientais extremas de pressdo e temperatura. Entre os pré-tratamentos deste tipo
destacam-se: a explosdo a vapor ou auto-hidrélise, processo com vapor de dgua saturado em
alta pressdao, seguido de uma despressurizacdo quase instantanea, evento que permite a
solubilizacdo das fragdes hemiceluldsicas, a transformacdo da lignina e o aumento da
suscetibilidade da celulose a posterior hidrdlise; e a explosdo por amdnia, processo que
permite o aumento da taxa de sacarificacdo da celulose quando a biomassa € tratada com
amonia.

Por fim, nos pré-tratamentos biologicos sdo utilizadas enzimas hidroliticas ou
microrganismos capazes de sintetizd-las para atuarem sob o sitio de ataque enzimatico
presente no material, quebrando assim as ligacdes que conferem a estrutura e conformagao da
matriz lignocelulésica (SUN; CHENG, 2002). Neste pré-tratamento os catalisadores
utilizados no processo ndo causam impactos sob o meio ambiente e ainda podem ser

recuperados para serem reutilizados, no caso das enzimas estarem ativas.

3.4 HIDROLISE DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Existem basicamente trés técnicas que possibilitam a obtencdo de carboidratos
fermentesciveis a partir da biomassa lignoceluldsica: hidrélise com dcido diluido, hidrélise
com acido concentrado e hidrélise enzimatica (RABELO, 2010).

Na hidrélise com 4cido concentrado, as por¢des da hemicelulose e da celulose
presentes na biomassa lignoceluldsica sdo quebradas por meio de solucdes aquosas de dcidos
minerais fortes (dcido sulftrico, cloridrico ou fosférico) em condi¢des brandas de temperatura
(inferiores a 100 °C). Em decorréncia das fragdes de hemicelulose serem hidrolisadas mais

rapidamente que as fracOes de celulose, os monossacarideos liberados da hemicelulose sao
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expostos no meio reacional por muito tempo, o que leva a degradacdo e, consequentemente,
perda desses acgucares. Por ser um processo que utiliza dcidos fortes, os equipamentos
operacionais precisam possuir a caracteristica de elevada resisténcia a corrosdao (SZENGYEL,
2000).

No processo com écido diluido, partes das fragdes da hemicelulose e da celulose sao
hidrolisadas separadamente. Apds o primeiro passo da hidrélise, a hemicelulose hidrolisada
pode ser removida do meio reacional, possibilitando a recuperacdo dos carboidratos liberados
nesta etapa. No entanto, na segunda etapa o processo operacional requer condicdes drésticas
de temperaturas, evento que leva a formagao de produtos inibitérios devido a degradacao de
alguns acucares e lignina soliveis, favorecendo assim a producdo de dcidos organicos que
levam a inibicdo do metabolismo do microrganismo envolvido na fermentacdo alcodlica. Uma
desvantagem do processo € a utilizacdo de altas concentracdes de enzimas para atingir
proporcional conversdo de celulose, fator que aumenta os custos de producdo (CLARK;
MACKEI, 1984; LARSSON et al., 1998; WYMAN, 1994).

No processo enzimdtico, a catdlise da celulose ocorre por meio de um grupo de
enzimas denominadas celulases, as quais rompem as ligagdes glicosidicas das microfibrilas de
celulose, liberando oligossacarideos, celobiose e glicose (Figura 6). Devido as condi¢des
operacionais envolvidas no processo serem conduzidas de maneira mais brandas, uma menor
quantidade de subprodutos ¢é gerada, favorecendo alto rendimento dos acucares
fermentesciveis. Vdrias caracteristicas da biomassa lignocelulésica sdo importantes no
processo de hidrélise enzimdtica, dentre as quais se destacam: cristalizacdo da celulose, grau
de polimerizacdo, volume da édrea superficial, tamanho da particula, quantidade de lignina e

presenca de grupos acetil (EKLUND et al., 1990; SEWALT et al., 1997; DILLON, 2004).



27

Figura 6 - Representacdo esquematica da acdo sinérgica dos componentes individuais do
sistema de celulases composto por endoglicanases, exoglucanases e -glucosidase para
proporcionar o rompimento das ligacdes da celulose nas regides amorfas e cristalina.
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Fonte: MELO, 2010.

A acdo sinérgica dos componentes individuais do sistema de celulases composto por
endoglicanases, exoglucanases e B-glucosidase proporciona melhor hidrélise da biomassa
lignoceluldsico. Segundo Martins (2005), as endoglicanases hidrolisam as cadeias de celulose
de modo aleatério, clivando as ligacdes glicosidicas internas da celulose e liberando
oligossacarideos de vérios comprimentos. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e
celuloses soliveis. Oyekola et al. (2007) afirmam que as exoglucanases ou celobiohidrolases
(CBH) atuam nas extremidades redutoras (CBH I) e nas extremidades nido redutoras (CBH II)
da cadeia de celulose, produzindo majoritariamente celobiose. Essas enzimas atuam sobre
celulose cristalina, produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizagdo. As
B-glicosidases, segundo Medve (1997), também denominadas celobiases, possuem a fungado
de desdobrar a celobiose gerada pelas endoglicanases e celobiohidrolases em glicose, fator

importante para eficiéncia da hidrélise da celulose e remog¢ao da celobiose do meio reacional.
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3.4.1 Microrganismos produtores de celulases

7z

No processo de producdo de enzimas, um microrganismo € utilizado como agente
metabolizador de fontes de carbono presentes no meio de cultivo, de forma que as enzimas
sdo sintetizadas e excretadas. Algumas bactérias sdo capazes de degradar celulose, dentre as
aerébias produtoras de celulase, estdo as dos géneros Cellulomonas, espécies de Bacillus,
como Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus brevis, Bacillus licheniformis e Bacillus
cereus. Entre as anaerdbias estdo os geé€neros Acetovibrio, Clostridium, Ruminococcus,
capazes de formar um complexo multienzimatico que possui celulases que atuam de modo
agrupado (LYND et al., 2001; DESVAUX, 2005; TAVARES, 2009).

Os fungos ocupam papel fundamental na degradacdo de biopolimeros de celulose e
hemiceluloses sendo por isso, essenciais para a producido de complexos enzimaticos. Eles sdo
0s mais importantes microrganismos utilizados pela indudstria na produc¢do de enzimas. As
espécies de fungos produtores de celulases mais estudadas sdo Trichoderma reesei,
Penicillium pinophilum, Humicola insolens, Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum,
Penicillium funiculosum, Penicillium iriensis, Fusarium solani, Myrothecium cerrucaria,
Sporothichum sp., Chaetomium, Aspergillus niger e também os géneros como
Schizophyllumm sp., Chaetomium sp. € Humicola sp. Tais fungos excretam celulases de alta
atividade no meio reacional (NORDISK, 1996; MENEZES, 1997, AGUIAR; MENEZES,
2000; RABELO, 2007).

As celulases, normalmente, sdo produzidas por duas metodologias de cultivo: em
estado sélido ou semissélido e em cultivo submerso. Muitas pesquisas sdo conduzidas
utilizando cultivo submerso, o qual permite o controle dos niveis de aeracdo, pH e
temperatura do meio, para o crescimento 6timo do microrganismo. Contudo, a fermentacao
em estado solido tem sido escolhida para a producdo de enzimas lignoceluloliticas, o que se
explica pelo grande nimero de vantagens econdmicas e de processo, nos quais se destaca a
natureza dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte indutora na produ¢do da enzima

(FERREIRA, 2010).
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3.5 PROCESSOS FERMENTATIVOS E ESTRATEGIAS PARA A PRODUCAO DE
BIOETANOL

Os materiais lignoceluldsicos vém sendo estudados com o propdsito de ampliar o
rendimento energético da producdo de combustiveis oriundos de fonte renovdveis. Essa
alternativa de produc¢do tem sido elencada em decorréncia do desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos capazes de converter os constituintes do material lignocelulésico em
carboidratos fermentesciveis que poderdo ser utilizados para producdo de etanol de segunda
geracgao.

As estratégias para producdo de bioetanol baseiam-se no desenvolvimento de
diferentes configuracdes de processos, com base em eventos e de acordo com a integracdo de
concepgdes modernas, que incluem a utilizacdo de sistemas enzimdticos para a obtencdo de
glicose por meio da biomassa lignocelulésica, que, por sua vez, poderd ser fermentada a
etanol. Essas estratégias estdo correlacionadas aos quatro tipos de operacdes industriais:
processo descontinuo, descontinuo alimentado, semicontinuo e continuo, diferindo apenas do
formato ao qual o processo fermentativo é conduzido.

Na fermentacdo em processo descontinuo, o substrato esterilizado no fermentador é
inoculado com microrganismos e incubado, de modo a permitir que a fermentag@o ocorra sob
condi¢des 6timas. No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio,
no caso de processos aerdbicos, antiespumante, e 4dcido ou base para controle do pH. A
conformagdo do processo de Sacarificacio e Fermentacdo Simultanea (SSF) e de
Sacarificacio e Co-fermentacdo Simultanea (SSCF) corroboram com a fermentacdo
descontinua, pois € desenvolvida em apenas uma etapa, na qual a hidrélise enzimatica das
macromoléculas ocorre sinergicamente a fermentagdo alcodlica por meio dos microrganismos
fermentadores (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

No processo descontinuo alimentado, o substrato € adicionado ao fermentador durante
o cultivo e os produtos acumulam-se no meio e permanecem até o final da fermentacdo. No
processo continuo ocorre alimentacdo continua de substrato a vazdo constante, sendo o
volume de reacdo mantido constante através da retirada continua de caldo fermentado.
Enquanto no semicontinuo, esta retirada ocorre apenas ao término da fermentacido, sendo
parte removida e a outra parte subsequente diluida a mais substrato. O processo semicontinuo
e descontinuo corroboram com a estratégia de Bioprocesso Consolidado (CBP), pois tanto a

producdo de enzimas quanto a de etanol, produzido a partir dos agucares da hemicelulose e
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celulose, sdo realizadas continuamente pelo mesmo microrganismo em um unico reator
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Nesta proposta de trabalho, o co-cultivo de fungos utilizado para obten¢do de etanol de
segunda geracdo € considerado um processo semicontinuo, dividido em duas etapas. Na
primeira etapa o fungo filamentoso €, em condicdo aerdbia, capaz de metabolizar os
constituintes da biomassa lignocelulésica e sintetizar enzimas capazes de converter os
polissacarideos no meio em agtcares fermentesciveis, bem como excretar enzimas hidroliticas
que favorecem esta bioconversdo. Na segunda etapa, as condicdes anaerdbicas sio instaladas
no meio e o fungo filamentoso sofre morte celular que consequentemente leva a liberacdo de
acucares que haviam sido metabolizados pelo mesmo. A liberagdo desses carboidratos
juntamente aos convertidos pelas enzimas € utilizada pela Saccharomyces cerevisiae JP1 para
produzir etanol. O co-cultivo é uma configuracido de processo estrategicamente barata para
producio de etanol de segunda geracao.

As condicdes de cultivo para as diversas configuracdes adotadas para o processo de
producdo de bioetanol, como temperatura, pH, tempo de sacarificacdo, concentragcdo
enzimatica e relacdo solido-liquido, dependem do substrato escolhido e das caracteristicas do

complexo enzimdtico e/ou do microrganismo utilizado, que devem ser determinadas e

otimizadas experimentalmente para cada caso.

4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Microbiologia
do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido, Campus Sumé, e no Laboratério de
Engenharia Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica, Campus Campina Grande,

ambos da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.1 MATERIA PRIMA

A matéria prima utilizada neste trabalho foi o bagaco de cana-de-agucar, residuo

agroindustrial cedido por um comerciante de caldo de cana da cidade de Prata, Paraiba.
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4.1.1 Preparacao do bagaco da cana-de-aciicar

O residuo utilizado no presente estudo foi seco em estufa a 50 °C e, posteriormente,
moido em moinho de facas (Micro moinho tipo Willye, Star FT 48). Em seguida, submetido
ao processo de lavagem com dgua destilada até que todos os sélidos soliiveis remanescentes
do beneficiamento industrial da cana-de-agicar fossem removidos, procedimento avaliado por
meio da andlise do Teor de Sélidos Soldveis (TSS) do lixiviado do processo de lavagem.

Foram utilizados nos experimentos o bagaco in natura e o bagaco submetido ao pré-
tratamento hidrotérmico em Mufla. Este pré-tratamento ndo seguiu o processo operacional
usual descrito na literatura.

Para o tratamento hidrotérmico empregado no presente trabalho utilizou-se um forno
Mufla, com sistema de controle de temperatura interna. Na reacdo hidrotérmica foi utilizada
uma razdo de massa de bagaco/volume de dgua destilada de 8:100 (g.mL™), tempo de reacdo
de 15 minutos e temperatura de 180 °C. Como foi empregado um sistema aberto, apesar da
alta temperatura, a pressdo no interior ndo chegou a niveis proporcionais ao obtido em um
sistema fechado, como em reator de alta pressao.

Em todos os experimentos, seja com o bagago in natura ou pré-tratado, o mosto
utilizado durante a fermentagdo foi submetido ao processo de esterilizacdo a temperatura de

120 °C, pressao de 1 atm, durante um periodo de 20 minutos.

4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

Para a caracterizacio fisico-quimica do bagaco in natura foi utilizado o procedimento
descrito por Morais et al. (2010) para anélise de materiais lignoceluldsicos, todos realizados

em triplicatas.

4.2.1 Granulometria

O perfil granulométrico do bagaco de cana-de-agucar foi determinado por meio de um
conjunto de sete peneiras Tyler com malhas de 8 mesh (2,36 mm), 10 mesh (1,70 mm), 35
mesh (0,425 mm), 48 mesh (0,3 mm), 60 mesh (0,25 mm) e 115 mesh (0,125 mm) com
agitacdo de 50 rpm em um agitador de peneiras PRODUTEST durante dez minutos. Os 50 g

de bagaco inseridos no sistema apds a distribuicio nas peneiras foi quantificado por
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gravimetria e os resultados expressos percentualmente em relacio a massa da amostra
analisada.

O célculo do didmetro médio da particula (D) foi obtido utilizando a equacdo de
Sauter em que representa a fracdo massica retida em cada peneira (Ax;) e o didmetro médio de
abertura das peneiras (D;), como mostra a Equagao 1.

D, = (g—’;)l (1)

4.2.2 Determinacao do teor de umidade

Para a determinac¢do do teor de umidade foi quantificado 1 g da amostra imida (MAU)
em recipiente devidamente seco e de massa conhecida (conjunto recipiente/amostra umida,
MRAU). Posteriormente, o conjunto foi incubado a 105 °C durante 24 horas e verificada a
massa final (conjunto recipiente/amostra seco, MRAS). O percentual de umidade das
amostras foi determinado por meio da diferenca gravimétrica existente entre o conjunto
recipiente/amostra imida (MRAU) e recipiente/amostra seca (MRAS). A Equagdo 2

determina o teor de umidade presente nas amostras.
(MRAU-MRAS)
X
MRA

TU (%)= 100 (2)

4.2.3 Determinacao do teor de cinzas

Para a determinacd@o percentual do teor de cinzas foram quantificados 2 g da amostra
seca (MAS) em cadinho devidamente seco e de massa conhecida (conjunto cadinho/amostra
umida, MRAS). Posteriormente, o conjunto foi inserido em forno mufla com rampa de
aquecimento de aproximadamente 10 °C.min"" até obter a temperatura de trabalho (600 °C).
As amostras permaneceram a 600 °C durante 3 horas e em seguida a temperatura foi reduzida
para 200 °C continuando por 2 horas. Em seguida, a massa do conjunto cadinho/amostra
calcinada (MRAC) foi quantificada em balanca analitica. O percentual de cinzas das amostras
foi determinado pela Equacdo 3 que relaciona a diferenga gravimétrica existente entre o
conjunto cadinho/amostra seca (MRAS) e cadinho/amostra calcinada (MRAC) em funcao da

massa seca do material (MAS).
(MRAS-MRAC)
X

TC (%)= MAS

100 3)
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4.2.4 Determinacao de extrativos

Para a determinacdo de extrativos, uma amostra de 5 g (massa seca) do material
lignocelulésico foi armazenada em sacos feitos com papel de filtro qualitativo e,
posteriormente, inseridos em um extrator Soxhlet. A extracdo foi realizada por meio de
refluxo continuo da mistura de 4lcool etilico e hexano na proporcdo 1:1 durante 6 horas. Em
seguida, os sacos foram incubados em estufa a 105 °C por 24 horas. Os teores de extrativos
presentes na amostra foram determinados pela Equacdo 4 que relaciona a diferenca entre
massa do conjunto papel de filtro/amostra umida (MRAU) e papel de filtro/amostra seca

(MRAS) pela razdo da massa seca do material.
(MRAU-MRAS)
X

TE (%)= MAU

100 4)

4.2.5 Determinacao de lignina

Para determinacdo da lignina, uma amostra de 1 g do material sem extrativos
juntamente com 17 mL de 4cido sulfirico a 72% (V.V'l) foi triturado durante 15 minutos com
o auxilio do sistema almofariz/pistilo. Posteriormente, deixou-se o material em descanso por
24 horas. Apés este periodo foram adicionados 306 mL de dgua destilada com a finalidade de
diluir o 4cido sulfiirico para 4% (v.v'). O material foi transferido para um baldo volumétrico
conectado ao sistema Soxhlet/condensador, sendo mantido em aquecimento e refluxo por 4
horas. Em seguida, a solucdo de 4cido sulfiirico contendo lignina foi filtrada e o precipitado
retido no funil de vidro lavado com &4gua destilada até atingir pH neutro. O conjunto
funil/lignina permaneceu em estufa a 105 °C durante 24 horas. O teor de lignina presente na
amostra foi determinado pela Equagdo 5 que relaciona a diferenca entre a massa do conjunto
funil/lignina seca (MRAS) e funil de vidro de vidro seco (MRS) pela razdo da massa do
material (MAS).

(MRAS-MRS)

TL (%)=

100 5

4.2.6 Determinacao de holocelulose

Para a determinacdo de holocelulose utilizou-se Erlenmeyer de 500 mL, ao qual se

adicionou 3 g do material sem extrativos, 2,5 g de clorito de s6dio (NaClO,), 1 mL de 4cido
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acético glacial e 120 mL de dgua destilada. Em seguida, o Erlenmeyer foi mantido em banho
Maria a 70 °C sob agitacdo constante durante 5 horas. O conjunto Erlenmeyer/reagentes foi
tamponado com um Erlenmeyer de 25 mL. Apds o inicio da reacdo durante 2 horas em
intervalo de 60 min foi adicionado 1 mL de dcido acético glacial. Apds o periodo de reagdo, o
contetdo foi filtrado em funil sinterizado e o precipitado retido lavado com dgua destilada até
atingir pH neutro. O conjunto funil/holocelulose permaneceu em estufa a 105 °C durante 24
horas. O teor de holocelulose presente na amostra foi determinado pela Equacdo 6 que
relaciona a diferenca entre a massa do conjunto funil/ holocelulose seca (MRAS) e funil de

vidro sinterizado seco (MRS) pela razao da massa do material (MAS).

(MRASMAS)
X
MAS

TH (%)= (6)

4.2.7 Determinacio de a-celulose

Para determinagdo da a-celulose, uma amostra de 1 g do material da holocelulose
permaneceu durante 2 minutos em contato com 15 mL de hidréxido de sédio a 17,5% (m.v'l)
e, posteriormente, foi triturado durante 8 minutos com o auxilio do sistema almofariz/pistilo.
Ap6s este periodo foram adicionados 40 mL de dgua destilada e o material foi filtrado em
filtro sinterizado, o precipitado retido no funil foi lavado com dgua destilada até atingir pH
neutro. O conjunto funil/a-celulose permaneceu em estufa a 105 °C durante 24 horas. O teor
de a-celulose presente na amostra foi determinado pela Equagao 7 que relaciona a diferenca
entre a massa do conjunto funil/a-celulose seca (MRAS) e funil de vidro sinterizado seco
(MRS) pela razao da massa do material (MAS).

(MRAS-MRS)
B

TA (=3

100 (7)
4.3 MICRORGANISMOS

Foi utilizado neste trabalho o isolado fungico CDSA12 selecionado entre as cepas da
colecdo de fungos filamentosos pertencente ao Laboratorio de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (CDSA). Esta linhagem foi selecionada por
apresentar melhor desempenho para a produgdo de celulase pelo Método de Difusdo de Gel

em Agar (SOUSA, 2014). Também foi utilizada a espécie de Saccharomyces cerevisiae JP1
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cedida pela Japungu Agroindustrial S/A (Santa Rita - PB), selecionada devido a sua robustez,

resisténcia a altas concentragdes de substrato e produto e redugdo do risco de contaminagao.

4.3.1 Meio de Cultura e preparo de pré-in6culo

Para o procedimento de conservacdo e ativagdo do isolado CDSA12 foi utilizado o
meio de cultivo sélido basico BDA, cuja composicdo estd demonstrada na Tabela 1. O
armazenamento da linhagem foi em camara climatizada BOD a 3 °C com repique periddico.
A ativagio desta ocorreu em placas de Petri utilizando o meio BDA (Batata, Dextrose e Agar)
com posterior incuba¢do em camara climatizada BOD ou estufa a 28 °C durante 7 dias. A
levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae JP1 foi mantida em glicerol a 30%, em freezer
a -20 °C. Para o processo de ativacdo foi utilizado caldo de cana suplementado com extrato de
levedura (3 g.L") e 1,0 mL da solucdo de glicerol contendo a levedura, posteriormente,

submetido a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm durante 3 dias.

Tabela 1 - Composi¢do do meio de cultivo utilizado na ativagao do isolado fingico CDSA12.

Composicao BDA
Batata (g) 200
Dextrose (g) 18
Agar (g) 15
Agua destilada g.s.p.- 1L

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.

O mosto utilizado para o processo fermentativo foi constituido pelo bagaco in natura
para o Experimento 1 e pelo bagaco submetido ao pré-tratamento hidrotérmico em Mufla para
o Experimento 2. Em ambos os experimentos, a concentracio de bagaco foi de 80 g.L'. Esta
concentragdo foi adotada porque em experimentos preliminares verificou-se que a fluidez do
meio reacional nesta propor¢do de massa/volume favorecia a agitacao e, consequentemente, a
homogeneizagdo e difusdo dos sélidos, dos microrganismos e das enzimas no interior do
reator.

O in6culo do CDSA12 para os Experimentos 1 e 2 foi realizado no préprio biorreator
com volume de trabalho de 400 mL de mosto, ao qual foi inoculada uma suspensdo de
esporos na concentragdo de 10° esporos do isolado fungico CDSA12 por grama de bagago (os

esporos da placa de Petri foram suspensos em solucdo salina a 0,9% e, entdo, quantificados
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pela técnica de contagem em camara de Neubauer). A propagacdo do fungo foi conduzida em
condigdes aerébicas com alimentacdo de oxigénio de 0,5 L.h" sob agitacio de 150 rpm,

temperatura de 37 °C, durante 48 horas.

4.4 FERMENTACAO

O processo fermentativo foi conduzido em biorreator de bancada (Biorreator Tecnal,
Biotec-C) e dividido em duas etapas, cuja operacdo baseou-se nas configuracdes do processo
semicontinuo. Durante a primeira etapa ocorreu a indu¢do do crescimento celular do isolado
fingico CDSA12, bem como a producdo das enzimas necessdrias para desempenhar as
funcdes bioquimicas capazes de converter os polissacarideos em acticares fermentesciveis. A
batelada foi constituida pelo pré-indculo, que corresponde a um terco (400 mL) do volume de
trabalho do equipamento, e pela alimentacdo do sistema com mosto suficiente para atingir o
volume méiximo de trabalho do biorreator (1200 mL). A fermentacdo foi conduzida em
condicdes aerébicas com alimentacdo de oxigénio de 0,5 L.h™ sob agitagio de 150 rpm,
temperatura de 37 °C e tempo de cultivo e hidrélise enzimdtica de 9 dias. Posteriormente, na
segunda etapa, a alimentacdo de oxigénio foi interrompida com a finalidade do fungo
CDSAI12, que € um microrganismo aerdbio, sofrer morte celular e favorecer o crescimento da
Saccharomyces cerevisiae JP1. Nesta etapa foram adicionados ao biorreator 10% (m.m™) de
S. cerevisiae JP1 em fase exponencial de crescimento. Esta segunda etapa foi conduzida em
condi¢do anaerdbica sob os mesmos valores de temperatura e agita¢do utilizados na primeira

etapa, com tempo de fermentacao alcodlica de 10 dias.

4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Determinacio do Teor de Sélidos Soliveis (TSS)

Para se estimar a concentragdo de substrato no mosto, inicialmente foi determinado o
Teor de Solidos Soluveis (TSS), expresso em °Brix, utilizando-se refratdmetro de bancada. A
partir dos resultados do TSS, a concentragio de substrato, expressa em g.L™, foi estimada,

segundo Fontan et al. (2011), utilizando-se a Equacdo 8.

TSS (g.L") = 10,685x°Brix+1,8493 (8)
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4.5.2 Concentracao de Acucares Redutores (AR)

O método para a obtengcdo de AR foi baseada na redugdo do 4cido 3,5-dinitro salicilico
(DNS) a 4cido 3-amino-5-nitro salicilico, concomitantemente com a oxidacdo do grupo
aldeido do actcar a grupo carboxilico. Os agucares redutores foram determinados por serem
muito utilizados como indicadores da eficiéncia de processos fermentativos nos quais o
substrato empregado € rico em aguicares (FERNANDES, 2003).

A quantificagdo dos Acucares Redutores (AR) foi realizada adicionando 1 mL da
solu¢do reagente DNS (1% de 3,5-dinitrossalicilico; 1,6% de hidréxido de sédio; 30% de
tartarato de sédio e potdssio) e 1 mL da amostra do meio fermentado. A mistura foi aquecida
em banho Maria a 50 °C por 5 minutos e resfriada para a temperatura ambiente. ApOs
aquecimento, a solu¢do tornou-se alaranjada, sendo lida, em espectrofotometro, a 540 nm.
Ap6s resfriada, 8 mL de 4gua destilada foram adicionados a mistura. O espectrofotdometro foi
previamente zerado com uma amostra em branco contendo: 1 mL da solucdo reagente DNS e
1 mL de 4dgua destilada. A curva padrao foi constituida com o intervalo de diluicdo da glicose
de 0,1 g.L"! com limites inferior e superior de 0 g.L"' e 1 gL', respectivamente, com R? =
0,9938 (MILLER, 1959). A Equacdo 9 corresponde a representatividade da curva padrdo e
através dela os resultados de agucares redutores foram determinados, sendo expressos em
gramas de acucares redutores por litro de amostra analisada.

ABSs40mm = (0,3896XAR) +0,0178 (9)

4.5.3 Atividade Celulolitica (Carboximetilcelulase, CMCase)

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases, também
chamadas de carboximetilcelulases (CMCase), que se baseou na capacidade do extrato
enzimdtico em liberar acucares redutores na presenca de carboximetilcelulose devido a
hidrélise da fonte de celulose em glicose.

Para a analise CMCasica, 1 mL do extrato enzimético foi incubado com 1 mL de uma
solugdo de carboximetilcelulose a 1% (m.v™"), preparada em tampdo acetato de sédio a 0,1 M
e pH 5,0. A reagdo foi realizada em triplicata durante 0, 5, 10 e 15 minutos a uma temperatura
de 50 °C. Ap6s cada tempo, foi retirado 1 mL da mistura e incubada em 1 mL de DNS para

determinar a concentragdo de agucares redutores (MILLER, 1959) e interromper a reagdo. A
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amostra relacionada ao tempo de 0 minuto foi utilizada como o branco para zerar a
absorbancia do espectrofotometro.

Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de glicose, por minuto, a 50 °C e, neste trabalho, a atividade
enzimatica foi expressa U.mL”, a qual foi calculada seguindo a Equacdo 10, em que t
significa tempo de incubagdo, V; = volume da amostra (mL), V¢ = volume final da reacdo
(mL), a = inclinagdo da reta padrdo e PM = peso molecular da glicose (g.mol™).

103 XVf

-1\
CMCase (U.mL"") = AbSs40nm —aXPMXtXVi

(10)
4.5.4 Determinacio de Etanol

Para determinacdo do volume de etanol, o mosto foi clarificado por meio de
centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos seguido de filtracio em filtro micrésporo com o
auxilio do sistema de filtracdo a viacuo. Apds o processo de clarificacdo, aliquotas de 10 mL
foram pesadas para determinacdo da densidade especifica do meio. Posteriormente, o volume
foi determinado por meio da relagdo densidade especifica versus volume de etanol
representado pela equacdo da curva padrao. A curva padrao foi constituida pelo intervalo de
dilui¢ao de etanol em mosto ndo fermentado (clarificado assim como descrito anteriormente),
com limites inferior e superior de 5% e 40% de etanol, respectivamente. Todas as amostras

foram processadas em baldao volumétrico com capacidade de 10 mL.
4.6 EFICIENCIA DE CONVERSAO

Foram obtidos os dados experimentais para determinar os parametros cinéticos da
fermentagdo com o co-cultivo dos fungos para a produgdo de bioetanol. Foi determinado o
rendimento de produto com base no consumo de substrato, em que S € o somatério da

concentra¢do de substrato e P € a formagdo do produto, conforme a Equagado 11.

dP
Yp/szﬁ (11)

A produtividade em etanol (Pp) e a velocidade instantdnea de consumo do substrato

(rs) foram calculados pela Equacdo 12 e 13, respectivamente.

dp

PP:E

(12)
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_dS 03
dt (13)

A Figura 7 apresenta o fluxograma que resume o processo de producdo de bioetanol

I

por meio do co-cultivo de fungos.

Figura 7 - Fluxograma do processo de producdo de bioetanol por co-cultivo de fungos. O
processo iniciou-se com o preparo do material lignoceluldsico: moagem e lavagem (1); pré-
tratamento (2); preparo do mosto e co-fermentacdo dos fungos (3); co-cultivo do isolado
fingico CDSA12 e hidrélise enzimética (4); co-fermentacao do hidrolisado enzimatico por
meio da Saccharomyces cerevisiae JP1 (5); clarificacdo do mosto fermentado e determinacao
dos Sélidos Soliveis Totais, Acticares Redutores e Atividade celulolitica (6) e finalmente a
destilacdo e quantificacao de etanol (7).

Fonte: Ilustracao elaborada pelo pesquisador.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

A caracterizacdo fisico-quimica do bagaco da cana-de-actcar in natura visou conhecer
a composicao dos constituintes da biomassa, que sdo fatores importantes para a producao de
etanol de segunda geracdo. Estes fatores incluem: percentual de celulose, hemicelulose e
lignina, bem como, parametros que afetam o comportamento cinético dos microrganismos e
do complexo enzimético envolvidos no processo fermentativo (a umidade, a granulometria e a
atividade de dgua).

O residuo do bagaco da cana-de-actcar in natura apresentou umidade de 10,61 +
0,18%, valor superior ao mensurado por Nunes et al. (2014), que em estudos com pré-
tratamento e hidrélise do bagaco de cana utilizando a vermiculita ativada com 4cido como
catalisador, encontrou umidade de 7,68 + 0,16% para o bagaco in natura.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores dos constituintes analisados para o bagago

da cana-de-agucar, apds secagem e moagem.

Tabela 2 - Composi¢do quimica da amostra do bagago de cana-de-agucar in natura.

Composicao Quimica Bagaco in natura
Cinzas (%) 1,34 £ 0,12
Extrativos (%) 3,65 +0,13
Lignina (%) 11,52 £0,42
Hemicelulose (%) 33,67 +£0,19
Celulose (%) 39,45 £0,24

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 verificou-se que os teores de
cinzas, que representa basicamente os minerais presentes na amostra foram inferiores aos
encontrados por Silva e Cruz (2014) em seu trabalho utilizando hidrélise e fermentagdo
simultanea do bagaco de cana-de-acticar pré-tratado hidrotermicamente, que obteve valor de
5,4 + 1,1% de cinzas do material in natura. Sabendo que a fermentacdo de agucares pode ser
influenciada pela composicdo do meio reacional, a presenca desses minerais na biomassa
pode ter suplementado o meio, aumentando os nutrientes disponiveis para a sintese dos

metabdlitos envolvidos na bioconversdao da biomassa em agticares fermentesciveis.
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O teor de extrativo presente no balanco de massa da Tabela 2 apresentou valor inferior
ao disposto no trabalho de Nascimento (2011) que avaliou o pré-tratamento alcalino (NaOH)
do bagaco de cana-de-agicar para a producdo de etanol e obtencdo de xilo-oligdbmeros e
observou a presencga de 5,10 + 0,40% de extrativos no material lignoceluldsico in natura. Esse
valor méssico dos extrativos encontrados na amostra do presente trabalho pode ter favorecido
as etapas de fermentacdo pelo co-cultivo de fungos, tendo em vista que varios desses
compostos de baixa ou de média massa molecular (sais, acticares e polissacarideos, dcidos ou
ésteres graxos, dlcoois de cadeia longa, ceras, resinas, esteroides e compostos fendlicos e
glicosideos) poderiam ter atuado como inibidores ou induzido o metabolismo dos
microrganismos a sintetizarem metabdlitos que ndo estavam relacionados ao processo de
producdo de bioetanol.

Como mostra a Tabela 2 o teor de hemicelulose do bagaco in natura apresenta-se
superior aos valores médios obtidos por Rabelo (2010) e Silva e Cruz (2014), que obtiveram
resultados de 24,5 £ 0,8% e 22,7 + 0,3% de hemicelulose. Segundo Siqueira (2015), variacdes
nos teores de hemicelulose, celulose e lignina presentes no bagaco da cana-de-agicar podem
ser consequéncia das caracteristicas genotipicas e fenotipicas disponivel para cada linhagem
dessa graminea.

No balango de massa do material lignocelulésico (Tabela 2) os valores mdassicos de
lignina corroboram com Souza (2014) que obteve valor de 11,84 + 1,5% de lignina no bagaco
de cana in natura, quando trabalhou com produg¢do de etanol a partir de hidrolisado
enzimdtico do bagago da cana-de-agucar utilizando leveduras isoladas do bioma amazonico.
De acordo com Cortez et al. (2014) existem discussdes acerca de qual fragcdo lignoceluldsica,
hemicelulose e/ou lignina, representa maior obstdculo para a hidrélise enzimatica da celulose.
No entanto, Siqueira et al. (2013) por meio de analise comparativa de trabalhos que avaliaram
a remocao destes componentes, concluiram que a solubilizacdo da lignina apresenta um
impacto direto no rendimento global de conversao de celulose em glicose.

Como se verifica na Tabela 2, o teor mdssico de celulose no balango de massa foi de
39,45 + 0,24%, valor 7,66% superior ao obtido por Nunes et al. (2014). Implicacdo positiva,
pois o balanco massico celuldsico apresentou valores satisfatorios € com isso o complexo
enzimdtico das endoglucanases e celobiohidrolases por meio de um segundo dominio
catalitico, chamado de médulo de ligacdo a carboidratos (CBMs), podem ser adsorvidos de
maneira eficiente nas moléculas de celulose, aumentando a concentracdo de enzimas na

superficie desse polissacarideo e elevando o rendimento da conversao celuldsica em glicose.
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5.1.1 Granulometria do Bagaco de Cana-de-Aciicar

Na Figura 8 encontra-se a distribuicao granulométrica do residuo da cana-de-agucar in
natura. Observa-se que 79,55% do bagaco in natura ficaram retidos na peneira de 35 mesh, o
que corresponde ao tamanho de 0,425 mm. Enquanto, 20,44% do bagago apresentaram teor
madssico retido nas peneiras de 8, 10, 48, 60 e 115 mesh, o que corresponde aos tamanhos de
2,36, 1,7, 0,3, 0,25 e 0,125 mm, respectivamente. Estes tamanhos de particulas demonstram
que a drea superficial da biomassa apresenta perfil relativamente baixo, parimetro que atua na
hidrélise enzimética de maneira inversamente proporcional 2 maximizagdo dos rendimentos
em actcares. No entanto, o didmetro médio (dn,) das distribui¢des nas peneiras foi de 0,441 +
0,0053%, tamanho da particula que possibilita o aumento do contato da drea superficial, bem
como a reducdo do grau de cristalinidade da celulose e a possivel elevacao da reatividade do
material lignocelulésico frente as enzimas hidroliticas.

Figura 8 - Perfil da massa retida nas peneiras Tyler do bagaco da cana-de-agucar in natura
(MBIN).
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

As peneiras com 8, 10, 35, 48, 60, 115 mesh representam os didmetros, respectivamente, 2,36;
1,7;0,425;0,3; 0,25 ¢ 0,125.
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5.2 CO-CULTIVO DE FUNGOS E HIDROLISE ENZIMATICA

O processo para producdo de bioetanol por meio de co-cultivo de fungo apresenta-se
como um sistema de produg@o semicontinuo que visou inicialmente induzir o metabolismo do
isolado fingico CDSA12 a produzir os complexos enzimaticos necessdrios para catalisar as
reacOes capazes de transformar os constituintes do meio em agtcares fermentesciveis.

Como foi visto anteriormente a acdo sinérgica da elevada concentracdo madssica de
celulose e hemicelulose da biomassa do meio reacional e a presente configuracdo do processo
de produgdo de bioetanol, foram fatores favordveis para a bioconversdo desses polissacarideos
em aclcares fermentesciveis. Apesar do bagaco nao ter sido submetido a nenhum processo de
solubilizacdo da lignina percebe-se na Figura 9 que os dois experimentos apresentam perfil
cinético para uma endoglicanase do complexo enzimético das celulases.

Figura 9 - Perfil cinético do processo de producdo de Carboximetilcelulase (CMCase) por
fermentagao submersa utilizando o isolado CDSA12 para hidrélise do bagaco da cana visando
a produgao de bioetanol.
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

As siglas P1 e P2 corresponde ao Experimento 1 e Experimento 2, respectivamente. A
tonalidade azul e verde no gréfico corresponde ao periodo (até 9 dias) em que ocorreu o
cultivo do isolado fiingico CDSA12 e o co-cultivo dos fungos, respectivamente.
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Como podem ser analisados na Figura 9, os dois processos fermentativos
(Experimento 1 e 2) apresentaram perfil cinético para a endoglicanase carboximetilcelulase
(CMCase), enzima capaz de hidrolisar a celulose amorfa e solivel presente no bagaco da
cana. Em ambos os processos, observa-se a ocorréncia de atividade enzimdtica nas primeiras
24 horas de cultivo. No Experimento 1 (P1), a mdxima atividade da enzima CMCase ocorreu
no 7° dia (168 horas) de fermentacdo, atingindo 0,465 + 0,0076 U.mL™. Enquanto, no
Experimento 2 (P2), a mdxima atividade ocorreu no 8° dia (192 horas) de fermentagdo,
atingindo 0,54 + 0,0089 U.mL™. Oliveira Jdnior (2014) ao trabalhar com producio de
celulases por fermentacdo semissélida em bagaco de coco e pedinculo do caju utilizando
Penicillium chrysogenum obteve atividade mixima de 0,233 U.mL’' e 0,305 U.mL’,
respectivamente, apds 120 horas de fermentacdo, valores 43,51 e 56,85% inferiores ao
encontrado no experimento 2 do presente estudo.

O perfil cinético do Experimento 2 para a CMCase apresentou atividade 13,89%
superior ao observado no Experimento 1, isso demonstra que o pré-tratamento hidrotérmico
pode ter fracionado a biomassa lignoceluldsica em seus constituintes, por meio da clivagem
do complexo lignina-carboidrato, e rompido as ligagdes glicosidicas dos polissacarideos,
fatores que podem ter favorecido a metabolizacdo da celulose pelo fungo CDSAI2 e
corroborado com o aumento na sintese da CMCase. Vale salientar que em ambos 0s
Experimentos, o mosto foi submetido a temperatura de 120 °C e 1 atm para esterilizacdo do
meio, estas condigdes podem ter atuado sinergicamente como descrito anteriormente
reduzindo a polimerizagao da celulose e aumentado a sintese enzimatica.

Verifica-se na Figura 9 que durante os 9 dias (216 horas) iniciais da fermentacdo,
periodo que ocorreu apenas o cultivo do isolado fiingico CDSA12, a atividade CMCésica
permaneceu em nivel relativamente alto. No entanto, durante o periodo subsequente, a
atividade enzimdtica reduziu 95,14%, demonstrando que apds a remoc¢ao da alimentacdo de
oxigénio do reator, o fungo ndo suportou a condi¢do anaerdbica do ambiente e sofreu morte
celular, consequentemente nao ocorreu nova sintese de enzimas hidroliticas. Essa estratégia
de interromper a oxigenacdo do reator, com consequente morte celular, proporcionou a
liberacdo de novas moléculas de acucares fermentesciveis que haviam sido metabolizadas
pelo microrganismo durante a primeira etapa do processo de producdo de bioetanol por meio
da configuracao do processo adotado neste trabalho.

Nos trabalhos disponiveis na literatura referente a producdo de etanol de segunda

geracdo utilizando as diversas configuracOes para hidrélise enzimdtica e fermentacdo
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alcodlica percebe-se que os autores utilizam para determinar atividade celuldsica a
correspondente a atividade papel de filtro (FPase) expressa em FPU por mililitro da mistura.
A atividade FPase é, diferente da CMCase, comumente utilizada por quantificar a atividade de
enzimas celulases totais.

No trabalho de Souza (2014) de producdo de etanol a partir de hidrolisado enzimético
do bagaco da cana-de-acticar por leveduras isoladas do bioma amazdnico, pode-se concluir
que, em relacdo a hidrélise enzimadtica, a carga de enzima de celulases totais responsdvel por
uma melhor eficiéncia de conversdo de celulose em glicose é de 10 FPU.g" de bagaco, valor
que estd correlacionado a concentracdo de biomassa disponivel no meio reacional, que neste
caso nao deve ultrapassar 13% (m.v') do volume de trabalho. Enquanto, Santos (2012)
quando estudou a produgcdo de etanol de segunda geracdo por Zymomonas mobilis
naturalmente ocorrente e recombinante empregando biomassa lignoceluldsica concluiu que as
melhores condi¢des para o processo de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea (SSF) é de 25
FPU.g" de bagaco com utilizagdo de 30% do residuo lignocelulésico da cana.

Apesar de o presente estudo ter analisado apenas atividade CMCésica, por influéncia
da configuracdo do processo ao qual foi conduzida a fermentacdo, percebe-se que os
microrganismos envolvidos, na presenca de um ambiente rico em lignina e hemicelulose,
podem ter metabolizado estes componentes e consequentemente sintetizado diversas enzimas
que favoreceram a produgdo de etanol. Enzimas ligninoliticas podem ter atuado como pré-
tratamento bioldgico para a deslignificacio do bagaco, desestruturacio da matriz
lignocelulésica e reducdo da recalcitrancia desse material. Enzimas hemiceluldsicas podem ter
hidrolisado as fracdes de hemicelulose liberando xilose, que, por sua, pode ter sido convertida
a xilulose, pentose que pode ser metabolizada em etanol. Estudos acerca dos possiveis
complexos enzimdticos envolvidos diretamente na produgdo de bioetanol por meio do co-

cultivo de fungos devem ser analisados detalhadamente posteriormente.

5.2.1 Co-fermentacao dos hidrolisados enziméaticos

ApO6s a indugdo dos possiveis complexos enzimaticos envolvidos na hidrélise dos
componentes da biomassa lignocelulésica por meio do isolado fungico CDSA12, pode-se
verificar a presenca do perfil cinético de Acucares Redutores (AR) presente no meio

reacional, como demonstra a Figura 10.
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Figura 10 - Perfil cinético dos Ag¢uicares Redutores (AR) para os processos fermentativos
utilizando o isolado fiingico CDSA12.
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

A tonalidade azul e verde no grafico corresponde ao periodo (até 9 dias) em que ocorreu o
cultivo do isolado fiingico CDSA12 e o co-cultivo dos fungos, respectivamente.

Analisando as Figuras 9 e 10, pode-se verificar que na primeira etapa da
configuracdo do processo adotado no presente estudo, a concentragdo de Actcar Redutor
(AR) apresentou perfil crescente durante os 6 dias (144 horas) iniciais da fermentacdo
corroborando com os valores crescentes da atividade para CMCase. No entanto, durante os
trés dias subsequentes a concentracdo de AR sofreu redugdo, fator que estd relacionado a
utilizacdo desses acticares como excelente fonte de carbono para o crescimento celular,
embora consequentemente decorra a repressdo da sintese enzimdtica, tendo em vista que a
grande quantidade de glicose é reportada na literatura como repressora do metabolismo de
certos microrganismos. Observa-se também que os elevados valores iniciais de AR sdo
decorrentes da eficiéncia do pré-indculo realizado durante a fermentacdo com o isolado
fungico CDSA12.

A realizacdo de processo de deslignificagdo na biomassa lignoceluldsica pode ter
levado ao melhor rendimento do processo de producdo de bioetanol por meio de co-cultivo de
fungo, tendo em vista que a presenca de lignina limita a difusdo das enzimas e,

consequentemente, a formacdo de glicose. Santos et al., (2010) analisou a comparacdo entre
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processos em Hidrélise e Fermentacdo Separado (SHF) e em Sacarificacdo e Fermentacdo
Simultaneas (SSF) de bagaco de cana-de-agicar para a produgdo de etanol por
Saccharomyces cerevisiae e verificou que a quantidade de glicose formada quando se utilizou
o bagaco deslignificado foi cerca de duas vezes maior que a quantidade de glicose formada
com o bagaco ndo deslignificado, o que refletiu na conversdao enzimatica da hidrélise. Vale
ressaltar que neste caso foi necessdrio utilizar uma carga enzimdtica praticamente o dobro
daquela utilizada no bagaco deslignificado, em relacdo ao teor de celulose presente em cada
matriz.

Na segunda etapa da configuracdo do processo adotado no presente estudo, a
concentracdo de AR apresenta perfil decrescente durante os periodos subsequentes. Este nivel
decrescente € consequéncia da utilizacdo desses actcares por meio da Saccharomyces
cerevisiae JP1 para bioconversao em etanol. Além do AR disponivel no meio reacional, como
mencionado anteriormente, moléculas de acucares fermentesciveis que haviam sido
metabolizadas pelo microrganismo durante a primeira etapa do processo foram liberadas a
medida que a condicdo anaerdbica se instalou no interior do reator. Provavelmente, algumas
fracdes de agucares fermentesciveis nao foram mensuradas no perfil cinético da Figura 10, em
virtude destes serem metabolizados instantaneamente apds o processo de liberagdo.

Até entdo, no presente trabalho, s6 foi abordada a produgao de bioetanol por meio de
acucares fermentesciveis derivados dos polissacarideos relacionados a celulose. Entretanto,
estudos demonstram a elevada eficiéncia da produgcdo de bioetanol a partir da fragcdo
hemiceluldsica. Por influéncia da configuragdo do processo ao qual foi conduzida a
fermentacdo, percebe-se que os microrganismos envolvidos, podem ter convertido
hemicelulose em xilose, que, por sua vez pode ter sido convertido em xilulose, fracdes de
acucares simples que podem ter favorecido a produgdo alcodlica no processo. Silva (2013)
trabalhou com producio de etanol a partir da fragdo hemiceluldsica do bagago da cana usando
glicose isomerase coimobilizada com Saccharomyces cerevisiae e observou a produgdo de
etanol e xilitol equivalentes aos obtidos no processo conduzido com xilose pura.

Na Figura 11 esta apresentado o perfil cinético do teor de Sélidos Soluveis (SST)
presente no processo de co-cultivo de fungos visando a producio de bioetanol. Percebe-se que
os SST, que corresponde basicamente a agucares, sais, proteinas soliveis e 4cidos,
apresentaram variacdo ao longo das duas etapas da fermentacio, sendo que na primeira etapa

as concentragdes foram superiores com relacao a segunda etapa, demonstrando, que nos 9 dias
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iniciais da fermentacdo as enzimas disponiveis no meio catalisaram rea¢des que favoreceram
os resultados apresentado na Figura 10.

Figura 11 - Perfil cinético do teor de S6lidos Soldveis (SST) para o processo de co-cultivo de
fungos visando a produc¢do de bioetanol.
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

A tonalidade azul e verde no grafico corresponde ao periodo (até 9 dias) em que ocorreu o
cultivo do isolado fingico CDSA12 e o co-cultivo dos fungos, respectivamente.

Os dois processos fermentativos apresentaram reduc¢do do pH durante as primeiras 96
horas, havendo uma queda de 19,66 e 26,38% do valor inicial (Figura 12). Apés esse periodo
0 mesmo apresenta-se constante durante a primeira etapa da configuracdo do processo
adotado neste estudo. Essa reducdo do pH possivelmente estd relacionada a producdo de
acidos por meio do isolado fiingico CDSAI12 e o comportamento constante do pH no valor
entre 3,6 e 3,8 € caracteristico da producdo de celulases produzidas por fungos filamentosos.
Segundo Ferreira (2010), os valores 6timos de pH para producdo de celulases utilizando
fungo € na faixa 4cida (3,6 - 5,0). Percebe-se que mesmo na segunda etapa da configuragdao no
processo estudado, o pH permanece na faixa indicada por Ferreira (2010), demonstrando que
no meio encontram-se ainda enzimas ativas durante a fermentacdo alcodlica do bagaco

hidrolisado.
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Figura 12 - Perfil do potencial hidrogenidnico (pH) para o co-cultivo de fungos visando a
producdo de bioetanol.
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

A tonalidade azul e verde no grafico corresponde ao periodo (até 9 dias) em que ocorreu o
cultivo do isolado fiingico CDSA12 e o co-cultivo dos fungos, respectivamenente.

A produgdo de etanol apresentou perfil crescente para os experimentos 1 e 2 durante
as primeiras 24 horas de fermentacdo (Figura 13). Nas tltimas 72 horas a concentracdo de
etanol no Experimento 1 permaneceu constante como resultado da baixa disponibilidade de
glicose presente no meio, por consequéncia da baixa concentragdo de enzimas ativas que
possam promover a sacarificacdo dos polissacarideos. No Experimento 2 a concentracdo de
etanol apresenta linearidade crescente ao longo da fermentacdo apresentando perfil constante
apenas nas ultimas 48 horas. Provavelmente, em virtude da inativacio térmica das enzimas, as
quais apresentaram perfil decrescente apds a primeira etapa do processo fermentativo.

Comparando as Figuras 10 e 13, pode-se verificar que apos os 9 dias de fermentagao
a concentracdo de AR apresenta perfil decrescente corroborando com os valores crescentes da
concentragdo de etanol em ambos os experimentos. Percebe-se também que a concentracao de
etanol atinge valores proximos aos reportados na literatura, embora a metodologia de detec¢do

e o tempo de fermentacdo sejam diferentes aos que foram utilizados neste trabalho. Silva e
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Cruz (2014) obtiveram concentracdo de etanol de aproximadamente 20 gL' em 48 horas de
fermentacgdo, utilizando 15% de carga de bagaco de cana-de-acticar pré-tratado (195 °C; 10

min; 0,021% de NaOH) e carga enzimética de 20 FPU.g" de bagaco.

Figura 13 - Perfil cinético da concentracdo de etanol produzido pela Saccharomyces
cerevisiae JP1 a partir dos acucares fermentesciveis biodisponibilizados durante o co-cultivo
dos fungos. Esse perfil tem inicio apds o décimo dia da fermenta¢do com o isolado flingico

CDSA12.
60 ——7———7——T1——7—— 71— 77 %
4{ |—m—[Etanol] P1 —*= : %0
—m— [Etanol] P2 -— T
50 - 7 ' I
— - 70
o |
‘ E " L ®
— 5
bh - 50 g
= 30 1 - =
= -40 3
) A iy
g 2 o B
3 5
20
10 4 L
¥ L 10
]
O I | I I I I I I 0
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tempo de fermentacao (dias)

Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

5.3 ESTUDO CINETICO DO PROCESSO FERMENTATIVO

A Tabela 3 mostra os parametros cinéticos envolvidos na produ¢do de bioetanol
utilizando a configuracdo do co-cultivo de fungo. Os resultados expressam a velocidade
instantanea de consumo do substrato (rs), a velocidade instantanea de produgdo de etanol (rp),
o rendimento de substrato em produto (Yp) e a produtividade em etanol (P,) dos

Experimentos 1 e 2.
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Tabela 3 - Parametros cinéticos envolvidos na producdo de bioetanol por meio do co-cultivo

de fungo.
Parametros cinéticos Experimento 1 Experimento 2
rs (gL 7 0,0394 0,0338
rp (L0 0,115 0,185
Yps (g.g™) 0,341 0,182
Pp (gL'h™) 0,244 0,391

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.

O Experimento 1 apresentou velocidade de consumo do substrato (rs) 14,21% maior
que o Experimento 2, corroborando com os resultados de rendimento de substrato em produto
que se mostrou 43,63% superior. Estes fatos podem estar relacionados ao processo de inibicao
inicial do crescimento da Saccharomyces cerevisiae JP1 condicionado pela concentracdo de
substrato presente no meio, como mostra na Figura 10. A velocidade instantanea de produgao
de etanol no Experimento 2 foi 60,67% maior que o evidenciado no Experimento 1,
corroborando com a produtividade em etanol que apresentou diferenca entre os experimentos
de 37,6%.

No processo de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea conduzida por Santos et al.
(2010) a conversdo enzimdtica apds 24 horas de fermentacdo foi de 60%, no entanto, no
presente estudo a conversio chegou a 121 e 116% para os Experimentos 1 e 2,
respectivamente. Essa produtividade pode ser consequéncia do método de quantificacdo de
etanol, tendo em vista que o mesmo € baseado na densidade especifica do fermentado,
solucdo composta por inlimeras substancias derivadas do metabolismo dos fungos envolvidos
no processo. Como o presente estudo trata-se de um processo inovativo, um método mais
preciso como o de quantificagdo de etanol por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE ou HPLC) deve ser utilizado em experimentos posteriores para elucidar o
que foi observado por meio do método densimétrico, no entanto € evidente que durante a

fermentacgdo alcoodlica ocorreu conversao dos ARs em etanol como demonstra a Figura 13.
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6 CONCUSOES

e O bagaco utilizado possui caracteristicas favordveis para a producdo de bioetanol;

e O fungo filamentoso CDSA12 foi capaz de utilizar o bagaco como fonte de nutrientes no
processo fermentativo submerso;

e As enzimas produzidas pelo fungo promoveram a biodisponibilizacio dos Acgucares
Redutores;

e O pré-tratamento hidrotérmico proporcionou aumento 13,89% na atividade de CMCase;

e A levedura Saccharomyces cerevisiae JP1 foi capaz de converter os carboidratos
disponibilizados pelo CDSA12 em etanol;

e O co-cultivo, entre o isolado fiingico CDSA12 e a Saccharomyces cerevisiae JP1, é uma

estratégia promissora para a producido de etanol de 2* geracao.
gla p p p ¢ gerag
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