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RESUMO

Os residuos agroindustriais sdo abundantes e passiveis de ser aproveitados como substratos
em processos biotecnoldgicos para obtencdo de produtos de alto valor agregado. No Brasil
existem diversos residuos, tais como o bagago do pedunculo de caju e da cana de agtlicar; no
entanto, para que ocorra a bioconversdo desses materiais, ¢ necessario um tratamento de
hidrolise &cida ou enzimatica. O processo de hidrolise enzimatica requer o desenvolvimento
de micro-organismos capazes de quebrar a celulose, fermentar o agtcar e produzir o etanol.
O presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de conversdo da celulose em
acucares fermentesciveis (glicose) utilizando como fonte de biomassa o bagago do
pedunculo de caju e o bagago cana-de-acticar, comparando suas eficiéncias no processo. Um
Planejamento fatorial 23foi realizado para avaliar a concentracao de H,SO4 ou H3POj, tempo
de pré-tratamento e atividade de celulase em FPU.Os melhores valores que influenciaram a
concentragdo de glicose no licor da hidrolise enzimatica, eram direcionados aos
tratamentos,utilizando-se7 FPU de celulase, em 24 horas para o bagaco do pedunculo de
caju e 48 horas para o bagaco da cana-de-actcar.Pode-se concluir, também, que para obter
uma eficiéncia de 90% da fermentagao alcoodlica tendo como funcdo objetiva 0 maximo de
% de conversdo do acticar em etanol, deve-se operar o processo fermentativo nos niveis de
concentragdo de levedura no ponto central (10 g/L), fonte de nitrogénio (0,6 g/L) e fonte de
fosforo (0,12 g/L). Para a produtividade observaram efeitos significativos das variaveis e se
verificou que o modelo ¢ estatisticamente significativo,constatando-se, entdo um valor

maximo em torno de 2 g/L h.

Palavras-chave: hidrolise enzimatica, biomassa, bioetanol
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ABSTRACT

The agro-industrial residues are abundant and can be availed as substrates for
biotechnological processes for production of high added value. In Brazil there are many
residues, such as bagasse from cashew apple and sugar cane, however, that the
bioconversion takes place these materials requires a treatment of acidic or enzymatic
hydrolysis. The enzymatic hydrolysis process requires the development of micro-organisms
capable of breaking the cellulose ferment sugar and produce ethanol. This study aimed to
explore the process of conversion of cellulose into fermentable sugars (glucose) using as
source of biomass bagasse from cashew apple bagasse and cane sugar comparing their
efficiency in the process. factorial designs 2*were performed to evaluate the concentration of
H,SO4 or H3POy, time of pre-treatment and cellulase activity in (FPU). The best values that
influenced the concentration of glucose in the enzymatic hydrolysis liquor were for
treatments using 7 FPU of cellulase in 24 hours for the cashew apple pomace and 48 hours
for the bagasse from sugar cane. Where it could be concluded that also for a 90% efficiency
of alcoholic fermentation, and the objective function with the maximum% conversion of
sugar to ethanol, one should operate the fermentation in yeast concentration levels at the
midpoint (10g / L), nitrogen source (0.6 g / L) and phosphorus source (0.12g / L). For
productivity was observed significant effects of variables and found that the model is

statistically significant where the maximum value was observed at around 2 g/ L h.

Key words: enzymatic hydrolysis, biomass, ethanol
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Com base na mobilizagdo mundial acerca do aquecimento global e das mudangas
climaticas que o planeta vem sofrendo, fontes renovaveis e limpas de energia estdo sendo
utilizadas na tentativa de mitiga¢do dos problemas (Almeida, 2009). Como a biomassa ¢
um recurso renovavel que pode atingir emissdes de carbono baixas ou quase nulas (desde
que tecnologias apropriadas de conversao sejam usadas e as matérias-primas utilizadas
sejam geridas de forma sustentavel), considera-se que uma dependéncia maior da
biomassa em aplica¢cdes modernas pode desempenhar papel importante na transicdo para
sistemas energéticos mais sustentaveis. A biomassa merece atengdo especial visto que, no
curto ou médio prazo, oferece as alternativas mais promissoras aos combustiveis liquidos
a base de petroleo para o setor de transporte(Borba & Gaspar, 2010).

De acordo com Zheng et al. (2009) a hidrélise de biomassa lignocelulosica tem
recebido consideravel atencdo devido a sua disponibilidade em nivel mundial e imenso
potencial para transformacao em agucares € combustiveis alternativos, como o etanol. As
vantagens do uso do etanol como combustivel na sua forma hidratada como substituto
para a gasolina ou misturado com gasolina como alcool anidro, sdo numerosas, com a
reducdo das emissdes nocivas e gases do efeito estufa.

A hidrdlise enzimatica apresenta uma série de vantagens sobre a hidrolise
quimica. Como vantagens, especificidade, controle do grau de hidrolise, condi¢des
moderadas de agdo, disponibilidade comercial em larga escala, menor teor de sal no
produto final e formagdo minima de subprodutos (Mannheim & Cheryan, 1992; Pearce,
1995; Clemente, 2000) e, atualmente, as desvantagens sdo os elevados custos do
complexo enzimatico ¢ a necessidade de pré-tratamento para conseguir conversdes
eficientes(CGEE, 2005).

Dentre as frutas cultivadas no Nordeste o caju merece destaque tendo em vista sua
importancia socioecondmica para o pais.Segundo o SESI (2007) estima-se que cerca de
80% da polpa, ou seja, do pedunculo do caju sejam desperdi¢ados. Portanto, chega-se a
um montante de 1,9 milhdo de toneladas ndo aproveitadas, deste alimento rico em teor

nutritivo (Gomes,2010).



Neste cenario o Brasil se mantém em posi¢do privilegiada para assumir potencial
de cultivo de matérias-primas renovaveis, dispondo de: i) Culturas agricolas de grande
extensdo, com destaque para a industria canavieira; ii) Maior biodiversidade do planeta;
iii) Intensa radiagdo solar; iv) Agua em abundincia; v) Diversidade de clima; vi)
Pioneirismo na producdo do bicombustivel etanol e vii) Grande recurso renovavel, com
excepcionais potencialidades: as microalgas para a produg¢do de biodiesel, produtos
quimicos, farmacos e alimentos. O pais retne, ainda, condi¢des para ser o principal
receptor de investimentos no segmento de produgdo e uso de bioenergia e por ter, no
meio ambiente, sua maior riqueza (CGEE, 2010).

Com relagdo a tecnologia da produgdo de etanol utilizando-se da matéria-prima
cana-de-agucar, o pais €, neste setor, lider mundial na produ¢do de etanol e agucar com
27,7 bilhdes de litros e 31,3 milhdes de toneladas, respectivamente, na safra de
2008/2009 (Cortez, 2010).

Assim, o etanol desperta a atencdo de pesquisadores, empresas € governo em
decorréncia das pressoes e perspectivas de esgotamento das fontes ndo-renovaveis de
combustiveis fosseis e, sobre maneira, das preocupacdes de natureza ambiental
relacionadas a emissao de substancias que comprometem o meio ambiente.

A biotransformacdo desses residuos por processos enzimaticos para a
producao do alcool etilico hidratado passa, necessariamente, por minucioso estudo
cientifico e tecnologico, na busca dos parametros cinéticos de ajustes e controle das
reagdes envolvidas. Sendo assim, diversos substratos tém sido utilizados como meio para
a obtencdo do etanol como: bagaco de cana (Rueda et al., 2010) fécula de mandioca
(Leonel & Cereda, 1999), banana (Silva, 2009) e farinha do mesocarpo do babacgu
(Pavlak et al., 2007) entre outros.



1.1. JUSTIFICATIVA

Desde o século passado os combustiveis derivados do petrdleo tém sido a
principal fonte de energia mundial. No entanto, previsdes de que este recurso deva chegar
ao fim somadas as crescentes preocupagdes com o ambiente, t€m instigado a busca de
fontes de energia renovavel (Ghassan et al., 2003).

Biocombustiveis sdo derivados de biomassa renovavel que podem substituir,
parcial ou totalmente, combustiveis derivados de petrdleo e gas natural em motoresa
combustdo ou em outro tipo de geragdao de energia. Os dois principais biocombustiveis
liquidos usados no Brasil sdo o etanol e o alcool produzido a partir de cana-de-agtcar e,
em escala crescente, o biodiesel, que ¢ produzido a partir de dleos vegetais ou de
gorduras animais e adicionado ao diesel de petréleo em proporgdes varidveis (ANP,
2010).

Tendo em vista a constante busca de novos materiais do tipo biomassa para a
produgdo de 4alcool celulose, o pediunculo do fruto do caju se apresenta como
alternativa,destacando-se o Estado do Ceara como o principal produtor e cuja safra foi, no
periodo de 2008, de 121.045 mil toneladas de caju numa érea plantada de 397.4 mil
hectares (ANUALPEC, 2009).

No contexto mundial os biocombustiveis deverdo suprir uma importante parte da
demanda por energia devido sobre tudo a questdes de ordem ambiental, pela elevagao dos
precos do petroleo e pela incerteza na oferta de combustiveis fosseis no médio e longo
prazos. Biocombustiveis sdo fontes de energias renovaveis derivados de produtos
agricolas como a cana-de-acucar, oleaginosas, biomassa e outras fontes de matéria
organica. No Nordeste brasileiro o volume de etanol produzido ndo representa uma
quantidade importante comparada a producao nacional. Assim, a otimizag¢ao de processos
alternativos baratos ¢ imperativa. A agroindistria do caju produz, anualmente, 2 milhdes
de toneladas de pedinculos (Oliveira & Andrade, 2007). A area ocupada com cajueiro no
Brasil ¢ estimada em 700.000 ha dos quais mais de 90%seencontram na regidao Nordeste
sendo que 80% estao distribuidos nos estados do Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e
Paraiba. Os produtos industriais sdo consumidos, basicamente, pelo mercado local e ndo
desempenham papel relevante na economia brasileira. Além disto, grande parte do caju ¢é
perdida na colheita acumulando-se no solo com aproveitamento industrial de apenas 15%
do total (Morton &Dowling; 1987; Campos et al., 2002; Assuncao& Mercadante, 2003;
Azevedo & Rodrigues, 2000).



O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica do Centro
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Federal de Campina Grande -
LEB/CCT/UFCG, utilizando-se material lignocelulosico bagago do pedinculo do caju
(Anacardium occidental L.) e cladédio da raquete da palma forrageira (Opuntia ficus
indica Mill), por via acida e enzimatica, com posterior fermentacdo dos licores

hidrolisados para producao de etanol.
1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral
Estudar a hidrodlise enzimatica da matéria-prima lignoceluldsica do bagaco do caju

(Anacardium Occidentale L.) e a produgdo de bioetanol a partir do licor hidrolisado.

1.2.2. Objetivos especificos

-Caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima do bagago do pedunculo do caju
e da cana-de-agucar (pH, umidade, celulose, lignina, °Brix — so6lidos soluveis totais, ART
- acucares redutores totais e extrativos);

- Acompanhar a cinética da hidrdlise enzimatica da matéria lignoceluldsica
(bagago de caju), através da metodologiado planejamento experimental 2° para verificar a
influéncia do pré-tratamento acido (concentracao do acido, tempo de pré-tratamento) e da
atividade de celulase sobre a hidrolise enzimatica do bagago do pedunculo do caju
pretratado;

- Caracterizacdo quimica e fisico-quimica do hidrolisado (licor) enzimatico;

- Determinar os pardmetros cinéticos na fermentagdo alcoodlica do meio
hidrolisado (Rendimento tedrico (Ypss), produtividade (Q,) e eficiéncia do processo

fermentativo (Ey).



CAPITULO 11

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caju
O cajueiro (Anacardium Occidentale L.), Figura 2.1, é considerado uma das
frutiferas mais importantes e de ampla distribui¢do nos tropicos; sua origem € bastante
discutida mas as provas indicam, de forma convincente, ser o Brasil, ou todo o Norte da
América do Sul e parte da América Central, os centros de procedéncia dessa espécie cujo

fruto se divide em um pseudofruto (pedinculo) e a castanha (o fruto).

Figura 2.1.Caju in natura

Além das qualidades nutritivas e medicinais da castanha do caju, o sabor exdtico
tornou-a popular ao longo dos anos; hoje, ¢ largamente apreciada em todos os paises para
acompanhamento de drinks ou na composic¢ao de aperitivos sofisticados.

Ha uma diversidade de produtos gerados a partir do caju; entretanto, ¢ a améndoa
de castanha de caju que apresenta maior expressao econOmica destinando-se
principalmente ao mercado externo. Os demais produtos estdo voltados basicamente ao
atendimento da demanda interna (EMBRAPA, 2007).

A producdo desta oleaginosa se concentra na regido Nordeste do Pais, sendo o
Estado do Ceard o principal produtor nacional respondendo, no ano de 2008, por 49,8%
da producdo de castanha de caju. Esta participacao ¢ ainda maior em anos sem registro de

estiagem, como em 2002 e em 2006, em que o Ceara foi responsavel por 62,3% e 53,6%



da producao interna, respectivamente (IBGE, 2010). Em 2009 a exportacdo cearense de
améndoa de castanha de caju totalizou US$ 187,0 milhdes, correspondendo a 80,7% do
valor total exportado pelo Brasil (MDIC, 2010).

A importancia da agroindustria para os estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do
Norte, ¢ representada pela movimentacao de 147,2 milhdes de dolares em exportacdes de
améndoas, milhares de empregos, diretos e indiretos, em todas as atividades dos
segmentos de producao e industrializacdao da cadeia agroindustrial (Paiva et al., 2011).

O verdadeiro fruto do cajueiro ¢ a castanha da qual ¢ extraida a améndoa com 2,5
a 3,0 cm de comprimento, 2,5 cm de largura e coloragcdo marron-acinzentado. Apds o
desenvolvimento da améndoa o pedinculo alongado intumesce para formar um
pseudofruto chamado “maca de caju”, de formato piriforme e romboide com 5-10 cm de
comprimento, 4-8 cm de largura; possui uma casca fina e cerosa de cor vermelho-
amarelo ou vermelho e amarelo. A polpa ¢ amarelo palido, macia, fibrosa, suculenta,
adstringente e acida a subdcida, apresentando aroma caracteristico (Chitarra & Chitarra,

2005).

2.1.1.Pedunculo do caju

Para Moura et al. (2001) o mercado consumidor para pedunculo in natura ¢é
crescente e exigente em frutos que apresentem alta resisténcia ao manuseio, formato
piriforme e frutos de coloragdo laranja e vermelha podendo, ainda, ser aproveitados na
forma de subprodutos variados como sucos, sorvetes, doces, licor, mel, geléias, cajuina,
refrigerantes gaseificados e aguardentes; suas caracteristicas fisicas sdo de fundamental
importancia para definicdo de técnicas de manuseio pods-colheita, tal como de boa
aceitagdao do produto pelo consumidor.

A qualidade do pedunculo para consumo in natura estd relacionada a uma boa
firmeza, dogura, baixa adstringéncia e acidez. Além disto, o consumidor prefere
pedunculos de cor laranja a vermelha e de tamanho grande, ou seja, dos tipos 4 ou 5(de
acordo com o numero de cajus/bandeja). Esses tipos alcancam os melhores precos no
mercado (Alves, 1998; Moura et al., 2001).

O pedunculo do caju ¢ bastante perecivel quando armazenado em temperatura
ambiente. Apdés o periodo de 48h apresenta-se enrugado, fermentado e,

consequentemente, perde sua atratividade. O curto periodo de armazenamento ¢ de



fundamental importancia visto que dificulta ou até¢ impossibilita o produtor de enviar seus
frutos a centros consumidores mais distantes (Ferreira et al., 2006).

Akinwale (2000) e Assuncdo & Mercadante (2003) ressaltam que o caju ¢ um
pseudofruto rico em vitamina C. O valor nutritivo do pedunculo de caju se revela sob a
forma de vitamina C e sais minerais (Souza et al., 2002).

Paiva et al. (2000) afirmam que o pedunculo contém de 3 a 5 vezes mais vitamina
C que a laranja, além de célcio, fosforo e outros nutrientes. A vitamina C contida no
pedunculo de caju maduro chega a variar entre 156 mg a 455 mg/100 mL de suco cujos
valores sdo considerados altos quando comparados a dose recomendada para ingestao

diaria, que ¢ de 45 mg.

2.1.2.Biomassa

Usualmente, a denominagdo biomassa se refere a qualquer matéria de origem
vegetal, que dispde de bioenergia e que, posteriormente, podera ser processada para
fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final; assim,
seriam exemplos de materiais a lenha, os residuos de serrarias, o carvao vegetal, o biogas
resultante da decomposi¢do de lixo organico e de outros biocombustiveis liquidos, o
bioetanol e o biodiesel. No amplo contexto da bioenergia a produ¢do de biocombustiveis
liquidos a partir de biomassa tem sido considerada para atender particularmente as
necessidades de transporte veicular. Para esses fins ainda nao existem outras alternativas
renovaveis além dos biocombustiveis, com maturidade tecnologica e viabilidade
econdmica suficientes(Zhang & Smith, 2007).

No Brasil a biomassa possui, como fonte de energia, vantagens significativas,
sobretudo por diversificar a matriz energética brasileira face a dependéncia externa do
pais com relacdo aos combustiveis fosseis (petroleo e gas natural) além de contribuir para
o seu desenvolvimento sustentdvel, em particular com a utilizagdo de mao-de-obra local,
principalmente na zona rural, podendo colaborar na garantia do suprimento de energia a
comunidades isoladas, em especial nas regides Norte e Centro-Oeste do pais e apresenta
vantagens ambientais quando comparada aos combustiveis fosseis, sobretudo em termos
de emissdo de gases do efeito estufa. Por outro lado, existem aspectos fundamentais e
conjunturais significativos que se relacionam com a biomassa como, por exemplo, a

necessidade e a oportunidade de utilizacao eficiente da enorme quantidade de residuos



agricolas disponiveis internamente correspondendo a um elevado potencial de geragao de
energia (Genovese, 2006).

A biomassa lignocelulésica ¢ composta de celulose (35-50%), hemicelulose (20-
35%) e lignina (10-25%), além de pequenas quantidades deoutros componentes
(extrativos) (5-20%) (Tamanini, 2004; Rabelo, 2007).

De acordo com Arantes & Saddler (2010) a celulose ¢ um polimero linear que
contém até 15.000 unidades de P-D-glicoses unidas por ligagdes glicosidicas [-1,4
carbono-carbono e por ligagdes de hidrogénio intramoleculares (ligagdes entre unidades
de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades de glicose de
moléculas adjacentes).

A hemicelulose consiste em cadeias ramificadas de acucares cujas unidades
incluem, sobremaneira, aldopentoses, como xilose e arabinose e aldohexoses, como
glicose, manose e galactose. Esta macromolécula contém, ainda, acidos hexurdnicos,
como os acidos B-D-glucurdénico, D-4-O-metilglucurdnico e B-D-galacturanico, além de
deoxiexoses. A variedade de ligacdes e de ramificagdes e a presenca de diferentes
unidades monoméricas, contribuem para a complexidade da estrutura hemiceluldsica e
suas diferentes conformagoes (Kootstra et al., 2009).

Segundo Lemos (2011) a lignina ndo esta relacionada a moléculas simples de
acucar ndo sendo, portanto, pretendida para a produgdo de bioetanol por rotas
fermentativas. Esta fracdo, porém, desempenha papel fundamental para o sucesso da
tecnologia de hidroélise uma vez que dificulta o acesso a celulose. A lignina representa um
dos maiores estoques de carbono/energia da natureza e ¢ o maior depdsito de estruturas
quimicas aromaticas constituindo-se em uma fonte potencial de insumos valiosos para a

indutstria quimica (Pereira Junior et al., 2008).

2.1.2.1. Principais fontes da biomassa

Hoje, a via fermentativa ¢ a forma mais relevante para produzir o bioetanol no Brasil.
Um dos fatores que tornam a producdo de etanol por fermentagdo a forma mais
econOmica de sua obtencao, ¢ o grande numero de matérias-primas naturais existentes em
todo o pais. Segundo Bon et al. (2009) as matérias-primas para producao de etanol podem

ser classificadas em fun¢ao da sua estrutura e complexidade molecular, em:



1) matérias-primas agucaradas (sacarose, glicose, frutose e lactose) as quais sdo
soluveis e facilmente extraidas da cana-de-agucar, beterraba agucareira, sorgo sacarino €
frutas, presentes no melago e no soro do queijo;

11) matérias-primas amilaceas (graos de milho, mandioca, trigo, cevada e batata que
contém polissacarideos insoluveis, necessitando de pré-tratamento térmico para a
solubilizagdo e hidrolise;

1i1) matérias-primas lignocelulodsicas, insoluveis e recalcitrantes, carecendo de pré-
tratamento de natureza mecanica, fisica ou quimica, seguidos de hidroélise,
preferencialmente enzimatica, para produzir agucares na forma de monOmeros e
substratos da fermentacao alcodlica.

A biomassa lignocelulésica, um complexo que compreende varios
polissacarideos, ¢ uma das matérias-primas mais promissoras considerando-se sua grande

disponibilidade e o baixo custo (Cardona & Sanchez, 2007).

2.1.3.Celulose

A celulose ¢ o principal componente presente nos materiais lignoceluldsicos. Trata-
se de um homopolissacarideo constituido por unidades de anidroglicopiranose ([-D-
glicopiranose) ligadas entre si por ligagcdes do tipo B-(1—4) glicosidicas formando uma
cadeia linear (Figura 2.2). Duas unidades adjacentes formam uma ligacdo glicosidica
através da eliminacao de uma molécula de agua, que envolve os grupos hidroxilicos dos
carbonos 1 e 4. Esta estrutura dissacaridica recebe o nome de celobiose (Fengel
&Wegener, 1989). A celobiose ¢ definida como unidade conformacional minima da
celulose enquanto a glicose representa tao somente a unidade fundamental das cadeias do

homopolimero (Timar-Balazsc&Eastop, 1998).

m
o
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Figura 2.2. Estrutura da cadeia linear da celulose, formada por varias unidades

consecutivas de celobiose (Timar-Balazsc&Eastop, 1998)



Combinadas, as longas cadeias de glicose a formar microfibrilas com didmetro entre
4-10 nm em eletromicrofibrilas tornam a celulose resistente. Em seu conjunto,as
microfibrilas sdo organizadas em lamelas para formar a estrutura fibrosa das varias
camadas da parede celular vegetal. As microfibrilas de celulose sdo revestidas com
hemicelulose e embebidas em lignina formando os materiais lignocelulosicos (Carlileet

al., 2002).

2.1.4. Hemicelulose

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos com cadeias menores que as da celulose
e com uma estrutura linear ramificada. As unidades de acucares que formam as
hemiceluloses podem ser subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses, acidos
hexourdnicos e desoxi-hexoses (Figura 2.3).

Estruturalmente, as hemiceluloses,além de mais parecidas com a celulose que com a
lignina, sdo depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificacdo. Sua
estrutura apresenta ramificacdes e cadeias laterais que interagem facilmente com a

celulose dando, ao agregado, estabilidade e flexibilidade (Ramos, 2003).

Pentoses Hexoses Acidos Desoxi-hexoses
Hexuronicos

CHZDH COOH
OH OH HO |
o Ho QoM CHy
H H OH
H H H H H
p-D - Xilose p-D-Glicose acido P=D -Glucurdnico a-L -Ramnoy
GHEDH COOH
HO ol OH OH 0 o
H OH OH OH HJ OH
2 HyCO H HO
H H
a-L -Arabinopiranose p-D -Manose acide @-D -4 -0 - Metilglucuronicoe a-L -Fucose
0 oM I:Hzll'_'IH OOH
HO, HO,
HCII-I:E.‘. OH OH H OH .
H H H
a-L - Arabinofuranose aw-D -Galactose acido @-D - Galacturdnico

Figura 2.3. Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses

(Fengel & Wegener, 1989)
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Devido a sua estrutura ramificada as hemiceluloses sao mais soluveis que a celulose
podendo ser isoladas da madeira, por extragdo. Hemiceluloses sdo facilmente hidrolisadas
por acido forte deixando a celulose e lignina praticamente intactas (Liu &Wyman, 2005;
Lloyd &Wyman, 2005) ou por base forte (Fanet al., 1982). Em muitos casos pré-
tratamentos com 4cido diluido (0,5-1,0 % H,SO.) sob temperaturas elevadas (140-190
°C) hidrolisaram a maioria da hemicelulose em pentoses e hexoses soluveis (Lloyd
&Wyman, 2005).

Apesar de serem ambas constituidas por acucares, existem diferencas importantes de
comportamento reacional entre as hemiceluloses e a celulose devido principalmente a
estrutura fisica. As hemiceluloses sdo totalmente amorfas e, portanto, menos resistentes
ao ataque de agentes quimicos. Embora ndo haja evidéncias de que a celulose e as
hemiceluloses estejam ligadas quimicamente, as ligacdes de hidrogénio e a
interpenetragdo fisica existente entre elas, tornam sua separagdao quantitativa impossivel.
A presenca de hemicelulose junto a celulose resulta em propriedades significativas para
as fibras contribuindo para o intumescimento, a mobilidade interna e com o aumento da

flexibilidade das fibras (Bianchi, 1995).

2.1.5.Lignina

A lignina, que constitui 10-20% em peso da biomassa seca, ¢ um polimero aromatico
que contém residuos fenolicos, tais como alcool trans-p-coumaril, alcool trans-p-coniferil
e alcool trans-p-sindpico. A lignina, fragdo da biomassa ndo fermentavel, ¢ uma fonte
potencial de inibidores da fermentacdo microbiana (Ingram et al., 1999; Maris et al.,
2006). E um dos principais componentes presentes no bagaco de cana-de-acticar; ¢ um
polimero derivado de grupos fenilpropanoides, repetidos de forma irregular, que t€ém sua
origem na polimerizagdo desidrogenada do alcool coniferilico. Os polimeros fenil
propanoides que constituem a lignina sdo altamente condensados e muito resistentes a
degradacao. A lignina ¢ o mais importante componente nao-carboidratado da biomassa
lignocelulosica; ela ¢ depositada na rede de carboidratos da parede celular secundaria das
plantas, durante o crescimento. Este heteropolimero amorfo ¢ constituido de unidades de
fenilpropano (4cido coniferilico ou ferrulico, acido sinapilico e acido pcumarilico)
conectadas por diferentes ligagdes (Hendriks& Zeeman, 2009). A Figura 2.4 representa a

estrutura molecular da lignina.
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Figura 2.4. Esquema estrutural proposto para a lignina de FEucalyptusgrandis

(madeira dura) (Pil6-Veloso et al.,1993)
2.2. Pré-tratamento

A hidrolise enzimatica, usando celulases, é vista como sendo o modo mais atrativo
para conversao de celulose em glicose (Ogier et al., 2002; Sheehan, 2001).

A biomassa ndo tratada ¢ extremamente recalcitrante para digestdo enzimadtica; entdo,
tratamentos termoquimicos tém sido desenvolvidos em grande numero visando melhorar
a digestibilidade. O pré-tratamento rompe a parede celular da planta e melhora o acesso
enzimatico aos polissacarideos. Varios estudos tém mostrado uma correlagdo direta entre
a remogao de lignina e hemicelulose e a digestibilidade da celulose (Gray et al., 2006).

Um pré-tratamento efetivo deve ter uma série de caracteristicas (Galbe & Zacchi,

2007):

a) Resultar na recuperacao elevada de todos os carboidratos.
b) Resultar em uma digestibilidade elevada da celulose na hidrélise enzimatica

subsequente.

12



¢) Resultar em uma concentragdo elevada de solidos além de uma concentragao
elevada de agucares, liberados na fragdo liquida. O liquido resultante do pre-tratamento
deve possibilitar a fermentagdo sem necessidade de uma destoxificacao prévia.

d) Requerer baixo investimento e custo operacional.

Wyman et al. (2005) afirmam que a etapa de pré-tratamento pode influenciar
bastante o custo da corrente do processo, por determinar a toxicidade da fermentacdo, a
taxa de hidrdlise enzimatica, a carga de enzima utilizada no processo, o poder de mistura
dos reagentes, a concentracao e a purificacdo dos produtos obtidos ¢ a demanda no
tratamento de residuos, entre outras varidveis do processo;portanto, esta etapa de
processamento da biomassa vegetal necessita ser de baixo custo, sendo que devem ser
evitados o consumo elevado de reagentes quimicos, a alta demanda energética e a intensa

degradacao dos materiais lignoceluldsicos.

2.3.Hidrolise acida

A hidroélise acida ¢ realizada com diversos compostos organicos (ésteres, agucares,
aminas, etc). Além dos 4cidos mais utilizados como os acidos cloridrico e sulfurico,
outros acidos sio empregados. Acido formico e tricloroacético tém menor atividade, mas
produzem reagdes mais limpas. Acido oxalico e benzeno-sulfonico sio mais ativos que o
sulfarico (Barcza, 2010).

Os processos por acido concentrado empregam acido sulfurico como agente de pré-
tratamento, seguido do estagio de hidrélise com dacido diluido. O &cido concentrado
desfaz a estrutura cristalina da celulose. Assim que a estrutura da celulose passa ao estado
amorfo torna possivel sua transformagdo completa e rdpida em aglcares redutores,
empregando-se condi¢des ndo muito severas de reacao (Hassuani, 2005).

A hidroélise da celulose catalisada por 4cido ¢ uma reagdo complexa e heterogénea,
envolvendo fatores fisicos € quimicos seguindo o mecanismo de clivagem das ligacdes
glicosidicas B- 1,4. Durante a hidrélise 4cida a xilose ¢ rapidamente degradada a furfural
e outros co-produtos de condensagdo, os quais sdo inibitérios a micro-organismos (Rao et
al., 2006).

A hidrélise 4cida, além de formar compostos inibidores para subsequente

fermentagdo,também apresenta outros problemas tais como condi¢des severas de
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manuseio (pH e temperatura), e o alto custo de manutencdo devido aos problemas de

corrosdo (Martin et al., 2007).

2.4.Hidroélise enzimatica

A hidrélise enzimética se iniciou no Pacifico Sul, durante a Segunda Guerra
Mundial, quando fungos que degradavam roupas e tendas de algoddo foram descobertos.
O fungo filamentoso Trichoderma reesei foi descoberto por produzir enzimas celulases e
desde entdo vem sendo alvo de diversas pesquisas para adequagao a processos industriais
(ODN, 2000).

Durante a hidrolise enzimaética a celulose ¢ degradada por celulases, produzindo
agucares redutores que podem ser fermentados por leveduras ou bactérias para producao
de etanol (Sun &Cheng, 2002).

Diante da heterogeneidade da estrutura da cadeia celuldsica, a qual apresenta
regides altamente ordenadas, estabilizadas por numerosas ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares e areas menos ordenadas ou amorfas, a sacarificacdo enzimatica da
biomassa depende de uma multiplicidade de atividades especificas complementares cujo
sinergismo ¢ essencial para que todo carboidrato nela disponivel seja hidrolisado
(Pitarelo, 2007).

Usualmente, as celulases sdo uma mistura de diversas enzimas. Pelo menos trés
grupos principais de celulases estdo envolvidos no processo de hidrolise da celulose

(Figura 2.5):

1.Endoglucanase  (endo-1,4-D-glucanohidrolase)ataca  regides de  baixa
cristalinidade na fibra celuldsica, criando cadeias com extremidades livres;

2. Exoglucanase ou celobiohidrolase (1,4-B-D-glucanocelobiohidrolase)

3. B-glicosidase responsavel por clivar a celobiose produzindo duas moléculas de

glicose.
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Figura 2.5. Modo de agdo das celulases e um sistema enzimatico cooperativo

nadegradacao da celulose - Modelo de sinergismo endo-exo (Martins, 2005)

Quando a hidrélise enzimética se processa observa-se, por meio de graficos de
conversdao de acucares versus tempo de reacdo, que ha nao-linearidade no decorrer da
reacdo, indicando que a uma concentracdo de enzima a velocidade de reagao diminui
antes mesmo de todo o substrato ser consumido; alguns fatores colaboram para este
comportamento como, por exemplo, a inibi¢do por produto final obtido; baixa reatividade
do substrato em virtude, sem duvida, da sua alta cristalinidade, alto teor de lignina e baixa
acessibilidade; perda de enzima gerada por adsor¢do irreversivel e inativagdao das enzimas
ocasionada por condi¢gdes ndo devidamente controladas no decorrer da hidrolise
enzimatica.

A Figura 2.6 representa como a hidrolise enzimatica da celulose se processa.

Figura 2.6.Representacdo esquematica da hidrolise da celulose. C: regides
cristalinas, R: grupos terminais redutores, NR: grupos terminais ndo-redutores, CBH I

e II: exoglucanases e endoglucanase (Teeri, 1997)
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As celobiohidrolases 1,4-B-D-glucana-celobiohidrolase I (CBH 1) e 1,4-B-
glucana-celobiohidrolase II (CBH II) também chamadas exoglucanases de Trichoderma
reesei, apresentam estrutura tridimensional. A maneira como essas enzimas atuam ¢
diferente. A CBH I ¢ utilizada para iniciar a redug¢ao dos grupos terminais redutores (R)
da cadeia de celulose enquanto a CBH II atua em dire¢do oposta sobre os grupos
terminais ndo-redutores (Rouvienet al., 1990; Divneet al., 1994). Com base nas estruturas
dos seus sitios ativos, CBH I e CBH II tém sido utilizadas na hidrolise de cadeias de
celulose mas CBH I ¢ empregada em maior propor¢ao. A celulase ¢ formada por cerca de
60 e 20% de CBH I e CBH II, respectivamente, e 15% de endoglucanase (EG) (Divneet
al., 1994). A degradacdo da celulose cristalina também requer a agdo sinergistica entre as
endoglicanases e as exoglicanases uma vez que as exoglicanases removem rapidamente
as unidades de celobiose recentemente criadas das extremidades formadas pela acdao das
endoglicanases prevenindo, assim, a reformacdo das ligacdes glicosidicas (Lee, 1997).

O modelo sinergistico das enzimas endo-exoglicanases classico ainda esta sendo
elucidado em estudo com fungos ou bactérias celuloliticas; entretanto, a heterogeneidade
e a multiplicidade dos componentes da celulase mostram grande diversidade de provaveis
interagdes sinergisticas. O sinergismo ocorre também entre os diferentes subtipos de
celobiohidrolases, uma vez que algumas enzimas atacam as extremidades redutoras
(CBHI) e outras que atacam as extremidades nao redutoras (CBHII) das fibras de celulose
(Lyndet al., 2002). Um dessas observacoes ¢ que a CBHI de Trichodermareesei pode
degradar a celulose altamente cristalina sem a ajuda das endoglicanases. Em contraste, a
atividade de CBHII ¢ bastante especifica a extremidades ndo redutoras e trabalha
sinergicamente com as endoglicanases. Além disto, Medveet al. (1994) mostraram que
CBHI e CBHII competem pelos sitios de ligacao, contrapondo-se a hipotese de que essas
duas CBHs trabalham sinergicamente.

A hidrélise enzimatica reproduz o processo existente na natureza em que a quebra
das longas cadeias das moléculas de celulose em agtcares ¢ feita por enzimas (chamadas
celulases, secretadas por fungos ou bactérias, micro-organismos que se alimentam de
matéria organica, alterando-a e formando substancias quimicas) e a fermentacdo por
leveduras dos agucares em etanol. O processo de hidrélise enzimatica requer o
desenvolvimento de micro-organismo capaz de quebrar a celulose, fermentar o agucar,
tolerar altas concentracdes de etanol e produzir exclusivamente o etanol (sem

subprodutos indesejaveis) (Inovagao Unicamp, 2011).
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E oportuno salientar, quando se trata de hidrodlise enzimatica, que no processo
enzimatico a biomassa lignoceluldsica ¢ primeiramente pré-tratada para aumentar a
acessibilidade ao ataque enzimatico; durante o pré-tratamento a hemicelulose ¢
hidrolisada em um processo similar ao primeiro passo da hidrdlise com acido diluido ou
base; no segundo passo na hidrélise propriamente dita a celulose ¢ quebrada através das
enzimas celulases. Devido as condigdes mais suaves aplicadas durante o processo, uma
quantidade menor de subprodutos ¢ liberada resultando em alto rendimento de aglicares
fermentesciveis, porém Duff & Murray (1996), citados por Rabelo (2007), afirmam que o
custo da hidrélise enzimatica ¢ muitas vezes baixo se comparado com a hidrélise acida
visto que a hidrolise ¢ usualmente conduzida em condi¢des amenas se comparada com a
hidrélise acida de vez que a hidrolise enzimadtica ¢ usualmente conduzida em condig¢des
suaves (pH 4,8 e temperatura 45-50°C) e ndo apresenta problemas de corrosdao, como
observado nas hidrolises com acidos eou com bases; entretanto, para uma hidrodlise
enzimdtica eficiente ¢ necessario submeter o material lignocelulosico a um pré-
tratamento, para disponibilizar a celulose ao ataque enzimatico.

Na hidrolise enzimdtica o catalisador, além de ser de origem bioldgica, realiza
reagdes especificas ocasionando menores impactos ambientais porém, para maximizar
seu processo de como ¢ necessario controlar diversos pardmetros como temperatura e
meio especifico, também deve ser levado em conta o maior tempo requerido para
completar o processo (Oliveira & Vasconcelos, 2011).

Durante a hidrolise enzimatica alguns fatores podem interferir, como: acesso a
area de superficie devido a porosidade do material, presenca de fibras cristalinas na
celulose e presenca de lignina e hemicelulose, as quais dificultam o acesso da enzima a
celulose, resultando em redugdo da eficiéncia do processo de hidrolise (Sun &Cheng,
2002). Porém a hidrélise enzimatica apresenta uma série de vantagens sobre a hidrolise
quimica, tais como: especificidade, controle do grau de hidrélise, condigdes moderadas
de agdo, disponibilidade comercial em larga escala, custo moderado, menor teor de sal no
produto final e formag¢ao minima de subprodutos. Além disto, como as enzimas podem
ser empregadas geralmente em concentragdes muito baixas, sua remocao do sistema da
reacao ¢ frequentemente desnecessaria. Ressalta-se que na hidrolise enzimatica ha pouca
probabilidade de ocorrerem reagdes indesejaveis que resultem na formagdo de produtos
toxicos (Biasutti, 2006).

Embora os processos de hidrolise 4cida estejam mais desenvolvidos

tecnologicamente e tenham maiores chances de se tornar economicamente viaveis em um
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futuro préximo, espera-se que 0s processos enzimaticos tenham seus custos bastante
reduzidos com o avango da tecnologia envolvida e venham a ser a melhor op¢do no
futuro. A hidroélise enzimatica da celulose ¢ realizada pelas enzimas celulases e este

processo extrai do material celuldsico agucares redutores, incluindo a glicose(Rabelo,

2007).

2.5 Fermentacao

Entende-se por fermentagdo o processo de metabolismo anaerdbico de produgao
de energia em que os micro-organismos oxidam parcialmente o substrato, atuando sobre
um ou mais componentes gerando produtos modificados de forma a se obter
caracteristicas desejaveis (Santos, 2008).

Santos (2008) afirma que a fermentagdo alcodlica estd intimamente ligada a
formacao do produto, que € o dlcool. Desta forma, tanto o crescimento da levedura como
a formagdo do éalcool sdo influenciados pelas condi¢des que o meio oferece; entdo, para
suprir as exigeéncias das leveduras alguns macronutrientes (nitrogénio e fosforo) e/ou
micronutrientes (enxofre, magnésio, manganés, zinco, cobre, cobalto, entre outros) sao
adicionados ao mosto a fim de complementar as deficiéncias do meio quanto a certos
elementos indispensaveis as leveduras para a maxima transformacao dos agucares.

De maneira geral, o processo de fermentagdo alcoolica consiste das seguintes
etapas: a) preparar um meio de cultura adequado a nutri¢ao e desenvolvimento do micro-
organismo agente, bem como do acimulo do produto desejado (etanol) e b) transferir este
meio de cultura para um biorreator e inocular o micro-organismo responsavel pela

fermentagdo e aguardar que o processo ocorra (Schimidell &Facciotti, 2001).

2.6. Etanol

O etanol (C,HsOH) ¢ produzido desde os tempos antigos, pela fermentagdao dos
acucares encontrados em produtos vegetais (cereais, beterraba e cana);ainda hoje boa
parte do etanol industrial ¢ feita por meio da fermentagdo embora também seja feita
sinteticamente de fontes como o eteno derivado do petroleo.

O novo conceito de etanol ou bioetanol alcool de 2°geracdo corresponde a sua
fabricagdo utilizando, como matéria-prima, a biomassa lignocelulosica. Essas matérias-

primas provenientes de sobras e residuos de produtos naturais (como o sabugo e a palha
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do milho, o bagago, as pontas e as palhas da cana-de-acticar) e o conceito de
biorrefinarias, emergem como fundamentais para a expressiva ampliagdo pretendida da
produgdo de etanol que hoje esbarraria em limitagdes para expansao da area plantada,
seja por competir com a produgdo de alimentos seja pelo nivel de seus precos relativos
frente ao petrdleo e aos proprios alimentos. A producao de etanol com base na biomassa
lignoceluldsica utiliza processos quimicos (empregando acidos) ou da biotecnologia
moderna (empregando enzimas) para a quebra de moléculas de celulose e produgdo de
agucares, para entao produzir o etanol por meio de processos fermentativos alcodlicos da
biotecnologia convencional. O uso da biotecnologia para converter celulose em etanol
abre grandes perspectivas para as empresas que atuam no desenvolvimento de enzimas

(Kammet al.,2005).

2.7. Estado da arte

Neste item serdo abordados trabalhos referentes ao estudo da produgdo do etanol
utilizando-se leveduras Saccharomyces cerevisiae no fermentado do caju,independente da
sua fonte de origem.

Ostrowski et al. (2006) estudaram a obtencdo do alcool etilico hidratado a partir
do amido de mandioca no qual foi feita uma gelatinizagdo seguida da conversdo
enzimatica dos constituintes deste amido em glicose, utilizando as enzimas o amilasee
Bamilase. A glicose obtida foi convertida em alcool etilico via hidrdlise enzimatica
utilizando-se leveduras (Saccharomyces cerevisiae). O rendimento obtido foi cerca de
38% apos a destilacdo do mosto fermentado.

Silva (2007) realizou o estudo do processo biotecnoldgico para conversdo de
algaroba [Prosopisjuliflora(Sw.) D.C.] em etanol a partir do extrato aquoso obtido da
farinha da algaroba fermentado por Saccharomyce scerevisiae € Zymomonas mobilis.
Foram realizadas as seguintes etapas: caracterizacdo da farinha da algaroba quanto a
composi¢dao quimica e microbioldgica; determinagdo da concentragdo ideal de farinha da
algaroba para elaboracdo do substrato fermentativo; curvas de crescimento dos micro-
organismos; fermentagdes segundo o planejamento fatorial 2°. Verificou-se que a farinha
de algaroba apresenta elevados niveis de nutrientes, sobretudo em aglicares e minerais
como fosforo célcio, além de ser considerada propria quanto a qualidade higiénico-
sanitaria. Foi escolhida a concentragdo de 30% de farinha da algaroba para elaborag¢do do

substrato por apresentar estabilidade quanto a solubilizacdo de glicose e de proteinas
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totais no meio. Zymomonasmobilis apresentou maior crescimento em meio padrao em
condicdo estatica e Saccharomyces cerevisiae no substrato sob agitacdo. De acordo com o
planejamento fatorial, a maior producdo de etanol foi obtida utilizando extrato aquoso da
algaroba fermentado por Z. mobilisem condig¢aoestatica. Conclui-se que a algaroba se
apresenta como matéria-prima vidvel em processos biotecnologicos, visando ao seu
aproveitamento e conferindo maior valor agregado ao produto.

Pavlak et al. (2007) utilizaram o aproveitamento da farinha do mesocarpo do
babacu (Orbignyamartiana) para obtencdo de etanol. O trabalho teve por objetivo
desenvolver e aperfeigoar o processo de producao de alcool a partir do mesocarpo do
babagu e calcular os rendimentos do processo. Durante a fermentagdo o mosto foi
analisado quanto ao teor de agucares residuais, pH, acidez e densidade relativa. As
variaveis otimizadas foram pH e temperatura, por meio da analise da conversao do amido
em glicose. As condicdes otimizadas para a a-amilase foram 100 °C a pH = 6 e para
amiloglucosidase de 60 °C, pH = 4. A hidrélise enzimatica apresentou, nessas condi¢des,
um rendimento de 93%. O tempo de fermentagdo foi estipulado em 12 h, conforme os
parametros fermentativos analisados. A quantidade de &lcool produzida, aproxima-
damente 3°GL, nao foi afetada pela agitagdo; esta concentragao mostra que a fermentagao
apresentou um rendimento de 98%.

Tavares et al. (2007) avaliaram a producao de etanol utilizando, como matéria-
prima, a batata-doce [Ipomoea batatas (L.)Lam.] cultivada no estado do Tocantins; o
objetivo deste trabalho foi quantificar a producao de etanol (em escala piloto) utilizando-
se como matéria-prima, seis acessos de batata-doce, cultivados em Palmas, TO. Para
tanto, os acessos foram colhidos e as raizes lavadas; apds a lavagem e a trituragdo das
raizes os acessos de batata-doce foram submetidos ao processo de hidrolise do amido da
batata-doce; assim, as raizes dos acessos foram trituradas e transferidas para a dorna de
cozimento, e hidratadas com &agua potavel, na propor¢do massa ralada/dgua 2:1; a
hidrélise foi procedida via enzimatica através da atuacdo das enzimas alfa-amilase e
glucoamilase, na concentracdo de 3 e 2 mL/kg de amido, respectivamente. A fermentagao
foi realizada através da adi¢ao de fermento de panificagdo (S.cerevisiae) no meio numa
concentracdo de 5 g/ de meio hidrolisado (p/v) e apds 36h de fermentagao o meio foi
destilado; nas condigdes analisadas o genotipo BD#022 (137,2 L/t) e BD#106 (101,84
L/t) se destacaram quanto as maiores produgdes de etanol por tonelada de raiz; entretanto,
acessos de batata-doce com maiores produtividades (40 a 50 t/ha) ainda ndo foram

avaliados evidenciando-se um potencial mais elevado, pelo qual novos testes deverao ser
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realizados quanto a quantifica¢ao e qualificacdo do etanol obtido, enquanto a otimizagao
no processo de producao, devera ser realizada.

Segundo Raia et al. (2009) o caju representa, para a regido Nordeste, uma
atividade econdmica de grande expressao; no entanto, apenas 15% do pedinculo, parte
suculenta, sdo aproveitados para a produg¢dao do suco e derivados do pseudofruto. O
objetivo deste trabalho foi estudar a cinética da fermentagdo alcodlica do suco de caju
utilizando-se a levedura industrial fornecida por uma industria sucroalcooleira e com a
finalidade de produzir etanol hidratado. O processo de fermentagdo alcoolica foi
realizado em batelada. No estudo cinético da fermentagao alcoodlica foram monitorados,
em intervalos de 2 em 2 h, os seguintes parametros: pH, acidez total (mg/100mL), SST
(°Brix), temperatura, concentracdo de etanol (g/L) e a concentragdo de levedura (g/L). O
processo de destilagao do fermentado foi realizado em destilador de alambique adaptado
com capacidade para destilar at¢ 93°GL. A concentracdo de etanol foi de 5,6°GL e a
acidez total, de 0,36g/mL;a destilagdo do fermentado produziu o alcool hidratado com
uma graduagao alcodlica de 81°GL.

Santos & Gouveia (2009) estudaram a produgao de bioetanol de bagago de cana-
de-agucar, apds pré-tratamento por explosdao a vapor e hidrolise enzimatica para a
conversao de celulose em glicose. A hidrdlise enzimatica também foi realizada com
material deslignificado. As fermentagdes foram realizadas em meios a base dos
hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana-de-agucar, a 30°C. As eficiéncias das
hidrolises enzimaticas alcangaram 44%, independente do material utilizado entretanto, a
hidrélise com o material deslignificado foi 30% mais rapida e a deslignificagdo aumentou
em 10% o rendimento de bioetanol em relacdo a glicose e em 96% em relagdo ao bagago.

Bragatto (2010) avaliou o potencial das cascas de eucalipto Eucalyptusspp frente a
producao de etanol combustivel. Desta maneira, as cascas de 5 clones comerciais foram
caracterizadas quanto a composi¢ao quimica; as cascas de eucalipto foram submetidas a
uma série de pré-tratamentos acidos e alcalinos, avaliados em planejamentos fatorial
apresentaram aproximadamente 20% de carboidratos soltveis totais-CST (glicose, frutose
e sacarose). Os CST foram extraidos com agua quente a temperatura de 80 °C e em
seguida fermentados com leveduras convencionais (S.cerevisiae). A producao de etanol
por tonelada de casca seca foi de 106 litros (etanol de primeira geracdo); apds a extragao
dos CST as biomassas residuais das cascas de eucalipto foram submetidas a uma série de
pré-tratamentos. O pré-tratamento alcalino (NaOH) apresentou eficiéncia enzimatica de

conversdo da glicose de aproximadamente 30% apo6s 24 h de incubacdo. Com os
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resultados obtidos da hidrélise enzimatica, estima-se que possam ser produzidos mais 94
L de etanol por tonelada de casca livre de extrativos (etanol celulosico).

Shulz (2010) estudou a produgdo de bioetanol a partir de rejeitos da bananicultura:
polpa e cascas de banana com o objetivo de estabelecer as condigdes ideais da
fermentagdo alcoolica da polpa e das cascas de banana nanica visando ao aumento do
rendimento e da produtividade do processo. Os estudos foram desenvolvidos em quatro
diferentes etapas: (1) caracterizagdao dos residuos in natura de polpas e cascas de banana;
(2) pré-tratamento térmico e acido sobre a deslignificacdo dos residuos; (3) hidrolise
enzimatica sobre a despolimerizacdo dos residuos e (4) fermentagdes em frascos
Erlenmeyer com frequéncia de agitacdo de120 min, 30 °C, durante 48 h e em biorreator
de bancada com frequéncia de agitacio de 150 min, 30 °C e pH controlado
automaticamente em 4,5+0,1. Os volumes de trabalho foram utilizados no biorreator de
bancada de 2 L e nos frascos Erlenmeyer de 100mL, com 20% v/v de indculo usando
como agente de fermentacdo alcoolica, a levedura S.cerevisiae. Nas mesmas condig¢des
operacionais de fermentagdo utilizadas, o aumento da concentracdo inicial da polpade
banana in natura de 250 para 500 g ndo conduziu a valores diferentes de rendimento e
produtividade em etanol. A polpa de banana apresentou valor médio de 61,1 g de actcar e
proporcionou, em média, uma concentracdo final de 29,8 g de bioetanol ap6s 8 h de
fermentacdo. A polpa mostrou alto potencial para uso na produgdo de etanol; ja nas
cascas como unico substrato fazem-se necessarios estudos complementares.

Silva (2010) estudou a produgdo do bioetanol carburante empregando uma
concep¢do de processo denominado SSF (Simultaneous Saccharification and
Fermentation) a partir da celulose contida no residuo oriundo do sistema de decantagao
da industria de celulose e utilizando linhagens de S.cerevisiae, visando estabelecer
condi¢des que aumentassem a produtividade e a eficiéncia do processo. Como resultados
desta dissertagdo foram obtidas as melhores condi¢cdes da pré-hidrdlise enzimatica
(relacdo soélido:liquido 1:4 e 17,5 FPU/g de carga enzimdtica) e determinadas as
condi¢gdes que conferiram o maior valor para a produtividade volumétrica (16 h de pré-
hidrdlise enzimatica, 8 g/LL para concentracao celular e 36 h de fermentagdo). A maxima
concentracdo de etanol obtida quando o processo SSF foi conduzido em frascos agitados,
foi de 77,6 g/L em 64 h, empregando-se Saccharomyces cerevisiae de panificagdo. O
melhor resultado obtido quando a fermentagdo foi conduzida em biorreator, foi de 74,6
g/l em 64 h, utilizando celulases comerciais (Multifect) e suplementando o hidrolisado

enzimatico com fontes de fosfato e nitrogénio e solugdes de sais minerais e acido citrico,
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que foi fermentado por uma cepa industrial de S.cerevisiae codificada como JP1 cujos
resultados se mostraram bastante promissores e apontam para maiores desdobramentos.

Rueda et al. (2010) estudaram o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agticar com
acido fosforico e sulfurico diluido para producdo de acgucares fermentesciveis por
hidrolise enzimatica. Este trabalho apresenta a producao da glicose por hidrélise
enzimatica do bagaco da cana pré-tratada com dois acidos diluidos. Foram avaliados os
melhores valores para as varidveis dos dcidos diluidos para o pré-tratamento que
influenciaram na produgdo de glicose na hidrdlise enzimatica, tais como, concentracao de
acido e tempo de pré-tratamento; o delineamento experimental foi utilizado para se
comparar os seguintes fatores: concentracdo de acido sulfurico e fosforico (0,5 para
3,5%) e tempo de reagdo (15 a 180 min), enquanto a temperatura do pré-tratamento e a
concentracdo dos so6lidos foram mantidos constantes em 130 °C e 10% em peso do
bagaco. A concentracdo da glicose méxima atingida foi 404,5 mg de glicose/grama de
bagaco in natura para o bagago pré-tratado com acido fosforico e 414,9 mg de glicose/g
bagaco in natura para o bagago prét-ratado com éacido sulfurico.

Lima et al. (2012) obtiveram, estudando a produgdo de bioetanol e utilizando a
hidrolise 4cida na matéria-prima sisal, eficiéncia de fermentacao alcoolica de 92% com a
levedura industrial S.cerevisiaee conseguiram a melhor eficiéncia do pré-tratamento
operando o processo na temperatura de 105 °C com 3% de H,SO,, liberando
principalmente pentoses no licor pré-hidrolisado. A hidrolise acida do bagago mais
eficiente foi operada usando-se 3% de H,SO4na temperatura de 160 °C na razdo bagaco:

acido de 1:10, obtendo-se a liberacdo maxima de glicose no licor de 5,8 g/L.
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CAPITULOIII

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Transferéncia de Calor e
Massa em Meios Porosos e Sistemas Particulados — LTCMMP e no Laboratério de
Engenharia Bioquimica — LEB da Unidade Académica de Engenharia Quimica da

Universidade Federal de Campina Grande.

3.2. Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas nesta pesquisa foramo bagaco do pedinculo do caju
e o0 bagaco de cana-de-acucar (utilizados para comparacao com o bagaco do caju).

O bagaco de caju foi adquirido na industria de produgdo de sucos, FRUTNAT,
localizada na cidade de Campina Grande, PB, que foi transportada para o local de
processamento (LTCMMP) onde, inicialmente, ocorreram duas lavagens com agua
destilada quente no bagaco do pedunculo do caju, na temperatura em torno de 50 °C e um
tempo de 20 min para cada lavagem. Apods as lavagens com agua quente o bagaco foi
submetido as duas lavagens com agua destilada em temperatura ambiente paralixiviagao
dos agucares remanescentes durante a extragdo do suco, até atingir °Brix zero.

Do bagaco de cana-de-actcar foram adquiridos 3kg, em lanchonetes da cidade de
Campina Grande, os quais foram transportados para o LTCMMP e lavados em agua
corrente da rede de abastecimento da cidade, até atingir °Brix zero. Este bagaco foi
utilizado para hidrolise enzimatica visando aos efeitos comparativos com o bagacgo de
caju.

ApOs as lavagens os bagacos foram levados em bandejas para secar em uma estufa
com circulagdo de ar, na temperatura de 55 °C, no tempo de 48 h; em seguida, o material
foi retirado, moido e peneirado a 48 mesh para reduzir a granulometria e posterior mente
envasado a vicuo em sacos plasticos de polietileno com aproximadamente 200 g e

armazenados em caixas hermeticamente fechadas para uso posterior.
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Na Figura 3.1 se encontra o fluxograma do processamento para obtengdao dos

bagacos secados a 55°C, utilizados no processo de hidrolise.

Chtengdo do hagaco de caju

Eecepedio e Selecdo

Lavagem com adgua a 50 °C

Gecagem com estufa de circulagio de
arassoc

Moagem e Penetramento mesh 48

Condicionamento et sacos plasticos
a vacuo

Armarenagetn do bagaco de caju

Chtenao do bagaco de cana-de-agicar
|

Receprdio e Selecin

Lawvagetn comn agua corrente

Secagem com estufa de circulagio de
ar a 55°C

Moagem e Penetramento mesh 45

Condicionamentn em sacos plasticos
a wacuo

Armazenagem do bagace dacana

Figura 3.1. Fluxogramas apresentando cada uma das etapas do processamento

do bagaco (seco) do pedinculo do caju e da cana-de-agtcar

3.3. Caracterizac¢ao do bagaco do pedinculo do caju e bagaco de cana

Buscando comparar as caracteristicas fisico-quimicas do bagaco do pedinculo do

caju e da matéria-prima lignoceluldsica mais abundante na agroindustria brasileira

(bagaco de cana), foram realizadas as analises de pH, umidade, celulose, lignina, °Brix-

solidos soluveis totais, extrativos dessas matérias-primas.
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3.3.1.1. Determinacio de pH

O pH foi determinado de acordo com a metodologia de Brasil (2005);nesta andlise
foi preparada uma suspensao com 10mL de 4gua destilada e 0,5g da amostra so6lida; apos
a homogeneizacao a suspensao foi deixada em repouso durante de 30 min; depois, o pH

foi mensurado em pHmétro digital, previamente calibrado com as solugdes padrdes.
3.3.1.2. Determinacio de umidade

A umidade foi determinada de acordo com a metodologia de Brasil (2005);a
analise do teor de umidade (% b.u.) consistiu em se pesar de 3 a 5 g da amostra em
cadinho de porcelana previamente secado e tarado. Os cadinhos foram colocados em
estufa a 105 °C por 24 h.

(mi -m f)

m.

1

Umidade= x100 (3.1)

m, - massa inicial do bagago (g)

m - massa final do bagaco (g)

3.3.1.3. Teor de celulose

Os teores de celulose nos materiais utilizados foram determinados conforme
metodologia daTAPPI (2010). Para os bagagos secos e moidosforam pesados 2 g da
amostra a qual foi adicionada uma mistura de acido acético a 80% com o 4cido nitrico a
70% na propor¢ao de 10:1, v/v. As amostras foram digeridas por 60 min em refluxo a
60°C;ap0os esta etapa se adicionaram 150mL de agua destilada e se elevou a temperatura
para 105°C, por mais 60 min;no final deste periodo desligou-se o sistema e as amostras
foram filtradas a vacuo por meio de um papel de filtro quantitativo nimero 40, ja tarado;

o precipitado foi separado e determinado gravimetricamente, como celulose total.
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3.3.1.4. Teores de lignina

Os teores de lignina foram determinados de acordo com a metodologia da TAPPI
(2010); neste método 2 g das amostras livres de extrativos foram adicionadosaos 15mL
de H2SO4 (72%), v/v em um erlenmeyer de 250 mL; deixou-se o sistema acido/bagaco
agitando por 1 h, a temperatura de 40 °C; ap6s este tempo a pasta negra foi transferida
quantitativamente para um baldo de 500 mL conectados a um sistema de refluxo usando-
se aproximadamente 255 mL de 4gua destilada; para a p6s-hidrélise com acido sulfurico
a 4%elevou-se a temperatura para 105°Cque foi deixado para refluxar por 2 h;apods esta
etapa o residuo foi filtrado sendo o licor separado para determinagdo de lignina soluvel e
o residuo lavado exaustivamente com agua destilada, até remocdo do acido;apos a
filtragem e a lavagem o material retido no filtro foi denominado lignina de Klason, e

mantido em estufa a 105°C até massa constante e determinado gravimetricamente.

3.3.1.5.Teor de solidos soluveis (°Brix)

Foi determinado de acordo com a metodologia de Brasil (2005) através da
analise e concentragdo de solidos soluveis em °Brix;para isto, foram adicionados 9 mL de
agua destilada a 1g do residuo, agitados até perfeita homogeneizacdo edeixados em
suspensdo por 30 min, periodo apds o qual a suspensdo foi filtrada com algodao e feita a
leitura em refratdmetro cujo resultado foi multiplicado por dez devido a dilui¢do para
determinar o teor de so6lidos soltveis do residuo.

3.3.1.6. Analise do teor de extrativos

Nesta andlise foi obedecida a norma padronizada pela TAPPI (2010)em que
amostras de 5g de bagagco do pedunculo do caju como residuo lignocelulosico foram
submetidas a extracdo em sete solventes diferentes (acetona, tolueno/etanol (2:1), etanol
95%, ciclohexano/etanol (2:1), cloroférmio, hexano e diclorometano) em aparelho tipo
Soxhlet, acondicionadas em cartucho confeccionado em papel de filtro quantitativo
previamente tarado, durante; 8 h; em seguida, os solventes foram removidos sob pressao
reduzida em um evaporador rotatorio e os residuos obtidos no cartucho seguiram para
secagem em estufa a 105°C até massa constante, visando a determinacdo do teor de
extrativos totais. O procedimento foi realizado em triplicada para cada solvente usado ea

porcentagem de extrativos foi determinada com base na diferenga de massa.
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%Ext = " 1100 (3.2)
m.

1

Em que:

% Ext - Porcentagem de extrativos
m, - massa inicial (g)

m - massa final (g)

3.4. Hidrdlise enzimatica

O processo de hidrolise enzimatica foi dividido em trés etapas:

Primeira etapa — Utilizou-se como ferramenta um planejamento fatorial 2* em
que as variaveis a serem definidas, foram: o tipo de pretratamento acido no bagago de
cajupara retirada de hemicelulose (acido sulfurico e acido fosférico separadamente) e
deslignificacdo basica(NaOH) tempo do pretratamento 4cido e efeito da atividade
enzimatica na hidrolise do bagaco de caju apos pretratamento.

Segunda etapa - Com o material produzido nas melhores condi¢cdes da primeira
etapa, foram realizadas novamente hidroélises enzimaticas porém com maiores teores de
atividade.

Terceira etapa — Realizou-sea hidrolise enzimatica com o bagaco da cana-de-
acucar nas condigdes reportados porRueda et al. (2010) apenas para efeito comparativo
com os resultados do bagaco de caju.

O processo de hidrolise do material do bagago do caju foi uma adaptacdo das

metodologias empregadas na hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar.
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3.4.1.Primeira etapa: Planejamento experimental 2% da hidrélise enzimatica do

bagaco do caju prétratado com acidos e hidroxido de sodio

O pré-tratamento acido foi utilizado como variavel de entrada do
planejamento experimental objetivando-se verificar se os efeitos acidos influenciariam na
hidrélise enzimatica no que diz respeito a produgdo da glicose. Os acidos utilizados
foram acido sulfurico e acido fosférico. Avaliou-se a variagdo da concentragao do acido e
do tempo do pretratamento; o uso do hidroxido foi realizado sempre apos cada tratamento
acido sendo a concentragao de 1,5% de NaOH.

Nesta etapa ndo foi determinado o teor de hemicelulose, celulose e lignina
dos bagacos apos prétratamento. Optou-se por avaliar o efeito do prétratamento no
bagaco isento de acidos e base retirados por lavagem com agua destilada até pH neutro,
ap6s a hidrdlise enzimatica, visando avaliar, apenas como variavel resposta, a glicose
produzida.no tempo de 48 e 72 h.

Na Tabela 3.1 seencontram respectivamente, os niveis reais e codificados das

variaveis de entrada no processo de hidrolise da primeira etapa.

Tabela 3.1. Valores codificados e reais das variaveis de entrada

Fatores -1 0 +1
% 4acido para o pré- 0,5 2 3,5
tratamento
Tempo de 15 97 180

prétratamento (min)

Atividade das
Celulases em (FPU) 0,050 0,075 0,100
usado na hidrolise no

bagaco prétratado

Na Tabela 3.2 Estdo os valores reais e os niveis codificados dos fatores estudados
nos 11 experimentos na matriz do planejamento para a hidrolise enzimatica do bagaco de

caju para cada acido estudado, totalizando 22 experimentos.

29



Tabela 3.2. Matriz de planejamento fatorial completo 2° para o hidrolisado

prétratado com acido sulfurico e 4cido fosforico

Tempo de Atividade
pretratamento | celulolitica
Experimento %acido (min) (FPU)
1 -0,5 -15 - 0,05
2 +3,5 -15 - 0,05
3 -0,5 + 180 - 0,05
4 +3,5 + 180 - 0,05
5 -0,5 -15 +0,1
6 +3,5 -15 +0,1
7 -0,5 + 180 +0,1
8 +3,5 + 180 +0,1
9 2 97 0,075
10 2 97 0,075
11 2 97 0,075

3.4.1.1. Pré-tratamento acido

Para o pretratamento acido utilizaram-se 10 g de residuo do pedunculo do caju em
base seca em cada amostra a qual foi tratada com solugdes de acidos (4cido fosférico
pureza 85% e acido sulfurico pureza 95% marca VETEC/PA, comconcentragdes de 0,5;
2,0 e 3,5%). O pretratamento acido foi feito separadamente para cada um; em seguida,

100 mL de cada solugao junto com a amostra foram colocados em um reator de aco inox
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da Maintec Fornos INTI com controlador térmico FESORP. As reacdes foram conduzidas
na temperatura de 130 °C, nos tempos de 15, 97, 180 min, conforme combinagdo
apresentada na Tabela 3.2 do planejamento experimental. A Figura 3.2apresenta o reator

no qual foram realizados os tratamentos acidos.

Figura 3.2.Reator utilizado nos experimentos para as hidrolises acidas

Apbs o tratamento acido o bagaco foi lavado com dagua destilada at¢ pH
neutro;depois foi filtrado e o solido retido foi tratado com 1,5% de NaOH em
100°C;novamente o solido foi lavado com agua destilada até pH neutro;apds o
prétratamento acido e basico foram realizadas as hidrdlises enzimaticas variando-se as
atividades enzimaticas conforme combinacao do planejamento apresentado na Tabela 3.2.

Os tempos de hidrolises foram de 48 e 72 h para verificar qual deles apresentava

melhor resposta em termos de glicose.

3.4.1.2. Enzima usada e determinacio da atividade enzimatica
A celulase utilizada obtida foi produzida de fonte microbiana utilizando-se o
Aspergillus nigerC1184-5KU (Sigma-Aldrich).

Ométodo de NREL (2008) foi utilizado para determinagdo das celulases que se
baseiam na producdo de agucares redutores quando a enzima estd em contato com o
substrato, papel de filtro de celulose Whatman n? 1.

1) Inicialmente foram colocados, em tubos de ensaio,50 mg do papel de
filtro em contato com 1 mL de tampao citrato de s6dio 0,05 mol/L em pH 4,8.
2) Adicionou-se 0,5 mL de enzima, anteriormente diluida em tampao

citrato, em concentragdes que possam, apds processo de reducdo (etapa posterior) gerar
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aproximadamente 2 mg de agucares redutores expressos em glicose, nas condigdes de
reacdo e incubac¢do da enzima.

3) Deixou-se a enzima incubada com o substrato a 50 °C por 60 min.

4) Apo6s esse tempo foram colocados 3 mL de DNS, misturando-se bem a
solucao.

5) As solucdes seguiram para fervura durante exatamente 5 min em banho
com agua fervente; apos esta etapa os tubos foram colocados em banho de agua fria até
temperatura ambiente.

6) Adicionaram-se mais 5 mL de dgua deionizada (ou quantidade de agua
suficiente para ter leitura no espectro dentro da faixa linear de absorbancia versus
concentragdo-curva padrdo) misturando-os bem, foram feitas leituras no
espectrofotometro a 540 nm.

Obteve-se o zero do espectrofotometro com uma solu¢ao que contém 1,5mL de
tampao citrato, 3,0 mL de DNS e ap6s mistura seguem os mesmos passos das etapas 5 e
6.

Anteriormente preparou-sea realizagao dos testes de atividade, isto ¢ uma curva de
calibracao da glicose ndo so para que fosse possivel determinar a concentragao de glicose
liberadaem cada reagdo enzimadtica mas também para seguir a defini¢do de Filter Paper
Unit- FPU explicada na etapa 2).

A curva padrao foi preparada utilizando-se uma solugao estoque de glicose anidra
a 10 mg/mL em tampao citrato a 0,05 mol/L; os tubos padrdes da glicose continham as
seguintes concentragdes (6,7 ou 3,35 mg/0,5mL; 5 ou 2,5 mg/0,5 mL; 3,3 ou 1,65 mg/0,5
mL e 2 ou 1,0 mgl0,5 mL), com teores de diluicdol:1,5;1:2;1:3;1:5,
respectivamente;depois da preparagdo das amostras foram colocados 0,5 ml da amostra
padrao e 1 mL do tampao citrato e se procedeu novamente as etapas de 4 a 6.

A concentragdo da enzima estimada exatamente para 2 mg de glicose liberada
durante a reagdo enzimatica (defini¢do de Filter Paper Unity - FPU) foi feita por meio da
equagao da reta entre as concentragdes de glicose apds cada reagdo enzimatica e o0s

logaritmos das respectivas diluigdes da enzima.

32



Calculo da unidade de atividade expresso em FPU

A unidade de FPU ¢ baseada na Unidade Internacional (IU)

1 UI=1 pmol min™ de substrato convertido
= 1 pumol min™ de glicose (reducdo de aglicares em glicose) formada sobre a
reagao de hidrolise

=0,18 mg min" quando o produto ¢ glicose

A quantidade absoluta de glicose encontrada na FPU ¢ igual a diluigdo critica em
2,0 mg
2 mg de glicose = 2/0,18 umol
Esta quantidade de glicose foi produzida por 5 mL de enzima em 60 min, assim:
2 mg de glicose = 2/(0,18 umol x 0,5 mL x 60 min) = 0,37 Ul m/L
Portanto, estima-se que a quantidade de enzima na qual se encontram 2,0 mg de
glicose na FPU que reagiu, contém 0,37 unidades;

FPU = (0,37/quantidade de enzima encontrada em 2mg de glicose) m/L

3.4.1.3. Ensaios de hidrolise enzimatica

Dois gramas de bagaco de caju pretratado foram hidrolisados com a enzima
comercialmente disponivel. O bagaco pretratado foi colocado em Erlemnayers de 250
mL,juntamente com 45 mL da solugdo tampao (2g acido citrico/7g citrato de s6dio), pH
4,8, em que foi dissolvida a enzima para se ter atividades em FPU, conforme matriz do
planejamento descrito na Tabela 3.2.A hidrolise enzimadtica para sacarificagdo ocorreu
nos bagagos contidos nos Erlemnayes acondicionados na T = 50°C em incubadora shaker
(Marconi MA-420) agitada a 150 rpm, nos tempos 48 e 72 h, quando entdo foram

coletadas as amostras para determinacdo da glicose.

3.4.2. Segunda etapa: Hidréolise do bagaco de caju produzido pelo melhor

prétratamento
Nesta etapa os testes de hidrolise do bagago de caju foram realizados da mesma

forma que a da primeira, exceto que o bagaco de caju escolhido foi o que mais produziu

glicose nas condigdes submetidas ao planejamento aplicado na primeira etapa em que as
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atividades usadas para a hidrélise da segunda etapa foram 7 FPU e 5 FPU e os tempos de
hidrolise foram os mesmos, 48 € 72 h.
3.4.3. Terceira etapa: Hidrolise do bagaco de cana-de-agucar

Os testes de hidrolise do bagago da cana-de-actcar foram realizados da mesma
forma que o bagago de caju na segunda etapa, exceto que o bagago de cana nio sofreu
qualquer pretratamento.
3.5. Quantificacdo dos acucares da hidrolise

Os teores de acucares foram determinados de acordo com a metodologia
doNational Renewable Energy Laboratory - NREL (2008);as analises de agucares foram
realizadas através de cromatografia liquida, utilizando-se do HPLC;os dados do
cromatografo e as condi¢des das operagdes foram os seguintes: cromatdgrafo liquido
equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor manual com loop de 20
uL; Detector de indice de refracio modelo ProStar 356 (Varian); Coluna analitica de aco
inox Hi-Plex H (300 x 7,7 mm; Varian); Temperatura da coluna de 40 °C; Fase movel:
agua miliQ com vazdo de 0,6 mL/min; Tempo de analise: 15 min. Solu¢des padrdao
internos de acucares glicose, frutose, xilose, arabinose e sacarose (Sigma 99,99% grau

HPLC) foram utilizadas na quantifica¢ao do teor de agucares do licor.

3.6. Fermentacao alcodlica do licor sacarificado do bagaco de caju

3.6.1. Preparacio do indculo

Foram utilizados 10g da levedura selecionada ativa FT858 (industrial da GIASA)
dalinhagemS. cerevisiae,em 1L de agua destilada, 100 g de aglicar comercial e as
quantidades dos nutrientes 0,6 e¢ 0,12 sulfato de amonio e fosfato de potassio,
respectivamente, iniciando-se o processo de reativacdo da levedura. Com o auxilio de
uma bomba o sistema foi ativado e alimentado de uma garapa, a cada meia hora, durante
o tempo de 2 h sob aera¢do constante, com o objetivo de prover o oxigénio evitando, com
isto maior producao de etanol e viabilizando a reproducao celular.

Ap6s o aumento da massa celular o indculo foi centrifugado em centrifuga da
marca excelsa II modelo 206 BLcom velocidade de 1500rpm (rotagdo por minuto) e
colocado em cubetas de100 mL totalizando 400 mL para cada 5 min de centrifugacdo

com o objetivo da separacdodos s6lidos em suspensdo no meio.
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3.6.2. Inoculacio do micro-organismo no licor hidrolisado

Apoés as etapas de preparacdo do indculo seguiu-se a inoculagdo do micro-
organismo no licor hidrolisado comegando, assim, a etapa de produgdao de etanol
emerlenmeyers de 250 mL, utilizando-se30 g de levedura S. cerevisiae selecionada e
ativada modelo LNF FT-858, ja centrifugada e filtrada. O processo da fermentagao
alcodlica do bagaco do caju adaptou-se as metodologiasempregadas do artigo de Silva
(2007), adicionando-se-lhes fontes de nutrientes (fésforo e nitrogénio) nas quantidades
em g/L"',de forma a proporcionar condi¢des favoraveis ao desenvolvimento domicro-
organismo.

A fermentacdo alcoolica ocorreu em incubadora Shaker Marconi modelo MA-
420, a temperatura de 30 °C e rotacdo de 150 rpm,quando foram utilizados 60 mL de
licor, e coletadas aliquotas de 1,5 mL, em periodos regulares de 0, 2, 6, 8, 12, 24,48 ¢ 72

h, para definir o perfil cinético da fermentagdo alcodlica.
3.7.Rendimento em etanol

Os valores de rendimento das fermentacdes, representados pelo fator deconversao

de agticares totais em etanol (YP/AT) foram calculados de acordo com aEquagao 3.3

_ (Pf _PO)
Yprar (AT—ATf)

(3.3)

em que:

Pg- concentragdo de etanol no tempo final de fermentagao (g/L)

Py- concentragdo de etanol no inicio do processo fermentativo (g/L)

ATy— concentragao de Glc, Frt e Scr no inicio da fermentacao (g/L)

ATy concentragdo dos acucares Glc, Frt e Scr no tempo final de
fermentagao(g/L)

Definiu-se como tempo final de fermentagdo- t¢ o tempo correspondente amaxima

concentracdo de etanol no caldo fermentado (min).
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3.8. Produtividade total em etanol

Os valores de produtividade total em etanol de cada processo (Qp), expressosem
massa do produto formado por unidade de tempo e por unidade de volume (g/h/L) foram
obtidos por meio da Equagao 3.4, conforme defini¢ao de Gaden Junior (1959).

sendo:

PP, B4

Py concentragao de etanol no tempo final de fermentacao (g/L)
Py- concentracao de etanol no inicio do processo fermentativo (g/L)
Fi- tempo final de fermentacdo correspondente @ méxima concentracao de etanol

no caldo fermentado (min)
3.9.Eficiéncia do processo fermentativo ()

Os valores de rendimento foram comparados ao rendimentotedrico maximo obtido
nas fermentacdes alcoodlicas, que deve ser igual a 51,11% (Sharma et al., 2007). Para se

obter a eficiéncia do processo utilizou-se a Equagao 3.5.
Y /At

€= sy L0
’ (3.5)

Na Figura 3.3 estdo as etapas do processo para obtengdo do 4alcool etilico
proveniente do licor oriundo do bagaco do pedunculo do caju secado via hidrélise

enzimatica.
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Figura 3.3. Fluxograma apresentando cada uma das etapas do processamento para

obtengao do etanol
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo tem como objetivo apresentar e discutir os resultados experimentais
da caracterizagdo quimica do bagaco do pedinculo do caju e da cana e a composigao
fisico-quimica, dos prétratamentos, do estudo da hidrolise enzimatica e o estudo da
cinética da fermentacdo alcodlica do licor da hidrdlise enzimatica do bagaco do

pedunculo do caju para produgdo de bioetanol.

4.1. Caracterizacao fisico-quimica do bagaco do pediunculo do caju e da cana

Na Tabela 4.1 estdo apresentadas as composi¢des fisico-quimicas do bagaco do
pedunculo do caju e do bagago de cana.

O percentual de celulose e ligninano bagaco de cana usada para o presente
trabalho foi de 38 e 22%.,respectivamente. Dados comparativos mostram valores
similares indicando que o percentual de celulose ¢ mais baixo em relagdo ao obtido na
literatura, 37,35-25,10% e 42,8-22,1%,0s quais utilizaram o bagaco de cana nos

respectivos trabalhos (Moreira Neto et al., 2010; Gouveia et al., 2009).
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Tabela 4.1.Caracteriza¢des quimicas do bagaco de caju e cana

Unidade | Bagaco de caju Bagaco da cana
Andlises

pH 4,76 £ 0,05 5,46 + 0,05
Umidade % 7,5+0,20 3,08 £ 0,02
Celulose % 34,93 £ 0,55 38,00 + 0,02
Lignina % 23,53 +0,37 22,00 + 0,05
Extrativos % 15,13 £ 0, 005 4,48 £0,05
Solidos solaveis % 0,0 0,1

Alcantara et al. (2007) obtiveram, estudando a produgdo de pectinases utilizando
do bagaco do caju, na caracterizacao fisico-quimica do bagago seco pH de 3,66, menor
valor que o obtido neste estudo (4,76). No caso do bagaco de cana o pH encontrado por
Raia et al. (2009) de 6,88%, foi superior ao deste trabalho.isto ¢é, (5,46).Como ser
observa na Tabela 4.1 e comparando os bagacos de caju e cana, isto ¢, 7,5% e 3,08%
respectivamente, para o teor de umidade constata-se haver mais umidade no bagago do
pedinculo do caju que no bagaco de cana, cerca de 2,4 vezes. Dionisio et al. (2009)
encontraram, trabalhando com aaplicagdo de complexo enzimatico lignocelulésico para a
hidrolise de bagaco de cana de agucar obtiverampelo método da estufa até massa
constante, uma umidade superior & do da cana encontrado neste trabalho com 8%, porém
equivalente ao bagaco de caju.

Verifica-se que o teor de celulose encontrado para o bagaco do caju in natura,
apresentado por Lima (2012) de 25,60%, ¢ inferior ao encontrado neste trabalho
(34,93%). Gouveia et al. (2009) encontraram, no bagagco de cana-de-aciicar sem
prétratamento, valor superior ao deste estudo 42,8%.

O teor de extrativosdo bagaco de caju determinado neste estudo, foi del5,13%,
valor este acima do resultado encontrado no bagacgo da cana, o que foi de 4,48%, o que
deve a caracteristica do material pois o bagaco de caju apresenta mais compostos
extrativos (ceras e taninos, entre outros) que o bagaco de cana. Moreira Neto et al.
(2010), Silva et al. (2010) & Oliveira et al. (2010) encontraram estudando a
caracterizagcdo do bagaco e da palha da cana, os teores de 3,2, 6,0 e 6,2% de extrativos,

respectivamente.

39



De acordo com a Tabela 4.1, o teor de solidos soluveis dos bagagos de caju e cana
apresentou valores semelhantes, sendo 0,0 e 0,1 °Brix, respectivamente;as lavagens feitas
nos residuos do pedunculo de caju e cana retiraram os solidos soluveis.

Com a caracterizacdo (Tabela 4.1)pode-se afirmar que o bagaco de caju ¢ uma
biomassa vegetal interessante para a producao de etanol celuldsico, sendo semelhante ao
bagaco de cana-de-acucar.

4.2. Hidrolise enzimatica
4.2.1. Planejamento experimental 2° da hidrélise enzimatica do bagaco do caju pré-

tratado com acidos e hidréxido de sodio

A Tabela I, apresentada no Apéndice A, mostra as concentragdes de glicose do
processo de hidrdlise, na cinética de 48 e 72 h para diferentes atividades celuloticas,
enquanto a Tabela 4.2 sinaliza a matriz de planejamento com os resultados da
concentracdo de glicose para o tempo de 48 h.

4.2. Matriz de planejamento com a resposta concentragdo de glicose liberada
apos a hidrdlise enzimatica no licor hidrolisado do bagago prétratado com acido

sulfrico no tempo de 48 h

Glicose
Experimento | % acido Tempo de Celulase (mg/L)
prétratamento FPU
(min)

1 -0,5 -15 -0,05 2475,57
2 +3,5 -15 -0,05 134,52
3 -0,5 +180 -0,05 1288,20
4 +3,5 +180 -0,05 182,52
5 -0,5 -15 +0,1 742,35
6 +3,5 -15 +0,1 1846,35
7 -0,5 +180 +0,1 1430,18
8 +3,5 +180 +0,1 259,47
9 2 97 0,075 223,63
10 2 97 0,075 173,39
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Realizando-se uma regressao dos dados experimentais da resposta concentragao
de glicose no licor hidrolisado do bagaco do caju e se utilizando do &cido sulfurico,
obteve-se 0 modelo empirico apresentado na Equacgdo 4.1, na qual estdo os coeficientes

estatisticamente significativos, com 90% de confianca — CG — Concentracao de glicose)
CG (48 h) = 875,62 -439,18 A -254,80 T + 422,50 A. C -438,76 A T.C (4.1)
A Figura 4.1 apresenta o diagrama de Pareto para o estudo da hidrolise enzimatica

do bagago do caju utilizando-se do pré-tratamento com acido sulfurico e hidroxido de

sodio, no tempo de 48 h.

-34,9666

-34,9331

Valor absoluto

Figura 4.1. Diagrama de Pareto para a hidrélise enzimatica do bagaco do caju-

acido sulfurico (48 h)

Observa-se, na Figura 4.1, que os coeficientes estatisticamente significativos
foram: concentracdo de acido sulftrico (A), interagdo das trés variaveis (A.T.C), dupla
interacdo das variaveis concentragdo de acido e atividade enzimatica (A.C) e a
temperatura (T), em ordem de influéncia sobre a varidvel resposta concentracdo de
glicose (mg/L) no licor hidrolisado. Os coeficientes concentragdo de atividade enzimatica
(C) e as interagdes concentragdo de acido e temperatura (A.T) e temperatura e atividade

enzimatica (T.C) ndo foram estatisticamente significativos a nivel de 90% de confianga.

A Tabela 4.3 apresenta a ANOVA para a resposta em estudo.
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Tabela 4.3. Andlise de variancia da resposta concentragcdo de glicose (48 h e

acido sulfurico

Fonte de Soma Grau de Quadrado Teste F
variacao quadratica liberdade médio (Fcalculado/Ftabelado)
Regressao 5030576 4 1257644 1,38

Residuo (erro) 1294576 5 258915,2

Falta de ajuste 1293314 4

Erro puro 1262 1

Total 6325152 9

R? 80%

O Fcalculado foi de 4,86 e o Ftabelado de 3,52, sendo a razao (teste F) acima de 1,
fazendo com que o modelo empirico da regressdo dos dados experimentais da resposta
conc. de glicose (com 4acido sulfurico e 48 h de hidrolise) seja estatisticamente
significativoa nivel de 90% de confianga (Rodrigues& Ilemma, 2009);desta forma, pode-
se construir a superficie de resposta para avaliar as melhores regides de operacdo do

processo a fim de maximizar a resposta em estudo (Figura 4.2).

Glicose (48 h)

I 2400
I 2200
Il 2000
B 1800
11600
[ 1400
[ 1200
B 1000
B 500

(et aRengR oEYRTRATRT
BRE

Figura 4.2. Superficie de resposta das influéncias das varidveis de entrada

temperatura e atividade de celulase adicionada ao meio tendo a concentragao de 4cido
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se mantido constante no nivel -1, para a resposta concentracao de glicose no
licorhidrolisado no tempo de 48 h, utilizando-se de acido sulftrico e hidroxido de

sodio no pre-tratamento

Observou-se que a hidrélise enzimaticaresultou na liberagao de glicose maxima
acima de 2400 mg/L, quando se opera o processo nos niveis dasvaridveis de entrada do
pre-tratamento, 15 min, concentragdo de 4cido sulfurico de 0,5% e 0,05 FPU de celulase
e 48 h de hidrodlise enzimatica, na temperatura fixa de 130 °C;cujo estudo indicou que o
processo obteve uma eficiéncia de liberagdo de glicose do bagago, nas melhores
condi¢des, de apenas 5% do possivel (41,92 g de glicose/g bagago seco). Constatando-se
que a variavel mais influente ¢ a concentragao de 4cido sulfurico porém apenas no menor

nivel.

Silva et al. (2010) ressaltam no estudo do pre-tratamento 4cido diluido da palha de
cana-de-aguicar em reator piloto de hidrdlise, que a avaliagdo da eficiéncia desta etapa
pela conversao enzimatica da fracdo resultante do pre-tratamento (celulignina) utilizando
H,SO4 1,0% a 120°C/10min, parte da celulignina foi submetida a deslignificagdo com
NaOH a 1,0% a 100°C/1h.A conversdo enzimatica de 7,7 % para a palha de cana “in
natura” chegou a 51,4% para o material pretratado e 85,0 % para o deslignificado
utilizando-se uma carga de 15 FPU/g de lignoceluldsico para o complexo Celluclast 1.5L
na concentragdo de glicose de 55,1 g/L. Rocha et al. (2010) trabalharam com a hidrélise
de cana-de-acucar pretratado utilizando celulases de Thichoderma harzianun 10C 3844 ¢
celulose microcristalina para compara-la com um preparado comercial ( MUTIFECT). A
hidrolise enzimatica foi realizada com carga enzimatica normalizada em 25 FPU/g e
concentracdo de substrato de 40g/L, temperatura de 50°C, sob agitacao de 200rpm/96h

com uma concentracao de glicose de 20g/L.

Observou-se neste trabalho, que a adicdo de celulase no processo de hidrélise foi
muito baixa,motivo pelo qual foram realizados, apos tal conclusao, estudos com maiores
adicoes de atividade enzimatica no processo de hidrolise enzimatica (item 4.3), em busca
de maiores liberacdes de glicose no licor hidrolisado.

Observando a Tabela I (apéndice A) verifica-se que no tempo de 72 h o processo
de hidrolise enzimatica apresentou menor concentracdo de glicose no meio reacional

(licor), tanto para o pre-tratamento com acido sulfurico como com acido fosfoérico.
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De acordo com os resultados obtidos, opre-tratamentocom acido fosforico,
comparativamente ao acido sulftirico, também obteve a faixa de concentracdo de glicose
maxima de 1099,12 mg/L (0,0087 g de glicose/ g de bagago seco) obtida nas condigdes
operacionais 0,5% acido, 0,1 FPU de celulase e maior tempo de reacdo sendo que, para o
pré-tratamento com acido sulfirico sdo necessarios 15 min e para o acido fosforico, 180
min.

Considerando o estudo da influéncia da hidrolise enzimatica nas condigdes
de 48 ¢ 72 h com os acidos sulftrico e fosforico,seu uso leva a solubilizagao de parte da
lignina mas a quantidade que sobra ainda prejudica a etapa de hidrélise, levando a baixos
rendimentos. Para melhorar a susceptibilidade na hidrolise enzimatica foi adicionada a
etapa de deslignificacdo com hidroxido de s6dio;o desempenho da hidrolise enzimatica
melhorou significativamente quando o bagago pretratado com 4cido sulfurico apresentou
bom rendimento na producao de glicose.

Observa-se nitidamente, pelos dados da Tabela I (Apéndice A), que o tempo de 48
h foi melhor para o processo de liberacdo de glicose no meio e que o 4cido sulftrico
apresenta maior influéncia no processo final de hidrélise enzimatica (pre-tratamento com
acido sulfurico e posteriormente com hidréxido de sodio).

Alkasrawi et al. (2003) estudaram o efeito do pre-tratamento com 4cido diluido e
da deslignificacdo alcalina na remocao de hemicelulose e de lignina da palha de canae
obtiveram valores da celulose de 39% e da lignina de 22,5%.Para o presente trabalho ndo
foram determinados o teor de lignina nem da hemicelulose apds o tratamento com
hidroxido de sédio e os acidos sulftrico e fosforico, respectivamente, de vez que o pre-
tramento foi uma variavel de entrada ao ser analisada no planejamento experimental.

Rueda et al. (2010) obtiveram, por meio de um pre-tratamento acido com o
bagaco da cana (0,5% de concentracdo de 4cido sulfurico ou acido fosférico, 10% (m/v),
130°C e tempo de reacdo de 15min) uma concentragdo maxima de glicose de 414,9 mg
de glicose/bagaco para o pre-tratamento com acido sulfurico e 404,5 mg/bagago para o

prétratamento com acido fosforico.
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4.3.Aumento da adicio da atividade enzimatica da celulase

Buscou-se, apds o estudo do item anterior, verificar a hidrélise enzimatica do
material lignocelulosico, bagago do pedinculo do caju prétratado,0,5% de
concentragdo de acido sulfurico, 10% (m/v), de bagaco, 130 °C, e tempo de reagdo de
I5minelevando a atividade enzimatica e aumentando a concentragdo de enzima no
meio. A verificacdo da hidrélise enzimatica ocorreu através da observacdao da

liberacao da glicose com o tempo no meio reacional (licor hidrolisado).

A Tabela 4.4 apresenta o acompanhamentodas concentragdes de glicose dos

processos de hidrdlises enzimaticas, nas condi¢des deagitagdo de 150 rpm, temperatura

de 50 °C em solugdo tampao acido citrico-citrato de soédio pH = 4,8 + 02

Tabela 4.4.Concentragao de glicose dos processos de hidrdlises

Bagaco de caju Bagaco de cana

Tempo glicose glicose

(h) mg/L mg/L

5,25 FPU de celulase

12 18.540,59 19.653,79

24 20.200,82 17.565,29

48 22.283,81 18.104,84

72 25.103,95 22.201,02

7 FPU de celulase

12 24.573,36 20.922,51

24 24.444,17 22.466,68

48 22.973,63 24.011,00

72 21.274,73 22.841,33
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Constata-se, na Tabela 4.4, que para uma atividade enzimatica de 5,25 FPU de
celulase a quantidade de glicose produzida foi de 25103,95 mg/L do bagaco do caju e
22201,02 mg/L do bagago de cana, no tempo de 72 h; a liberagdo maxima de glicose
nessa hidrolise enzimatica foi observada para o substrato bagaco de caju.

Com o aumento da adi¢do de celulase para a atividade de 7 FPU,os melhores
valores da concentracdo de glicose no meio reacional foram para o bagago de caju, de
24573,36mg/L em 12 h de hidrélise e para o bagaco de cana de 24011,00 mg/L em 48 h
de hidrolise. Rueda et al.(2010)estudaram a produgdo de glicose por hidrolise enzimatica
do bagaco de cana prétratado com dois acidos diluidos e obtiveram o melhor resultado
com o 4cido sulfurico com liberagdo méaxima de glicose de 414,9 mg de glicose/g bagacgo.

Com a avaliacdo do processo de conversdo enzimatica da celulase em agucares
fermentesciveis, o desempenho da hidrolise enzimatica com 7 FPU apresentou, para o
bagaco do caju no tempo de 12 h, uma concentragdio de glicose no licor
hidrolisadocomparado com o méximo possivel (43,54 g/g celulose) de 56,13% enquanto
para o bagaco de cana, 48,86% do maximo (49,14 g/g celulose) no tempo de 48h. Para
aumentar a eficiéncia da hidrolise sera necessario aumentar a adi¢cao de enzima, atividade
enzimatica que devera ser acima de 7 FPU.

O material lignoceluldsico dobagaco do pedunculo de caju apresenta potencial
promissor na obtencdo de etanol celulosico;o bagaco da cana ja ¢ um material bastante

estudado no Brasil e j& comprovado o seu potencial na obtencao de bioetanol.

4.5.Cinética da fermentacao

4.5.1. Estudo da cinética da fermentacao alcodlica

Com o licor hidrolisado enzimaticamente, realizou-se o estudo da cinética de
fermentagdo alcoodlica.

A Figura 4.3 apresenta a cinética de consumo dos aglicares e da producdo de
etanol, nos experimentos dos 3 graficos no ponto central do planejamento experimental,
por meio da levedura industrial Saccharomyces cerevisiae (cedida gentilmente pela
GIASA), sendo o licor hidrolisado enzimaticamente suplementado com NH4SO4 sulfato
de amoénio e KH,PO, fosfato de potéssio;os perfis cinéticos da fermentacdo para os outros

experimentos do planejamento experimental sdo mostrados no Apéndice B.
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Figura 4.3.Perfil cinético do consumo da glicose para producdo do etanol nos
pontos centrais na T= 30°C, pH= 4,8, concentracdo de NH4S04=0,6 g/Lconcentragio
de KH,P04=0,12 g/LL econcentragao da levedura 10g/L

Figura 4.3a semelhanga no comportamento dos perfis cinéticos, no que diz
respeito ao consumo do agucar, sinaliza que em aproximadamente 8 h de fermentagdo
todo o agucar foi consumido. Sousa et al. (2010) objetivarama producdo de etanol por
fermentagdo do suco de cinco diferentes variedades de caju, identificada como clone 09 e
clone 209. O micro-organismo utilizado foia levedura S. cerevisiae comercialmente
disponivel, os experimentos foram realizados diretamente no suco ndo clarificado na
temperatura de20°C por 6 h.Durante o processo fermentativo acompanhou-se o consumo

deglicose, a producao de etanol e o crescimento da biomassa, cujos os resultados obtidos
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indicaramque o suco obtido do clone 209 apresentou uma producdo maior de etanol
(88,83g/L) e maiorvelocidade de crescimento celular, ndo consumindo toda a glicose
presente no meio decultivo, mas apresentando menor velocidade de consumo de
substrato.

No trabalho deSouza et al. (2010) o tempo de 5 h de fermentagdo foi suficiente
em todos os experimentos para o maximo consumo de substrato. No presente trabalho
verifica-se comportamento similar para o perfil cinético da concentragdo de etanol nos
experimentos porém o tempo de fermentagdo foi de 8 h ocorrendo tendéncia de
estabilizacdo da produg¢do de etanol devido ao esgotamento de substrato e a desaceleragao
do crescimento microbiano.

Silva (2010) obteve em estudo realizado com o objetivo de produzir bioetanol
carburante empregando uma concepcao de processo denominado SSF (Simultaneous
Saccharification and Fermentation) a partir da celulose contida no residuo oriundo do
sistema de decantacdo da industria de celulose e visando estabelecer condi¢des que
aumentassem a produtividade e a eficiéncia do processo, a maxima concentragdo de
etanol quando o processo SSF foi conduzido em frascos agitados, 77,6 g/L, em 64 h,
empregando Saccharomyces cerevisiae de panificacdo. Quando o autor utilizou um
biorreator fermentando o hidrolisado por uma cepa industrial de S. cerevisiae codificada
como JP1, o melhor resultado foi obtido da fermentacao conduzida por 64 h, 74,6 g/L de
etanolutilizando celulases comerciais (Multifect) e suplementando o hidrolisado
enzimatico com fontes de fosfato e nitrogénio e solugdes de sais minerais e acido citrico.

A Tabela 4.5apresenta a matriz de planejamento e os resultados dos parametros
cinéticos (Y, %Conversdo e produtividade volumétrica).De acordo com a metodologia
descrita, realizou-se a cinética da fermentacao com o licor hidrolisado enzimaticamente
utilizando-se diferentes concentragdes de levedura dos sais NH4SO4 ¢ KH,PO4 (como
fontes de N e P) para os respectivos experimentos. Obtendo-se, como resultado, os
pardmetros cinéticos de rendimento tedrico, percentual de conversio de etanol e

produtividade no pico de maior concentragao de etanol.
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Tabela 4.5 Valores dos pardmetros cinéticos da fermentagao alcodlica do licor

hidrolisado enzimaticamente

Experimento| -¢vedurd | (NSO, 1 KILPOL -y | Convigi Prodpico)

(g/L) (g/L) (g/L) (g/g) (%) (g/L h)
1 5 0,3 0,05 0,317 0,621 0,381
2 15 0,3 0,05 0,348 0,680 1,253
3 5 0,9 0,05 0,349 0,684 0,840
4 15 0,9 0,05 0,386 0,756 1,393
5 5 0,3 0,19 0,427 0,835 2,052
6 15 0,3 0,19 0,383 0,750 0,921
7 5 0,9 0,19 0,422 0,825 2,028
8 15 0,9 0,19 0,453 0,887 1,635
9 10 0,6 0,12 0,460 0,901 1,660
10 10 0,6 0,12 0,382 0,747 1,377
11 10 0,6 0,12 0,353 0,692 1,275

A andlise dos efeitos das variaveis independentes sobre o rendimento do substrato

em etanol.na condicdo de maior concentragdo de etanol representado pelo diagrama de

Pareto encontra-se apresentada, na Figura 4.4.

2,168565

Valor absoluto

I
p=

05

Figura 4.4.Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes

sobre o rendimento na fermentacao da hidrolise enzimatica do bagago do caju
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A andlise dos efeitos das varidveis independentes sobre o % de conversdodo
substrato em etanol na condi¢do de maior concentracdo de etanol, representado pelo

diagrama de Pareto, esta apresentada, na Figura 4.5.
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Figura 4.5.Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes

sobre 0 % de conversdo na fermentacdo do hidrolisado enzimatico do bagaco de caju

A analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a produtividade em etanol,
na condicdo de maior concentragdo de etanol, representado pelo diagrama de Pareto, esta

apresentada, na Figura 4.6.
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Figura 4.6.Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis
independentessobre a produtividade na fermentacao da hidrdlise enzimatica do bagaco

de caju

Observando o diagrama de Pareto verifica-se que as varidveis de entrada

rendimento tedrico (Y,s) ¢ % de conversdo ndo apresentam influéncias estatisticamente
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significativas a nivel de 95% de confianga. Verificando-se, entdo, que com os niveis das
variaveis estudadas na cinética de fermentacdo alcoolica, ndo houve influéncias nos
parametros cinéticos estudados, ou seja, pode-se concluir que com os resultados da
Tabela 4.4, pontualmente, por cada experimento, o experimento 8§ apresentou resultado
similar ao 9, ndo se verificando a resposta produtividade, sendo este Ultimo o que
apresentou os melhores valores dos parametros cinéticos. Nos experimentos 8 (15g/L
levedura, 0,9 g/LL amonio e 0,19 de fésforo) e 9 (10g/L levedura, 0,6g/L de amonio e 0,12
g/L de fésforo),obtiveram-se 13 g/L de etanol porém nas condi¢des do experimento 9 a
quantidade de reagente e de levedura utilizados ¢ menor indicando que o metabolismo da
levedura ja atingiu a eficiéncia maxima. Fica evidenciado, também, que todo o agtcar ¢
consumido em 8 h e praticamente todo etanol ¢ produzido em 8 hde processo.

Para a resposta produtividade os efeitos das variaveis sdo significativos, como
mostra a Figura 4.6. Assim foi calculada a significancia do modelo através da ANOVA e
se verificou-se que o modelo ¢ estatisticamente significativo a nivel de 95% de confianga,

pois o teste F esta acima de 1 (Rodrigues & Iemma, 2009).

Tabela 4.6.Resultado da andlise de variancia ANOVA para a resposta

produtividade
Fonte de Soma Grau de Quadrado Teste F
varia¢ao quadratica liberdade médio (Fcalculado/Ftabelado)
Regressao 2,045209 2 1,023 16,77/4,46=3,76
Residuo (erro) 0,484934 8 0,061
Total 2,530143 10
R? 80,1%

Sendo o modelo da regressdao dos dados experimentais da resposta produtividade
da fermentacao alcoodlica do licor da hidrolise enzimatica, pode-se construir a superficie
de resposta, Figura 4.7.

Observa-se, pela Figura 4.7, que fixando a fonte de fésforo no nivel +1 (0,19 g/L)
e a concentragdo de levedura no nivel -1 (5 g/L), para qualquer valor de concentragdo da

fonte de nitrogénio, obtém-se a produtividade em torno de 2 g/L h.

51



QTR YR TR A

Figura 4.7. Superficie de resposta das influéncias das varidveis concentracao
de levedura e fonte de nitrogénio, fixando a fonte de fosforo no nivel +1, para a

resposta produtividade da fermentacao alcoolica do licor da hidrolise enziméatica

Analisando as 3 varidveis de entrada estudadas sobre a influéncia dos parametros
cinéticos, concluiu-se que, para obter melhor eficiéncia da fermentagdo alcodlica tendo
como funcdo objetiva 0 maximo de % de conversdo do acglicar em etanol, deve-se operar
o processo fermentativo nos niveis de concentragdo de levedura no ponto central (10
g/L), fonte de nitrogénio (0,6 g/L) e fonte de fosforo (0,12 g/L), ou seja o experimento 9.

Lima et al. (2012) obtiveram, estudando a producdo de bioetanol utilizando a
hidrolise 4cida na matéria-prima sisal, eficiéncia de fermentacao alcoolica de 92% com a
levedura industrial Saccharomyces cerevisiae. A hidrolise acida do bagago mais eficiente
foi empregada nas condi¢des de 3% de H,SO4na temperatura de 160 °C na razio bagago:
acido de 1:10, obtendo a liberagdo méaxima de glicose no licor de 5,8 g/L; comparando

com o presente trabalho, observa-se que a eficiéncia (% conversdo) foi de 90% ouseja

praticamente semelhante a do trabalho do sisal.
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5. CONCLUSOES

1. A composi¢do do bagaco do cajuusado neste trabalho apresenta-se como fonte
promissora de celulose para a hidrolise enzimatica, objetivando o bioetanol.

2. No estudo comparativo dos pre-tratamentos com os acidos sulfurico e fosforico
em func¢do do tempo e da concentragdo, observou-se que o pre-tratamento com 0,5% de
acido sulftrico no tempo de 15 min e a hidrélise do bagago tratado em 48 h,obteve o
maior rendimento de glicose, 2475,57 mg/L, do bagago seco, operando-se com baixa
atividade enzimatica.

3. Com o aumento da carga de atividade enzimatica, as melhores condigdes foram
para a maior liberagdo da glicose do bagaco 7,0 FPU/g bagaco seco. O bagaco de caju
teve melhor eficiéncia no tempo de 12 h, uma concentragdo de glicose no licor
hidrolisado de (24573,36mg/L) enquanto para o bagago de cana (24011,00 mg/L) no
tempo de 48h.

4. No estudo da cinética de fermentacao alcodlica conclui-se que para se obter
melhor eficiéncia na fermentagao alcodlica tendo como fungdo objetiva o maximo de
%conversao do aglicar em etanol, deve-se operar o processo fermentativo nos niveis de
concentragdo de levedura no ponto central (10 g/L), fonte de nitrogénio (0,6 g/L) e fonte
de fosforo (0,12g/L) com uma eficiéncia de 90%.

5. Para a resposta produtividade obtém-se valor maximo em torno de 2 g/L h.
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5.1. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. O estudo da hidrélise enzimatica para maximizagdo da eficiéncia do processo
utilizando o bagago do pedunculo do caju seco.
2. Avaliagao de caracteristicas fisicas, quimica e estruturais da lignina proveniente
do bagaco de caju pré-tratado para que seja possivel seu aproveitamento.
3. Outras formas de aproveitamento do residuo (licor) do processo de pré-
tratamento da hidrolise enzimatica, como producao de xilitol.
4. O bagago de caju podera ser uma fonte alternativa de matéria-prima para

produgdo de etanol lignocelulosico.
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Tabela I. Quantidade de glicose liberada apds a hidrélise enzimatica do bagacgo pré-tratado com acido sulfurico e acido fosforico

por 48 e 72 h de hidrélise enzimatica.

48 h de hidrolise enzimatica

72 h de hidrolise enzimatica

Tempo de FPU/g Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose
pré- %dcidos |  bagago (mg/L- | (gdeglicose/g | (mg/L- | (gde glicose/g (mg/L- | (gdeglicose/g | (mg/L- | (gde glicose/g
tratamento seco H,S0,) | debagagoseco- | H;PO,) | de bagago H,S0,) de bagago H;PO,) de bagago
(min) H,S0,) seco- HyPO) seco- H,S0,) seco-H;PO)
0,05 2475,57 0,0201 138,86 0,0011 185,33 0,0014 408,94 0,0032
03 0,1 742,35 0,0060 696,41 0,0056 1195,67 0,0095 735,58 0,0058
15 0,05 134,52 0,0011 128,57 0,0010 1258,46 0,0099 405,50 0,0031
- 0,1 1846,35 0,0150 352,67 0,0029 548,34 0,0043 527,83 0,0041
0,075 | 223,63 0,0018 208,22 0,0017 181,53 0,0015 24223 0,0019
97 0,075 173,39 0,0014 140,34 0,0011 175,80 0,0013 198,56 0,0015
20 0,075 108,64 0,0009 190,48 0,0015 71,39 0,0574 178,36 0,0014
0,05 1288,20 0,0104 42419 0,0034 1284,65 0,0101 379,25 0,0030
- 0,1 1430,18 0,0116 517,29 0,0042 2174,69 0,0017 1099,12 0,0087
180 0,05 182,52 0,0015 295,25 0,0024 157,83 0,0012 126,61 0,0010
. 0,1 259,47 0,0021 678,58 0,0021 337,25 0,0027 301,53 0,0023
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Figura 4.3.Perfil cinético do consumo da glicose para produgdo do etanol nos pontos
centrais na T= 30°C, pH= 4,8, concentra¢do de NH4S04=0,6 g/L concentragdo de
KH,P04=0,12 g/L,concentragdo da levedura 10 g/L



