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RESUMO
SANTOS, H. T. L. Avaliacdo da torta de macauba como insumo para producdo de
bioetanol. UFVVJM. Diamantina-MG. 2011, 85p. (Dissertacdo de Mestrado em Quimica, area
de concentragdo: Quimica Organica.

Para a manutencdo das préaticas econdmicas e socio-culturais construidas sobre a
exploracdo e transformacao do petréleo, faz-se necessario criar alternativas que ndo rompam
de forma estanque com as praticas industriais hoje vigentes. Nesse contexto, o uso de
biomassas para a producdo de combustiveis liquidos que alimentem motores & combustdo
permite sustentar praticas antigas com novos beneficios. Dessa forma, a presente dissertacéo
teve por objetivo avaliar o potencial da torta de macauba, um coproduto da industria de 6leos
vegetais, como insumo para producdo de bioetanol. Tal objetivo foi trabalhado através de
estudos de sacarificacdo da torta de macalba com posterior processo fermentativo. A
biomassa em questdo foi caracterizada quimicamente, o que indicou a presenca de
aproximadamente 50% de carboidratos, distribuidos em, 23,16 = 0,95 % de amido, 11,49 +
1,08% de celulose, 9,6 £ 0,79% de hemicelulose e 11,48 + 0,62 % de acUcares sollveis. Para
a primeira intervencdo da despolimerizacdo dos polissacarideos presentes na torta de macauba
foi realizado um planejamento experimental fatorial 2°* com 5 fatores e 4 pontos centrais
com as seguintes variaveis: concentracao de acido sulfurico, tempo de pré-tratamento acido,
razdo solido/liquido, concentracdo de amiloglicosidase e concentracdo de celulase. Na
sequéncia, 0 processo de sacarificacdo foi otimizado com o uso de delineamento composto
central rotacional 2°, com 3 fatores, 4 pontos centrais e 6 pontos axiais, onde foram avaliadas
as concentracdes de &cido sulfarico, amiloglicosidase e celulase. Um hidrolisado obtido em
condicdo otimizada com 92% de eficiéncia foi submetido a destoxificacdo com carvéo ativado
e, em seguida, foram realizados ensaios de fermentabilidade conduzidos como as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Pichia stipitis. A levedura S. cerevisiae se mostrou resistente ao
hidrolisado ndo destoxificado, apresentando Yps de 0,49. P. stipitis mostrou-se susceptivel ao
meio ndo destoxificado, mas foi capaz de converter 99% dos agUcares redutores presentes no
meio destoxificado. A torta de macauba apresentou potencial consideravel para producéo de
bioetanol. A partir dos dados de bancada é possivel estimar uma producdo de 1041 de etanol
por tonelada de torta de macauba.

Palavras-chaves: Macauba, sacarificacdo, fermentacdo, bicombustivel, Pichia stipitis.



ABSTRACT
SANTOS, H. T. L. Evaluation of the macauba’s (macaw palm) coconut cake as an input
for production of bioethanol. UFVJM. Diamantina-MG. 2011, 85p. (Master Thesis in
Chemistry, area of concentration: Organic Chemistry).

For the maintenance of economic and socio-cultural practices built on the exploitation
and processing of oil it is necessary to create alternatives that do not break so tight with
current industrial practices. In this context, the use of biomass to produce liquid fuels that are
fed into to combustion engines allows to sustain old practices with new benefits. Thus, this
dissertation aimed to evaluate the potential of macaw palm coconut cake, a co-product of
vegetable oil industry, as an input for bioethanol production. This goal was worked out
through studies of the process of saccharification of macaw palm coconut cake with
subsequent fermentation. The biomass in question was characterized chemically, what
indicated the presence of approximately 50% of carbohydrates, among which, 23,16 + 0,95%
of starch, 11,49 + 1,08% of cellulose, 9,6 + 0,79% of hemicellulose and 11,48 + 0,62% of
soluble sugars. For the first intervention of deconstruction of the polysaccharides present in
the macauba cake it was held a 2> factorial experimental design with five factors and four
central points with the following variables: concentration of sulfuric acid, time of acid
pretreatment, solid / liquid ratio, amyloglucosidase and cellulose concentrations. Following,
the saccharification process was optimized using central composite rotational design 2°, with
three factors, four central points and six axial points, whereas the concentrations of sulfuric
acid, cellulose and amyloglucosidase were evaluated. A hydrolyzed obtained in optimum
condition with 92% efficiency was subjected to detoxification with activated charcoal and
then, fermentability assays were carried out with yeasts Saccharomyces cerevisiae and Pichia
stipitis. The yeast S. cerevisiae has proved resilient to the non-detoxified hydrolyzate and
presented Yps of 0.49. P. stipitis was found to be susceptible to the non-detoxified medium,
but it was able to convert 99% of reducing sugars present in the detoxified medium. The
macaw palm coconut cake showed considerable potential for bioethanol production. From the
lab bench data it is possible to estimate a production of 104 | of ethanol per ton of macaw
palm coconut cake.

Keywords: Macaw palm, Saccharification, Fermentation, Bioethanol, Pichia stipitis
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PARTE | INTRODUCAO

1 CONTEXTUALIZACAO E RELEVANCIA DO PROBLEMA

A autossuficiéncia energetica € tida como pré-requisito fundamental para o
crescimento e bem estar de uma nagdo. A crise do petrdleo deflagrada na década de 70
acarretou prejuizos marcantes a economia global devido ao rumo incerto de politicas das
nacOes produtoras de petroleo localizadas no Oriente Médio. Desde entdo, diversas nacoes
situadas em todos os continentes do globo deram inicio a programas de pesquisa e
desenvolvimento com o objetivo de se tornarem autossuficientes em termos energéticos. No
Brasil, 0 Programa Nacional do Alcool (Proalcool), instituido pelo Governo Federal em 1975
(BRASIL, 1975), fomentou o uso do etanol, produzido a partir do caldo da cana-de-agucar
como combustivel veicular. O desenvolvimento tecnoldgico gerado dentro deste programa
levou o pais a uma posicdo de destaque no cenario mundial (CANILHA, 2010).

O baixo preco do petroleo na década de 80 desestimulou fortemente o
desenvolvimento de processos industriais baseados na utilizacdo de matérias-primas
renovaveis para a producdo de bens de consumo. Assim, embora sejam notdrios 0s avangos
conseguidos pelo Brasil na producdo de etanol de cana-de-agucar (etanol de primeira
geracdo), pouco foi investido no desenvolvimento de tecnologias para a producédo de etanol de
biomassas lignocelulosicas (etanol de segunda geragéo).

Nas ultimas duas décadas, a crescente preocupacdo mundial com as consequéncias de
uma cultura tecnologica baseada no petroleo e seus efeitos sobre o meio ambiente, colocou os
biocombustiveis no centro das atengdes e interesses. Diversos paises, dentre eles o Brasil,
procuram 0 caminho do dominio tecnoldgico dos biocombustiveis, tanto no ambito
agrondémico como industrial, o que devera provocar fortes impactos na economia brasileira e
na politica de inclusdo social do pais. Com o0 uso do 6leo vegetal na cadeia produtiva de
biocombustiveis é esperado, no Brasil, 0 aumento da demanda por plantas oleaginosas e
consequentemente da oferta de fibras vegetais resultantes da extracdo do 6leo (ABDALLA,
2008). Tal fato contribuird para a implantacdo de um campo promissor de tecnologias que
visem aproveitar tais residuos para producdo de bioetanol. De acordo com DEMIRBAS
(2011), materiais como lixos urbanos e residuos industriais sdo fontes que, com tecnologia
adequada, poderiam suprir a demanda de energia. Quanto as biomassas lignocelulésicas, cabe

mencionar que muitas destas estdo disponiveis em abundancia e, em alguns casos, séo



problemas ambientais em funcdo do seu acumulo sem finalidade e/ou destino. Sendo assim,
seu uso para producédo de bioetanol sugere vantagens, pois além de evitar a concorréncia pelo
uso da terra com culturas alimentares, agregaria valor a tais matérias-primas, gerando divisas
para o Estado, bem como, contribuiria para reducdo de possiveis problemas ambientais
causados pelo excesso de tais residuos.

E neste contexto que a presente dissertacio foi desenvolvida. Avaliando o potencial de
uma biomassa residual derivada da extracdo de Oleo vegetal para o desenvolvimento de
processo tecnologico de producdo de etanol, pretende-se contribuir com os esforcos feitos
para viabilizacdo de projeto global com intuito de substituir recursos fosseis por outros

renovaveis.



PARTE Il OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0 uso e a eficiéncia da torta de macalba como insumo para producdo de

bioetanol.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar a composi¢do centesimal, incluindo as fracbes de amido, celulose e
hemicelulose, da torta de macauba (Acrocomia aculeata).

2- Avaliar os efeitos dos fatores concentra¢do do acido sulfurico, razdo sélido/liquido, tempo
e concentracdo de enzimas sobre o processo de hidrolise quimio-enzimatica da torta de
macauba através do uso de planejamento fatorial.

3- Otimizar processo de sacarificacdo enzimatica da torta de macalba através de
planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta.

4- Realizar estudos de fermentabilidade do hidrolisado enzimético da torta de macauba
utilizando como agentes fermentativos as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia

stipitis.



PARTE 111 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 BIOCOMBUSTIVEIS E ETANOL DE 2* GERACAO

O alcool etilico, etanol, ingressou legalmente na matriz energética nacional a partir do
decreto 19.717, de 1931, que obrigava a adi¢cdo de 5% de bioetanol anidro a gasolina e fora
assinado por Getulio Vargas. Inicialmente, a obrigatoriedade da mistura do etanol se
restringiu a gasolina importada, sendo posteriormente exigida também na gasolina nacional.
Foi com o programa Pré-alcool, na década de 1970, que o etanol combustivel tomou forca e
foi integrado ao leque de combustiveis nacionais. Esse combustivel € proveniente da
fermentacdo do caldo gerado pela moagem da cana-de-acucar, hoje conhecido como
biocombustivel de primeira geragdo. Essa denominacao, biocombustivel de primeira geragéo,
é dada para combustiveis obtidos a partir de agucar, dleos vegetais ou gorduras animais, que
usam tecnologias convencionais (DEMIRBAS, 2011). Ainda de acordo com Demirbas
(2011), etanol de segunda geracao pode ser entendido como o etanol proveniente de residuos,
sejam eles agroindustriais ou urbanos, utilizando para isso uma tecnologia mais avancgada.
Exemplos de fonte para esse tipo de combustivel sdo as cascas de trigo, de arroz, bagaco da
cana, tortas das oleaginosas ap0s a extracdo do 6leo para producdo do biodiesel e residuos
florestais.

Para a obtencdo de etanol a partir dessas biomassas € necessario um aparato
tecnoldgico mais sofisticado capaz de produzir aglcares fermentesciveis, provenientes da
fracdo lignoceluldsica (celulose, hemicelulose e lignina), o que pode tornar este
biocombustivel mais oneroso quando comparado com o etanol de primeira geragéo.
Dependendo da tecnologia empregada na producdo de biocombustiveis, é dada uma

classificacéo distinta, a qual pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 -Classificacdo dos biocombustiveis quanto a tecnologia de produc&o.

Geracao Matéria prima Exemplo

1°geracdo Acucar, amido, 6leo vegetal Bioetanol, biosyngas, biogas

2° geracdo Palha de trigo, madeira, bagaco de cana | Bioetanol, bio6leo, biohidrogénio

3°geragéo Algas Biodiesel e 6leos vegetais

4° geragéo Biodiesel Bioquerosene, biogasolina
Fonte: (DEMIRBAS, 2011).




A producdo do etanol de segunda geracdo depende do emprego tecnoldgico e das
operacOes unitarias para sua obtencdo. Avaliar essas duas condigdes é importante para fazer
com que o bioetanol de segunda geracao se torne viavel economicamente. De maneira sucinta,
na Figura 1 encontram-se ilustradas as principais diferencas do fluxo de producéo entre o

bioetanol de primeira e segunda geracao.

( Fluxo de obtencéo do Bioetanol de Primeira Geracao \
Fermentacao Bioetanol e Recuperagao
Glicose » | Dioxido de e Destilagdo | gjpetanol
T carbono "
Fermento

Fluxo de obtencéo do Bioetanol de Segunda Geragéo

Recuperacéo
Biomassa | Sacarificagdo Fermentagio | Bioetanole | e Destilacio
lignocelulésica | — 5 > | Glicose | ——F— D'%X'd‘)de ——» | Bioetanol
T T carbono

Enzimas Fermento

K celuloliticas /

Figura 1: Fluxo de producdo de bioetanol de primeira e segunda geracdo, segundo
Goldemberg (2009).

A demanda por bioetanol, nos mercado nacional e internacional, tende a aumentar em
funcdo da sua versatilidade e disponibilidade de matérias primas. Como exemplo tem o
aumento expressivo da comercializacdo de carros com motor flex-fuel, os quais foram
implantados a partir de 2003. Na Figura 2 encontra-se o perfil da demanda por carros movidos
a alcool no Brasil desde a época do Pro-alcool até o ano de 2007. Na Figura 2 pode-se
perceber que houve um declinio na sua venda na década de 90, havendo recuperacdo quando

se passou a produzir carros flex.
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Fonte: Associacdo Nacional dos Fabricantes de Veiculo (ANFAVEA)

Figura 2: Perfil da demanda por carros movidos a alcool.

Se as usinas sucroalcooleiras utilizassem ndo somente o caldo de cana-de-agucar, mas
também o bagaco como fonte de carboidratos, seria possivel aumentar em torno de 30%
(BNDES e CGEE, 2008) a producéo de etanol sem aumentar a demanda por uma maior area
de plantio da cana. Uma comparacao entre as diferentes culturas utilizadas na producao de
bioetanol é apresentada na Figura 3. Nesta figura, podem ser observados os indices de
produtividade por unidade de area cultivada. Os resultados obtidos na Figura 3 correspondem
as lavouras em condicbes de boa produtividade, que em alguns casos podem implicar
elevados uso de insumo, tendo sido tomadas da literatura. As tecnologias industriais
empregadas para a conversdo de acglcares em bioetanol podem ser consideradas maduras e
disponiveis, exceto as referentes a hidrolise de materiais lignocelulésicos, ora em
desenvolvimento, adotadas para obtencédo de bioetanol da parte celulosica das biomassas. Para
a cana, na Figura 3, considera- se uma producdo de 80 toneladas de cana por hectare, uma
produtividade de 85 litros de bioetanol por tonelada de cana processada e a utilizagdo de 30%
do bagaco disponivel e metade da palha, convertida em bioetanol a razdo de 400 litros por
tonelada de biomassa celulosica seca (BNDES e CGEE, 2008). Neste cenario, a queima da
palha, atualmente deixada no campo, poderia suprir, pelo menos em parte, as necessidades
energéticas das usinas de processamento (ANFAVEA, 2008).

Na Figura 3 é possivel observar a produtividade média de etanol por area da cana-de-

acucar comparada com outras culturas.
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Fonte: Modificado de Global Petroleum Club (GPC, 2008).

Figura 3: Produtividade média de etanol por area para diferentes culturas agricolas

A demanda por etanol ndo se limita apenas ao setor de veiculos. O setor de biodiesel
também possui interesse na producdo do bioetanol, pois este combustivel pode ser usado de
forma integrada na producdo do biodiesel, ou seja, a biomassa gerada ap0ds a extracdo do dleo
para producdo de biodiesel pode ser empregada na obtencédo de bioetanol (FERRARI, 2005;
KIM, 2004).

O biodiesel pode ser produzido por duas rotas quimicas: metilica e etilica (Figura 4).
Na rota metilica, como o nome sugere, o metanol é usado como reagente, enquanto na etilica,
0 reagente € o etanol. Uma das vantagens dessa integracéo é a utilizacdo de um combustivel

renovavel, uma vez que o metanol é derivado do petréleo, enquanto que o etanol é um

combustivel renovavel.
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Figura 4: Metanol e etanol participando como reagente na rota de producao do biodiesel.

2 RESIDUOS DA CADEIA PRODUTIVA DO BIODIESEL

A entrada do biodiesel na matriz energética brasileira estimulou estudos para aumentar
a produtividade de culturas de oleaginosas e o desenvolvimento de tecnologias para o
aproveitamento de co-produtos gerados (residuo vegetal e a glicerina) (PARENTE, 2003).
Algumas espécies de oleaginosas estdo recebendo atencdo especial em funcdo da grande
quantidade de Oleo presente em seus grdos. Na Tabela 2 sdo apresentadas espécies

oleaginosas que podem ser exploradas como fonte de 6leo para a industria do biodiesel.

Tabela 2: Produtividade de diferentes espécies vegetais em Kg de éleo por hectare.



. . . . Nome Kg
Vegetais Nome Cientifico Kg 6leo/ha  Vegetais Cientifico 6leo/ha
Milho Zea mays 145 Tungue Aleurites fordii 790
Ca}s,tannha de Anqcardlum 148 Girassol Helianthus 800
caju occidentale annuus
Aveia Avena sativa 183 Cacau Theobroma 863

cacao
Palma Erythea ) 189 Amendoim Arachis 890
salvadorensis hypogaea
'tl)'remogo Lupinus albus 195 Papoula Papayer 978
ranco somniferum
Seringueira Hevea brasiliensis 217 Colza Brassica napus 1000
kenaf L. H|b|scu_s 230 Oliveira Olea europaea 1019
cannabinus
Caléndula Ca_le_ndu_la 256 Piassava Attalea funifera 1112
officinalis
Gossypium Euphorbia 1119
Algodéo hirsutum 273 Imbadba lathyris
Maconha Cannabis sativa 305 Mamona Ricinus ) 1188
communis
Soja Glycine max 375 Bacuri _quton_la 1197
insignis
Café Coffea arabica 386 Noz-peca _Ca_lrya . 1505
illinoensis
Linho Linum 402 Jojoba Simmondsia g
usitatissimum chinensis
Aveld Corylus avellana 405 Babacu Orbl_gnya 1541
martiana
Euphorbia Euphorbia lagascae 440 Pinhao Jatropha 1590
manso curcas
Moranga . ~ . Macadamia
(abobora) Cucurbita pepo 449 Macadamia terniflora 1887
canhamo HIbISCU'S 450 Castanh_a Bertholletia 2010
cannabinus do Brasil excelsa
. Persea
Mostarda Brassica alba 481 Abacate . 2217
americana
Linho falso Camelina sativa 490 Coco Cocos nucifera 2260
Gergelim Sesamum indicum 585 Oiticica Licaniarigida 2520
Crambe Crambe abyssinica 589 Buriti Mauritia 2743
flexuosa
Céartamo C;artha_mus 655 Pequi Cary_o_car 3142
tinctorius brasiliense
buffalo gourd Cuc'ur'blt'a 665 Macauba Acrocomia 3775
foetidissima ) aculeata
Arroz Oriza sativa L. 696 Oleo de Elaels . 5000
palma guineensis

Adaptado de Tickell et al. (2000).
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Entre as espécies apresentadas na Tabela 2, a macalba destaca-se como uma das
biomassas mais produtivas em Oleo. Essa caracteristica tem estimulado estudos para o
melhoramento desta palméacea, com vista a torna-la apta para o cultivo comercial destinado a
alimentar a industria do biodiesel.

A macauba (Figura 5) é uma palmeira pertencente a familia das Arecaceae, seus frutos
sdo drupas globosas que variam de coloracdo verde oliva a amarela (CARVALHO, 2008).
Sua produtividade em 6leo utilizado na confeccdo de cosméticos tem despertado interesse na
indastria de biodiesel (MOTOIKE et al., 2011). O teor de 6leo da polpa é 16,5% no fruto
fresco (HIANE, 2005) e possui uma producdo de frutos de até 30 ton/ha (CARVALHO,
2008). Na Figura 6 encontra-se a distribuicdo geogréafica de ocorréncia da macauba no Brasil.

Fonte: http://www.plantapalm.com/vpe/photos/Species/acrocomia_aculeata.htm.

Figura 5. Palmeira da macauba (Acrocomia aculeata), com frutos em cachos (a) e frutos
isolados (b)


http://www.plantapalm.com/vpe/photos/Species/acrocomia_aculeata.htm
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Fonte: Carvalho (2008).
Figura 6: Mapa com as areas de ocorréncia da Macauba (Acrocomia aculeata) no Brasil.

3 SACARIFICACAO

A sacarificagdo consiste em hidrolisar polissacarideos a fim de se obter aglcares com
numero reduzido de residuos, variando de C1 a C5, por exemplo. Esse processo pode ser de
natureza fisico/quimica ou enzimatica. De acordo com Arantes, (2010) o processo de
sacarificacdo enzimética consiste em um sistema de reagdo heterogéneo em meio aquoso que
solubiliza estruturas macroscopicas. A hidrolise quimica consiste em um pré-tratamento
empregando solucdes de acidos, geralmente diluidas, que aumentam a superficie de contato
para uma acdo enzimatica (OLOFSSON et al., 2008). Nos residuos agroindustriais, as
hidrélises de interesse para producdo de bioetanol acontecem nas frag6es amilacea, celulésica,
e hemicelulésicas. Na Figura 7 encontra-se ilustrado a disposicdo de constituintes

lignocelulosicos em residuo vegetal agroindustrial.
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Cellulose

Fonte: BOUDET et al. (2003) e TRINDADE et al. (2004).

Figura 7: Constituintes lignocelulésicos da biomassa vegetal. (a) micrografia do material

lignocelulosico em vegetal. (b) disposicdo do material lignocelulésico no vegetal.

Para que essas fracdes sejam utilizadas na producdo de bioetanol torna-se necessario

um processo de pré-tratamento para aumentar a digestibilidade da celulose e hemicelulose nas

biomassas, gerando assim, carboidratos menos complexos, como oligdmeros (INOUE et al.,

2008). A rede lignoceluldsica pode ser dividida em trés partes:

Celulose

Hemicelulose

Lignina

Fracdo glicidica

Polimero Fenélico

As caracteristicas de cada fracdo lignoceluldsica sdo apresentadas a seguir:

a) Celulose — homopolissacarideo formado por glicose através de liga¢@es glicosidicas do

tipo B 1->4 (Figura 8).
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Fonte: LEHNINGER modificado (2005).
Figura 8: Organizagdo e interagOes existentes na celulose. (a) InteracGes de hidrogénio

intramolecular, (b) Interacdes de hidrogénio intermolecular.

Segundo RIBEIRO (2004) a celulose é o carboidrato mais abundante da natureza e o
polissacarideo responsavel por conferir resisténcia aos vegetais, fazendo parte da sua parede
celular. Sua constituicdo se baseia em cadeias lineares de glicose, que variam de 100 a 200
unidades. Este autor reporta ainda, que a celulose é estabilizada por interacGes de hidrogénio
intra e inter molecular, sendo esta interacéo realizada pela hidroxila ligada ao carbono trés e o
oxigénio do anel piranosidico do monossacarideo adjacente. Essas interacdes sdo responsaveis
pela estrutura cristalina existente na celulose, assim como sua insolubilidade em &gua, uma

vez que tais hidroxilas estdo comprometidas com as intera¢des intra e intermoleculares.
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b) Hemicelulose - constituidas por cadeias de acUcares curtas, lineares e altamente
ramificadas (D-xilose, D-galactose, D-glicose, D-manose, l-arabinose), sendo xilose e

arabinose os mais abundantes (Figura 9).

0,H
CH40 &E/C
HO.- "\’;“*«-.\
OH
HO £ 0
H(;E»/EL “*«/7“ ?A,
fw_f 3

HOCH;
OH

Fonte:http://www.bndes.gov.br/SiteBNDES/export/sites/default/bndes_pt/Galerias/ Arquivos/conhecimento/revis
ta/rev3204.pdf.

Figura 9: Estrutura quimica da hemicelulose, apresentando ligacGes glicosidicas do tipo B-1,4
e B-1,3.

A hemicelulose é um polimero de natureza mais heterogénea que a celulose, sendo
necessérias varias enzimas para degrada-la (JUHA, 2004). As hemiceluloses s&o polimeros
ramificados compostos de polissacarideos de baixa massa molecular, associados a parede
celular das plantas com a celulose e a lignina. S&o heteroglicanos constituidos por
relativamente poucos residuos de aculcar, sendo os mais comuns a D-xilose, D-manose, D-
galactose, D-glicose e l-arabinose, que conferem caracteristicas aos diferentes tipos de
hemicelulose como arabinogalactana, galactoglicomanana, glicomanana e arabinoxilana
(RIBEIRO, 2004; CANILHA, 2008). O principal componente da fracdo hemicelulésica dos
residuos agroindustriais € a xilana, polimero constituido por unidades de xilose que pode ser
hidrolisada usando-se acidos minerais. A xilana possui uma estrutura linear constituida de
residuos de xilopiranosil unidos por ligagdes B (1-4) que sdo encontradas em todas as plantas

terrestres e compreendem 30% do material da parede celular (SILVA, 1998).

c) Lignina - macromolécula constituida de unidades de fenol e seus derivados apresentando

uma conformacdo tridimensional e amorfa.

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. Foi introduzida por
Schultz, em 1857, para designar o material que hoje se sabe ser o segundo mais abundante do
reino vegetal, logo depois da celulose. As ligninas s6 ndo estdo presentes em vegetais
primitivos ndo lignificados (VELOSO, 2003).
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Na Figura 10 encontra-se a representacdo de uma estrutura da fracdo de lignina, onde

pode se observar sua complexidade estrutural formada por subunidades derivadas do fenol,

merecendo destaque para o residuo guaiacil (a) e sirigil (b). De acordo com Veloso(2003),

existe ainda uma subunidade, o hidroxifenilpropandide (ndo representado nesta figura), que

também é constituinte de polimero fendlico.

HiGOH
HE—
HCOH
HafoH CH40 @ OCH,
HzcgﬂH ?0 L

Hi
cri,o‘ﬁj HaGOH
o—?u OCH,

HaGOH
H

Fonte: VELOSO (2003).

Figura 10: Esquema estrutural proposto para a lignina de Picea abies: (a) grupo guaiacil e (b)

grupo sirigil.

3.1 SACARIFICACAO QUIMICA

O sucesso para a utilizacdo dos polissacarideos na obtencdo do bioetanol é uma soma

de técnicas e esta diretamente relacionado com o objetivo e o tipo de processo a ser usado. Na

Tabela 3 estdo citadas algumas técnicas de hidrolise de biomassas utilizadas para obter a

fracdo hemiceluldsica, separando-a da lignina e celulose.



Tabela 3: Tecnologias aplicadas na extracao da fragdo hemicelul6sica de biomassas.
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Processos

Descricao

Tempo de
reacao

Rendimen
to de
xilose

Custo

Fisicos

Exploséo de vapor

A biomassa triturada € tratada
com vapor (saturado, 160° -
260°), seqguido de uma rapida
descompressao

1-10 min

45% - 65%

Termoidrélise

Utiliza &gua quente a alta
pressdo (pressdes acima do
ponto de saturagdo) para
hidrolisar a hemicelulose

30 min

88% - 98%

Quimicos

Hidrolise acida

Por meio de acidos sulfurico,
cloridrico, ou nitrico,
concentrados ou diluidos

2-10 min

75% - 90%

Hidrolise alcalina

Pelo uso de bases, como
hidréxidos de sédio ou calcio

2 min

60% -
75%

++

Organossolventes

Uma mistura de um solvente
organico  (metanol, etanol,
acetona, por exemplo) com um
catalisador acido (H2SO4, HCI)
¢ wusada para quebrar as
ligacGes internas da lignina e
da hemicelulose

40 — 60 min

70% - 80%

Biologicos

Utilizacdo de fungos para
solubilizar a lignina.
Geralmente, é utilizado m
combinacdo  com outros
processos

Combinados

Exploséo de vapor
catalisada

Adicdo de H2S04 (ou SO,) ou
CO;, na explosdo de vapor pode
aumentar a eficiéncia da
hidrolise enzimatica, diminuir
a producdo de compostos
inibidores e promover uma
remogdo mais completa da
hemicelulose

1-4min

88%

Afex (ammonia
liber explosion)

Exposicdo a amonia liquida a
alta temperatura e pressdo por
um certo periodo de tempo,
seguida de uma rapida
descompressao

50 - 90%

Exploséo de CO;

Similar a pressao de vapor

75%

Fonte: BNDES & CGEE (2008).
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Solugdes &cidas, concentradas ou diluidas, aliadas as altas temperaturas e pressdes
(hidrolise termoquimica ou pré-tratamento) podem promover a hidrélise do amido e celulose,
obtendo mono, di e trissacarideos e dextrinas, e dependendo do objetivo, se torna uma técnica
atil por ser rapida e simples. Segundo Macedo et al., (2011) esse tipo de técnica gera agucares
fermentesciveis provenientes principalmente da fracdo amilécea e hemicelulosica do vegetal,
e quebra a rede lignocelulésica expondo o material ao ataque enzimatico.

Os principais componentes da celulose e hemicelulose sdo glicose e xilose,
respectivamente (TANIGUCHI, 1997). Os mondémeros disponibilizados durante o processo
de hidrdlise quimica, que servem de substrato em bioprocessos sdo consumidos de acordo
com a caracteristica do microrganismo empregado como agente fermentativo. A levedura
Saccharomyces cerevisiae é capaz de fermentar apenas hexoses como a glicose, enquanto que
Pichia stipitis, outra espécie de levedura, fermenta, aléem da glicose, xilose (AGBOGBO,
2006). A desvantagem da sacarificagdo quimica sdo os produtos secundarios gerados durante
0 processo, pois 0 acido promove a desidratacdo dos agucares gerando furfural a partir das
pentoses e hidroximetilfurfural, a partir das hexoses, que se tornam inibidores do processo
fermentativo (HAAGERDAL, 2000). Na Figura 11 estdo apresentados alguns compostos

provenientes da hidrélise que interferem no processo fermentativo.

Constituintes da Madeira

HEMICELULOSE
. CH,COOH CELULOSE
Acido acétco 7 K‘ LIGHINA
CHO CHO CHO CHO
He——t—0H H H H OH H——ag—CH
HO——H  HO H HO H HO——H
Compostos
H——0OH H OH HO H H—t—OH Fenélicos
CHOH H OH H OH H—t—OH
) CHOH CH.OH CHOH
Xilose )
Idanose Galactose Glicose

/ N\
(OJ C\m‘ HCOOH '/Hj H"CXJ CHO\\ H_,C—E—Cw-f:'tf—coona
al

Furfur Ao Fémmico Thdréxmmetifurfural 4 7 oo

Fonte: HAAGERDAL,2000

Figura 11: Compostos gerados durante a hidrélise acida de polissacarideos e lignina, que
interferem no processo fermentativo.
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3.2 SACARIFICACAO ENZIMATICA

A sacarificacdo enzimatica € um processo hidrolitico com alta especificidade quanto aos
substratos. Como principais vantagens em relacdo ao processo hidrolitico com &acidos
inorganicos, estdo a formacao de monossacarideos como principal produto, e a ndo formacéo
de subprodutos indesejaveis, como os furfurais.

Na conversdo de polissacarideos em acUcares prontamente fermentaveis por leveduras,
podem ser usadas enzimas especificas de acordo com a natureza do polissacarideo presente na
biomassa. Para biomassas amilaceas usam-se enzimas amiloliticas, geralmente produzidas por
microrganismos. Para biomassas lignocelulosicas usam-se enzimas lignoceluloliticas, também
produzidas por microrganismos. Em relacdo as amilases, elas podem ser classificadas
segundo Bernfeld (1951) como:

a) oa-amilase (alfa-amilase) — Reduz a viscosidade do amido hidrolisando de forma

randoémica o polimero, produzindo oligémeros de glicose.

b) R-amilase (Beta-amilase) — Hidrolisa as ligagdes glicosidicas gerando maltose.

c) Amiloglicosidase (AMG) — Hidrolisa sucessivas liga¢Ges glicosidicas (o 1,4 ¢ o 1,6)

terminais ndo redutoras, produzindo dessa forma glicose.

A celulase € um complexo enzimatico que consiste de trés tipos de enzimas, a
endoglicanase, exoglicanase e B-glicosidase (JUHA, 2004). As formas gerais de atuacio de
cada uma delas estéo descritas a seguir:

a) Endoglicanase - hidrolisam randomicamente a cadeia de celulose liberando

celoligossacarideo;

b) Exoglicanases: (celodextrinases e celobiohidrolase) hidrolisam terminais redutores e

ndo redutores; liberando celobiose

c) Celobiase (B-glicosidase) — hidrolisa a celobiose, gerando glicose.

De acordo com Juha (2004), esse complexo enzimatico atua de forma sinérgica no
processo da hidrolise. Na Figura 12, esta representado o modo de acdo das enzimas do

complexo celulase em material previamente pré-tratado.
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l Armorfogénese da celulose cristalina

celulose

Hidrdlise dos celo-
oligossacarideos
-aam M

N f— " .

\ v v

M Endoglucanases

,‘ Cellobichydrolases

’ B-glucosidases <—‘ £ - 6
Fonte: (ARANTES & SADLLER, 2010).

‘lHidrélise das cadeias insoliveis da

Hidrdlise das celobioses

Figura 12: Modo de atuacdo da celulase sobre a biomassa ap0s pré-tratamento por dispersdo
com agua e vapor. Na primeira etapa ocorre o afrouxamento da rede cristalina da celulose em
funcdo do pré-tratamento, e em seguida o ataque das enzimas constituintes da celulase, sobre

a biomassa, e por fim a acdo da enzima f-glicosidase sobre a celobiose.

4 FERMENTACAO DE GLICOSE E XILOSE

A fermentacdo € um conjunto de reacGes enzimaéticas, que ocorrem no interior da
célula microbiana, com o intuito de gerar energia para 0 crescimento e manutencdo das
atividades metabolicas. As hexoses sdo facilmente fermentadas pela levedura S. cerevisiae,
cujo processo € bem conhecido. Ja as pentoses, por sua vez, incapazes de serem fermentadas
por esta levedura (RUNQUIST, 2010), séo fontes de diferentes estudos envolvendo processos
biotecnoldgicos de utilizacdo destes aclcares para a producdo de etanol. A levedura S.
cerevisiae, uma das leveduras mais eficazes na producédo de etanol a partir de hexoses, possui
alta tolerancia ao produto (etanol) e a outros compostos inibitérios, como aqueles presentes
em hidrolisados acidos de biomassa lignocelulésica (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996;
HAHN-HAGERDAL et al., 2001). A transformacédo das pentoses segue uma via metabdlica
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diferente das hexoses, chamada de via das pentoses-fosfato, como apresentado de maneira

simplificada na Figura 13.

Fonte: HAHN-HAGERDAL, 1994.

Figural3: Vias propostas para o metabolismo de xilose e glicose em leveduras que
fermentam xilose. (A esquerda, via das pentoses simplificada e, & direita, via glicolitica

simplificada).

A via metabdlica utilizada pelas leveduras para a bioconversdo de xilose em etanol se
inicia com o transporte da xilose para o interior da célula através da membrana celular. Em
seguida essa pentose € inicialmente reduzida a xilitol em uma reagdo catalisada pela enzima
xilose redutase XR, na presenca de NADH e/ou NADPH. Esta etapa é seguida pela oxidacgéo
do xilitol a xilulose catalisada pela coenzima NAD" ligada & xilitol desidrogenase — XDH. A
xilulose pode entdo ser fosforilada a xilulose 5-fosfato, molécula esta que pode ser convertida,
através de reacBes ndo oxidativas da via hexose monofosfato a intermediérios da via
glicolitica (gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato). Esses intermediérios podem entdo ser
metabolizados por esta via, a qual esta conectada a outras como o ciclo de Krebs e as reacfes

de fermentacéo alcodlica
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PARTE IV MATERIAIS E METODOS

1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi organizado em 4 etapas como apresentado a seguir:
Etapa 1 — Aquisicdo e tratamento da matéria prima — Essa etapa consistiu em adquirir e
preparar amostras de tortas de macauba.
Etapa 2 - Caracterizacdo quimica da torta adquirida — Nesta etapa foi realizada a
caracterizagdo quimica da torta de macauba.
Etapa 3 - Processo de sacarificacdo — Nesta etapa a torta de macauba foi submetida a
processos hidroliticos aplicando planejamento experimental a fim de otimizar a sacarificacao.
Etapa 4 - Teste de fermentabilidade — Essa etapa consistiu em avaliar a fermentabilidade do
hidrolisado obtido em condicdo previamente otimizada utilizando como agente fermentativo
as leveduras S. cerevisiae e P. stpitis. Foram avaliados ainda, os efeitos do tratamento de

destoxificacao do hidrolisado sobre o rendimento fermentativo.

2 AQUISICAO E TRATAMENTO PARA OBTENCAO DAS TORTAS E FARELOS
DE BIOMASSAS

A torta da polpa de macauba foi obtida por doacdo pelo ICA — Instituto de Ciéncias
Agréarias da UFMG, situado na cidade de Montes Claros - MG, que processou o fruto
proveniente da UBCM - Unidade de Beneficiamento do coco de Macaulba, distrito de Montes
Claros - MG. A torta de macauba foi processada segundo FARIAS (2010), sendo que o fruto
foi despolpado manualmente e a polpa seca em estufa com circulagéo de ar a 105°C até massa
constante, por aproximadamente 3 horas. A extracdo do 6leo foi realizada por prensagem em
prensa tipo Expeller da marca “Oekotec” modelo CA59G de escala laboratorial (minimo
200g) com capacidade de extracdo de 7kg/h. A extracdo foi realizada na menor velocidade do
equipamento.

A torta de macauba foi triturada em moedor manual, passada em peneira com malha
de 0,2mm, e em seguida submetida a analises quimicas. Os experimentos foram conduzidos
no Laboratorio de Bioprocessos e Biotransformacdo da Universidade Federal dos Vales dos
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM).
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3 CARACTERIZACAO QUIMICA DA TORTA E FARELO

A torta de macauba, previamente triturada, foi submetida as andlises quimicas

descritas a seguir:

3.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com as normas analiticas do Instituto
Adolph Lutz (IAL, 2008). Foram pesados 3,0g de amostra (triplicata) em placas de vidro,
previamente desumificadas em estufa a 105°C. As amostras foram mantidas em estufa a
105°C, até peso constante. O resultado foi calculado segundo a formula abaixo e expresso em

porcentagem de umidade.
(Pmi — Pmf)
[J =

Pmi

x 100

U = teor de umidade, em porcentagem
Pmi = massa (g) do vidro de rel6gio com amostra inicial,

Pmf = massa (g) do vidro de relégio com amostra seca

3.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado a partir de 0,59 de amostra (triplicata) contida em
cadinho de porcelana, previamente calcinado em mufla a 550°C e com peso conhecido. As
amostras foram previamente carbonizadas e em seguida incineradas em mufla a 550°C. Apds
completa incineracdo, os cadinhos contendo as amostras foram resfriados em dessecador e
pesados. Os resultados foram expressos em g/100g de mateéria integral. A determinacéao foi

feita segundo a férmula abaixo (1AL, 2008).

(M —P)
C=——x100

C =teor de cinzas em porcentagem
M = massa do cadinho com cinzas, em gramas

P = massa do cadinho vazio, em gramas

A = massa da amostra, em gramas
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3.3 Lipideos ou Extrato etéreo

Cerca de 1,0g de amostra (triplicata) foram transferidos para cartuchos de papel de
filtro qualitativo, com porosidade de 12,5um. Em seguida foram colocados em aparelho
extrator Soxhlet. Os lipideos foram extraidos com éter etilico por aproximadamente 8 horas e
coletados em balGes de fundo chato de 250mL, previamente aquecidos a 105°C e resfriados
até temperatura ambiente em dessecador e pesados. ApOs a extracdo, os baldes foram
colocados em estufa a 105°C por aproximadamente uma hora para evaporacdo do solvente
remanescente no Oleo e em seguida, resfriados em dessecador até temperatura ambiente e
pesados. Os resultados foram expressos em g/100g de amostra integral. O resultado foi
determinado segundo a férmula abaixo (1AL, 2008).

(M —P)
LIP = ———— X100

LIP = teor de lipideo, em porcentagem
M = massa (g) do baldo com amostra apés secar na estufa
P = massa (g) do baldo vazio

A = massa (g) da amostra inicial

3.4 Proteinas

O teor de proteina foi quantificado pelo método Kjeldal adicionando-se cerca de 0,59
de amostra (em triplicata), 600mg de sulfato de potassio, 10mL de acido sulfarico
concentrado e 300mg de sulfato de cobre em um tubo de vidro, seguido de digestdo, a 350°C,
até o material contido no tubo ficar limpido. Em seguida, foram adicionados aos tubos 15 mL
de hidroxido de sodio 50%, e a mistura foi destilada em destilador de nitrogénio (marca
Tecnal). O destilado foi coletado em frasco conico de 250mL, contendo 15mL de solucgéo
saturada de é&cido boérico e 3 gotas de solugdo indicadora vermelho de metila 0,1%.
Posteriormente, o destilado foi titulado com éacido cloridrico 0,02N. Os resultados foram
expressos em g/100g de material integral. A determinacgéo foi feita segundo a férmula abaixo
(IAL, 2008).

V(HCl)x N(HCl)x 14 x 6,25
Prot(%) = x 100
Peso amostra (mg)

Prot (%) = teor de proteinas, em porcentagem
V(HCI) = Volume gasto de HCI na titulagéo
N(HCI) = Normalidade da solucgao de HCI
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6,25 = Fator de conversdo para nitrogénio protéico

14 = n° de massa atbmica do nitrogénio

3.5 Fibra Bruta

O teor de fibra bruta foi determinado segundo KAMER e GINKEL (1952). Para o
calculo do teor de fibra bruta foram adicionados cerca de 0,5g de amostra (em triplicata), 17,5
mL de acido acético a 70% e 0,5 g de &cido tricloroacético em um tubo de ensaio. Em
seguida, as amostras contidas nos tubos foram digeridas em bloco digestor a 110°C por 30
min. Posteriormente, o material foi filtrado usando filtros sinterizados previamente
desumificados e pesados, contendo 1a de vidro. As amostras foram lavadas com agua destilada
quente até retirada total da acidez. Os filtros sinterizados contendo amostra foram secos em
estufa a 105°C até peso constante. Os resultados foram expressos em g/100g de biomassa

integral. A formula utilizada para o calculo do teor de fibra bruta segue abaixo:

(C—F)
FB(%) = x 100
peso da amostra

FB = teor de fibra bruta, em porcentagem
C = massa do filtro com residuo ap6s lavado e seco (g)

F = massa do filtro vazio(g)

As determinacdes de fibras solUveis em detergentes acidos, fibras solGveis em
detergentes neutros, celulose, hemicelulose e lignina, foram determinadas segundo a
metodologia de VANSOEST (1970). (BNDES e CGEE, 2008)

3.6 Fibra Solavel em detergente acido (FSDA)

Cerca de 0,25g de amostra foram transferidos para tubo de ensaio, juntamente com 25
mL de solugdo de detergente acida. As amostras contidas nos tubos foram digeridas em bloco
digestor por 30 minutos a 110°C. Em seguida o material foi filtrado em filtros sintetizados,
previamente desumidificados em estufas a 105°C e com peso conhecido. As amostras foram
lavadas com &gua destilada quente e posteriormente com acetona para retirada total do
detergente. Os filtros foram secos em estufa a 105°C até peso constante. O teor de fibras
soltveis em detergente &cido foi expresso em % de FSDA/g de torta integra, calculada usando

a seguinte formula:
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(Flv — Frazio)
FSDA(%) = x 100
peso da amostra

FSDA = teor de fibra bruta soltvel em detergente acido, em porcentagem
Flv = massa do filtro com residuo depois de lavado e seco (g)
Fvazio = massa do filtro vazio(g)

3.7 Fibra Solavel em detergente neutro (FSDN)

Cerca de 0,25g de amostra foram transferidos para tubo de ensaio, juntamente com
25mL de solucdo de detergente neutro. As amostras contidas nos tubos foram digeridas em
bloco digestor por 30 minutos a 110°C. Em seguida o material foi filtrado em filtros
sintetizados, previamente desumidificados em estufa a 105°C e com peso conhecido. As
amostras foram lavadas com agua destilada quente e posteriormente com acetona para retirada
total do detergente. Em seguida, os filtros foram secos em estufa a 105°C até peso constante.
O teor de fibras soltveis em detergente neutro foi expresso em % de FSDN/g de torta integra,

usando seguinte formula:

(Fs — Frazio)
FSDN(%) = x 100
peso da amostra

FSDA = teor de fibra bruta soltvel em detergente acido, em porcentagem
Fs = massa do filtro com residuo depois de lavado e seco (g)

Fvazio= massa do filtro vazio(g)

3.8 Celulose

Ap0s a pesagem dos filtros sintetizados na analise de FSDA, foi adicionado nos filtros
30mL de &cido sulfdrico 72% (p/p) com agitacdo vigorosa. Apos o escoamento completo do
acido, os filtros foram lavados com &gua destilada quente (90-100°C), por trés vezes. Em
seguida foram secos em estufa 105°C, até peso constante, sendo resfriados em dessecador e
pesados. A massa de celulose foi dada pela diferenca da massa do filtro sintetizado antes e
depois da adicdo da solucéo de acido sulfarico a 72%. O resultado foi calculado de acordo

com a férmula descrita a seguir e expresso em porcentagem de massa integral.
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(F (antes) — F(depois))
x1

CEL(%) =
peso da amostra

00

F(antes) = massa do filtro com residuo depois de lavado e seco antes da adicdo do &cido
sulfurico (g)

F(depois) = massa do filtro com residuo depois da adi¢do do &cido sulfurico (g)

CEL(%) = teor de celulose

3.9 Lignina

Para o calculo do teor de lignina, foram incineradas em mufla a 550°C as amostras
remanescente da analise de celulose. Apos a completa incineracéo, os filtros foram resfriados
em dessecador até temperatura ambiente. O teor de lignina foi calculado pela diferenca entre a
massa do filtro sintetizado antes da incineracdo e a massa do filtro sintetizado apos
incineracdo resfriado em dessecador. Os resultados foram calculados de acordo com a formula

abaixo e expresso em porcentagem de massa integral
(F(antes) — F (mufla)
X

100
peso da amostra

LIG(%) =

F(antes) = massa do filtro com residuo depois de lavado e seco depois da adi¢do do &cido
sulfurico (g)

Fmufla = massa do filtro com residuo depois da mufla (g)

LIG(%) = teor de lignina

3.10 Hemicelulose

Para o célculo do teor de hemicelulose, foi necessario fazer a diferenca entre a massa
da amostra remanescente da analise de FSDN pela massa da amostra remanescente da analise
de FSDA. Os resultados foram calculados de acordo com a férmula abaixo e expresso em

porcentagem de massa integral.
m(FSDA) — m(FSDN)
X

peso da amostra

100

HEM = teor de hemicelulose, em porcentagem
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m(FSDA) = massa da amostra remanescente da andlise de FSDA (Q)
m(FSDN) = massa da amostra remanescente da analise de FSDN (Q)

3.11 Amido e agucares sollveis totais
Os teores de amido e acUcares soluveis totais foram determinados segundo a

metodologia descrita por McCready, 1950, sendo as amostras previamente preparadas

3.11.1 Preparo da amostra

Em tubo de centrifuga (triplicata), foram adicionados 0,2g de amostra e 10mL alcool
80% fervente. Em seguida o conteddo dos tubos foi centrifugado a 3000rpm. Esse processo
foi repetido por trés vezes. A fracao do sobrenadante foi coletada e avolumada para 50 mL em
baldo volumétrico, para posterior quantificacdo de agucares solUveis totais (AST). A partir do
precipitado foi realizada a extracdo do amido. Ao residuo da extracdo foram adicionados
11,5mL de &cido perclorico 30% e agitado em agitador tipo vortex por dois minutos. Em
seguida, o tubo foi deixado em repouso por 30 minutos, com agitacdo ocasional e entéo,
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos. Esse procedimento foi repetido por trés vezes. O
sobrenadante foi coletado e avolumado em baldo volumétrico de 10mL para posterior

quantificacdo do amido.

3.11.2 Quantificacdo do teor de amido e AST

As quantificacOes dos teores de amido e AST foram realizadas com solucédo de antrona
0,1% em acido sulfurico. Foi feita uma curva analitica (ver apéndice) utilizando D-glicose nas
concentragdes de 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1g/L. Foi coletado 1mL de cada amostra,
previamente diluida, e adicionado 5mL da solucdo de antrona, em tubos de ensaio. Os tubos
foram incubados em banho de agua fervente por doze minutos. Em seguida foram resfriados

em banho de gelo e a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 620nm.

4 PROCESSO DE SACARIFICACAO

Esta etapa consistiu em definir as melhores condi¢des de sacarificagdo da fracdo
glicidica da biomassa selecionada. Este procedimento foi realizado avaliando-se as condicfes

de pré-tratamento e de hidrolise enzimatica.
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4.1 PROCESSO DE HIDROLISE QUIMIO-ENZIMATICA

Para a realizacdo do processo de pré-tratamento e hidrolise enzimatica, foram feitos
dois desenhos experimentais. O primeiro desenho foi do tipo 2", com 4 pontos centrais, onde
“n” € o numero de fatores a serem estudados. Os 4 pontos centrais foram os pontos 17C, 18C,
19C, e 20C. Neste desenho foram avaliados 5 fatores, sendo estes: razdo sélido/liquido (S/L),
concentracdo de 4&cido sulfdrico, tempo de pré-tratamento, concentracdo da enzima
amiloglicosidase (Spirizyme®) e concentracdo da enzima celulase (Celluclast®). Para cada

fator foram escolhidos dois niveis, como descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Planejamento experimental do tipo 2" para avaliacdo do processo de hidrélise da
torta de macauba

Pré-tratamento Hidrdélise enzimatica
Amostra S/L H,SO; Tempo Amiloglicosidase Celulase
% % (min) pL/gtorta AGU/gtorta pL/gtorta EGU/g torta
1 20 2 20 10 8,6 100 85
2 50 2 20 10 8,6 10 8,5
3 20 8 20 10 8,6 10 8,5
4 50 8 20 10 8,6 100 85
5 20 2 60 10 8,6 10 8,5
6 50 2 60 10 8,6 100 85
7 20 8 60 10 8,6 100 85
8 50 8 60 10 8,6 10 8,5
9 20 2 20 100 86 10 8,5
10 50 2 20 100 86 100 85
11 20 8 20 100 86 100 85
12 50 8 20 100 86 10 8,5
13 20 2 60 100 86 100 85
14 50 2 60 100 86 10 8,5
15 20 8 60 100 86 10 8,5
16 50 8 60 100 86 100 85
17 35 5 40 55 47,3 55 46,8
18 35 5 40 55 47,3 55 46,8
19 35 5 40 55 47,3 55 46,8
20 35 5 40 55 47,3 55 46,8

O planejamento experimental foi realizado com 2 niveis, 5 fatores e 4 pontos centrais (17C, 18C, 19C, 20C),
com 20, 40 e 60 minutos de pré-tratamento acido €, 24 horas de temperatura da hidrolise enzimatica a 50°C

AGU (Unidade de amiloglicosidase) = quantidade de enzima necessaria para catalisar a conversao de 1mmol de
maltose por minuto por mL de enzima

EGU (Unidade de endoglicanase) = quantidade de enzima necessaria para catalisar a conversao de 1mmol de
celobiose por minuto por mL de enzima.
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Com base no desenho experimental foram estudadas 20 condic¢des diferentes, as quais
foram realizadas em frascos conicos de 125mL e submetidas a 120°C. As amostras tiveram o
pH corrigidos com hidroxido de calcio e a razdo S/L foi diminuida para 15%, antes de se dar
inicio ao processo enzimatico. O tempo de hidrélise enzimética foi de 24 horas a 50°C, como
descrito na Tabela 4.

Os fatores e niveis avaliados foram: razdo S/L (20 e 50%); concentracdo de H,SO, (2
e 8%); tempo de pre-tratamento (20 e 60 minutos); concentracdo de amiloglicosidase
(Spirizyme®) (8,6 a 86 AGU); concentracao de celulase (Celluclast®) (8,5 a 85 EGU). Os

fatores de respostas para esse planejamento foram acucar redutor (AR) e glicose.

Na Tabela 5 estd apresentado um estudo com periodos maiores que 24 horas de
incubacdo da enzima visando obter um aumento significativo na porcentagem dos aclcares

redutores hidrolisados.

Tabela 5: CondigOes experimentais empregadas para determinagdo da porcentagem de AR
produzido em funcéo do tempo de hidrolise da torta da polpa da macadba.

Pré tratamento H!drp I_|se
Enzimatica
Tempo de Amiloglicosidase Celulase
Amostra hidrolise H,SO4 S/L uL/g AGU/g pL/g EGU/g
. (%) (%)
Enzimatica (h) torta torta torta torta
1 24 35 15 30 25,8 25 21,2
2 48 35 15 30 25,8 25 21,2
3 72 35 15 30 25,8 25 21,2
4 96 35 15 30 25,8 25 21,2
5 120 35 15 30 25,8 25 21,2

A partir dos resultados obtidos no planejamento 2", foi realizado um segundo
planejamento, sendo do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, com 4
pontos centrais (15C, 16C, 17C, 18C) e 6 pontos axiais (9%, 10x, 11x, 12x, 13x, 14x) como
descrito na Tabela 6. Nesse planejamento foram estudados 3 fatores com dois niveis, sendo
estes: concentracdo de acido sulfdrico (2 e 5%); concentracdo de amiloglicosidase
(Spirizyme®) ( 8,6 a 29,4 AGU), concentracdo de celulase (Celluclast®) (4,2 a 24,7 EGU). A
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razdo S/L de 20%, a temperatura de 120°C, 30 minutos e o tempo da hidrélise quimica (24

horas) foram fatores constantes nesse segundo experimento.

Tabela 6. Planejamento experimental DCCR 22 para hidrélise quimio-enzimatica da torta de

macauba
Hidrolise quimica Hidrolise enzimatica
Amostras H,SO,4 Celulase Amiloglicosidase
(%) uL/gtorta EGU/gtorta uL/gtorta AGU/gtorta
1 2 5 4,2 10 8,6
2 2 25 21,2 10 8,6
3 2 5 4,2 30 25,8
4 2 25 21,2 30 25,8
5 5 5 4,2 10 8,6
6 5 25 21,2 10 8,6
7 5 5 4,2 30 25,8
8 5 25 21,2 30 25,8
9(X) 1,37 15 12,7 20 17,2
10(X) 5,62 15 12,7 20 17,2
11(X) 3,5 15 12,7 5,85 5,0
12(X) 35 15 12,7 34,14 29,4
13(X) 3,5 0,85 0,72 20 17,2
14(X) 35 29,14 24,7 20 17,2
15 (C) 3,5 15 12,7 20 17,2
16 (C) 3,5 15 12,7 20 17,2
17(C) 35 15 12,7 20 17,2
18(C) 3,5 15 12,7 20 17,2

O planejamento experimental foi realizado com 3 fatores, sendo dois niveis cada um, 4 pontos centrais (15C,
16C, 17C, 18C) e 6 axiais (9%, 10x, 11x, 12x, 13x, 14x), a 120°C, com 30 minutos de pré-tratamento &cido, e 24
horas de hidrolise enzimatica a 50°C

4.2 SELECAO DA MELHOR CONDICAO DE SACARIFICACAO

A selecdo da melhor condicdo de sacarificacdo foi dada a partir dos dados obtidos do

planejamento DCCR para a torta de polpa de macauba.

4.3 OBTENCAO DO HIDROLISADO DA TORTA DE POLPA DE MACAUBA

EMPREGANDO A CONDICAO SELECIONADA DE SACARIFICACAO

A partir da condicdo selecionada no processo de sacarificacdo pelo planejamento

DCCR foi obtido o hidrolisado da torta de polpa da macauba, o qual foi submetido a filtracdo
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a vacuo. Parte do filtrado do hidrolisado obtido foi submetido a tratamento de destoxificacéo,
como descrito a seguir e o solido retido no filtro foi caracterizado quanto ao teor de agucar.

4.4 DESTOXIFICACAO DO HIDROLISADO DA TORTA DE MACAUBA

A partir do filtrado obtido, uma parte foi tratada com carvéo ativado 5 % por 30
minutos, sob agitagdo constante. Em seguida o material foi submetido a filtracdo a vacuo. A
fim de inferir a eficiéncia do processo empregado para destoxificacdo, procedeu-se a
quantificacdo indireta dos inibidores da fermentacdo presentes no hidrolisado, atraves da
determinacéo de compostos fendlicos totais pelo método de Folin Ciocalteu (SINGLETON et
al., 1999). A medida foi realizada no hidrolisado antes e depois do tratamento com carvéo
ativado. Os resultado foi expresso em mg de compostos fendélicos por litro de hidrolisado.

5 TESTE DE FERMENTABILIDADE

Para a realizacdo do teste de fermentabilidade foram preparados meios de fermentacéo
composto por hidrolisado (destoxificado e ndo destoxificado) e meio sintético, sendo o
hidrolisado a unica fonte de carbono, em frascos conicos com capacidade para 250mL,

conforme descrito a seguir.

Frascos 1 e 4 — Constituido de Meio de fermentacdo com 25% do hidrolisado néo
destoxificado e 75% de meio sintético.
Frascos 2 e 5 — Constituido de Meio de fermentacdo com 50% do hidrolisado n&o
destoxificado e 50% de meio sintético.
Frascos 3 e 6 — Constituido de Meio de fermentacdo com 50% do hidrolisado destoxificado e
50 % de meio sintético.

Os hidrolisados e o meio sintético foram submetidos a autoclavagdo a 111°C, sendo o

hidrolisado por 5 minutos e o meio sintético por 20 minutos.

5.1 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo dos in6culos procedeu-se como descrito a seguir
A levedura S. cerevisiae (FLEISCHMANN®), na forma desidratada foi adquirida no

mercado local.
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Indculo com a levedura P. stipitis — A levedura foi doada pela Fundagdo André Tosello. A
cepa de P. stipitis codificada como CCT-2616, foi reativada em meio sintético conforme
Tabela 7.

Tabela 7: Composic¢do do meio sintético usado na ativacao de P. stipitis

Componentes Concentracio
D-xilose 20,0g/L
Uréia 1,25¢/L
KH,PO, 1,1g/L
Extrato de levedura 2,0g/L
Solucao de sais e acido citrico 40mL/L

Fonte: PEREIRA JR.(1991) apud Oliveira (2010)

A ampola doada contendo a levedura liofilizada foi inoculada em 100mL de meio
sintético em frascos conicos de 250mL e incubada a 28°C sob agitagdo (140rpm). Apds 48
horas de crescimento, 0 meio contendo a suspensdo de levedura foi preservada em glicerol a
10% e estocada em microtubos de 2mL a -18+1°C. Para indculo no meio de fermentacdo, um
microtubo contendo a cultura foi inoculado novamente em 100mL de meio sintético em frasco
conico de 250mL e incubado a 28°C sob agitacdo (140rpm) por 24 horas.

Para determinacdo do ind6culo foi construida previamente uma curva padrdo
relacionando massa seca de células a absorbancia determinada com leitura a 570nm. Durante
28 horas de crescimento nas condi¢des descritas, foram retiradas aliquotas de 1mL, as quais
foram submetidas a centrifugacao por 7 minutos a 10.000rpm. O sobrenadante foi descartado
e o0 precipitado ressuspenso em 2mL de &agua destilada foi submetido determinagdo
espectrofotométrica a 570nm. Apo6s as 28 horas de crescimento, para determinacdo da curva
de peso seco, 0 meio restante (60mL) foi centrifugado a 2000rpm por 20 minutos e
ressuspenso em 60mL de &gua. Em seguida foram realizadas diluicdes de até 25 vezes
gerando pontos com absorbancia de 0 a 0,6. O volume das dilui¢bes foi de 50mL as quais
foram filtradas sob vacuo em membrana de poliacetato com porosidade de 0,45um,
previamente desumificada e com peso conhecido. A membrana filtrante contendo a biomassa
foi submetida a secagem em estufa a 85°C até peso constante. O calculo da massa seca se deu
pela diferenca do peso da membrana filtrante contendo a biomassa, ap6s a secagem em estufa
e membrana filtrante desumificada sem biomassa. Os resultados foram expressos em

Obiomassa/ L de meio de crescimento.
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5.2 PREPARO E INOCULO DO MEIO DE FERMENTACAO

Os seis frascos de hidrolisados descritos no item 5 da secdo material e método
constituiram-se nos meios de fermentagdo. Os frascos 1, 2 e 3 foram inoculados com a
levedura P. stipitis. O indculo foi de 25mg de biomassa por frasco contendo 75 mL de meio.

Os frascos 4, 5 e 6, foram inoculados diretamente com 25mg da levedura S. cerevisae
desidratada.

Na Tabela 8 encontram-se de forma resumida as condi¢des de meio e in6culo para o

processo fermentativo.

Tabela 8: Composicdo dos meios de fermentacdo e agentes fermentativos (P. stipitis e S.

cerevisiae)
Frascos Hidrolisado (%) Meio Sintetico Leveduras para Inoculo
ND (%)
1 - 25 75 Pichia stipitis
2 - 50 50 Pichia stipitis
3 50 - 50 Pichia stipitis
4 - 25 75 Saccharomyces cerevisiae
5 - 50 50 Saccharomyces cerevisiae
6 50 - 50 Saccharomyces cerevisiae

D = destoxificado, ND = ndo destoxificado

5.3 VARIAVEIS DE RESPOSTA DO PROCESSO FERMENTATIVO

Os meios de fermentagdo inoculados com P. stipitis e S. cerevisiae foram monitorados
conforme descrito a seguir.

O processo fermentativo utilizando como agente fermentativo levedura P. stipitis foi
conduzido por até 72 horas. O frasco 1 teve o processo conduzido por 38 horas, enquanto 0s
frascos 2 e 3 permaneceram até 72 horas. A partir destes processos foram retiradas aliquotas
de 1mL a cada 2 horas. As aliquotas coletadas foram centrifugadas a 10.000rpm por 7
minutos. O sobrenadante foi congelado para andlise de AR e glicose. O precipitado foi
ressuspenso em &gua destilada e analisado quanto & sua concentragdo de biomassa por
espectrofotometria a 570nm.

O processo fermentativo conduzido com S. cerevisiae teve sua fermentacao

monitorada por 27 horas em frascos com fermentémetros, como ilustrado na Figura 14. O
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fermentdbmetro € um dispositivo que possibilita acompanhar o processo fermentativo por meio
de sucessivas pesagens em intervalos de tempo regulares, sendo a perda de peso obtida,
decorrente do desprendimento de CO,. Os valores obtidos de CO; séo utilizados para estimar
o etanol produzido e consequentemente a concentracdo de acucares fermentesciveis existente
na biomassa. (PANTOJA, 2006). A pesagem foi realizada a cada duas horas durante o periodo
de 27 horas de fermentacdo. Amostras coletadas antes do inicio do processo fermentativo e
apos foram usadas para determinacdo do teor de agucares redutores totais, acucares redutores

e glicose e etanol. Todas as determinacGes analiticas foram feitas em triplicata.

Figura 14: Fermentémetros acoplados em frascos conicos contendo meio com diferentes
concentragdes de hidrolisado: 25% (a), 50% (b) de hidrolisado ndo destoxificado e 50% (c) de

hidrolisado destoxificado.

5.3.1 Quantificacdo de acUcares redutores (AR) e acUcares redutores totais (ART)

A quantificagdo de AR seguiu a metodologia de Somogyi-Nelson, descrita por
Soughtgate (1991). O método se baseia no fato dos glicidios redutores aquecidos em meio
alcalino transformarem-se em enedidis que reduzem os fons Cu*? a Cu*', formando o 6xido
cuproso (Cu,0O). Este d6xido reduz o reativo arseno molibdico a 6xido de molibdénio, de
coloracéo azul, cuja intensidade € proporcional a quantidade de agucar presente na amostra. A

curva analitica utilizada para célculo de AR e ART pode ser vista no apéndice.

5.3.2 Quantificacdo do Teor de Etanol

A quantificacdo da concentracdo de alcool no meio de fermentacdo foi determinada ao
final do processo pelo método espectrofotométrico utilizando dicromato de potassio
(ISARANKURA, 2007). Para quantificacdo do teor de &lcool uma aliquota de 5mL do meio

foi submetida a destilagio em microdestilador (Marca Tecnal, modelo TE-012), sendo
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recolhida uma fracdo de 10mL, a qual foi submetida & quantificagdo de etanol. Para o
doseamento, em tubo de ensaio com capacidade para 10mL, foi adicionado uma aliquota de
300puL do destilado ao qual foram adicionados 3mL de uma solucdo de dicromato de potassio
a 0,1M preparada em solucdo de acido sulfurico a 5,0M, e deixado em repouso por 15
minutos. Em seguida, as amostras foram analisadas por espectrofotometria a 590nm. A curva

analitica de alcool foi construida com pontos de 0; 7,5; 15; 22,5; 30; 37,5 g/L..

5.3.3 Quantificagado de glicose

A quantificacdo da glicose se deu pelo método enzimatico Glicose Oxidase-Peroxidase
(GOD-POD). Para o doseamento foram adicionados 10puL de amostra e 1mL do reativo
enzimatico em tubos tipo Eppendorf, seguido de aguecimento em banho-maria a 37°C por 15
minutos. Como padrdo foi usada uma solucdo de 1,0g/L de glicose. A absorbancia foi

determinada em espectrofotémetro a 505nm.

5.3.4 Fator de rendimento de producéo (Ypys)

O fator de rendimento em etanol foi calculado pela relagdo massa de etanol (Q)
produzida e massa (g) de agUcares totais consumidos. Os resultados foram expressos em
Oproduto/substrato- O Calculo foi baseado na seguinte equagao:

AP P—Pri r

Y'-'.u"g:—: =
PIS = a5~ (5—si) Si-$

P = Concentracdo de produto final (g/L)

Pi = Concentracdo de produto inicial (g/L)
S = Concentracéo de substrato final (g/L)
Si = Concentragdo de substrato inicial (g/L)

5.3.5 Produtividade volumétrica (Qp)
A produtividade volumetrica foi calculada com base na férmula abaixo. Foi expressa
em gramas de etanol por litro de meio fermentado por hora (g.L™.h™).

P (D
Qr= 7 ()

P= quantidade de produto (etanol) em 1L

t= tempo em horas
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5.3.6 Eficiéncia fermentativa (Ef)
Essa é uma relacdo que foi calculada usando a relagéo entre rendimento em produto do

processo (Ypss) e 0 rendimento teorico (0,511g de etanol/g de agucar) :

Ef= Eficiéncia fermentativa em %

Y s = Fator de rendimento de produgéo
5.3.7 Fator de rendimento de célula em relacéo ao substrato (Yxs)

O fator de rendimento em célula foi calculado em g de célula por g de agucares totais

consumidos (g/g)

AX X —Xo

Vx/s= 755% T5 750

X=massa celular final (g/L)
Xo= massa celular inicial (g/L)
S= concentragdo de substrato final (g/L)

So= concentracdo de substrato inicial (g/L)

5.3.8 Taxa especifica de crescimento celular ()
Este pardmetro cinético expressa a taxa especifica de crescimento, a qual é calculada

de acordo com seguinte expressao.

X

In — =
Xo 1

X=massa celular final (g/L)
Xo= massa celular inicial (g/L)

t = tempo (fase exponencial)
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5.3.9 Tempo de geragéo (1)

Para o célculo do tempo de duplicacdo foram usadas as seguintes formulas abaixo:

t
tg = —
n
X=X, x 2"

log X =log X, x nlog 2

log X =log X,x n 0,301
log X - log X, = n 0,301
n = (log X - log X,)/0,301

n=3,3(log X - log X,)

Onde: tg = tempo de geracdo ou duplicacéo
t = variacdo de tempo considerado para o célculo (fase exponencial)
n = n° de geracdes
log X = logaritmo da concentragdo de biomassa final

log Xo = logaritmo da concentracdo de biomassa inicial

5.3.10 Determinacéo de compostos fendlicos totais

Para a extracdo dos compostos fendlicos foi usada uma solucdo de metanol 80%.
Utilizou-se uma quantidade de 400uL de amostra e adicionou-se 400puL da solugdo de Folin
Ciocalteau e 3.6mL de agua. Deixar em repouso por 5 minutos e adicionar 4mL de carbonato
de sddio (Na,CO3) e completar o volume com agua destilada para 10mL. Deixar em repouso
por 90 minutos. Em seguida analisar em espectrofotdmetro a 750nm de comprimento.

As etapas descritas anteriormente no item Materiais e Métodos podem ser visualizadas

no fluxograma apresentado a seguir (Figura 15).
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PARTE V RESULTADOS E DISCUSSOES

1 CARACTERISTICAS QUIMICAS DA TORTA DE MACAUBA

O resultado da caracterizagdo quimica da torta de macalba esta apresentado na Tabela
9. Observou-se que o teor de agucares da torta desengordurada quando comparada a torta nao
desengordurada apresentou um aumento de 9,12 %. Esse fato deve-se a retirada dos lipideos
durante o processo de extracdo de 6leo com solvente, que finda por concentrar os constituintes
presentes na biomassa. A torta da polpa de macauba apresentou um teor de 23,37% de amido,
mostrando que o fruto é uma rica fonte deste carboidrato. A curva analitica utilizada na

quantificacdo de amido esta apresentada na Figura 16

Curva padrdo de glicose para quantificacdo
de amido e AST

¥
S o -0,
0,2
0

0] 0,02 0,04 006 0,08 0,1 0,12

Concentragao de glicose g/L

Figura 16: Curva analitica de D-glicose para quantificacdo de amido e agucares soluveis

totais das amostras de torta/farelo.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, percebe que a torta de
macauba depois de desengordurada apresentou um teor de 4,7% de lipideos, o que demonstra
que o método de extracdo com éter etilico foi bom, rendendo uma extracdo aproximadamente

80% da quantidade de 6leo inicial.
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Tabela 9: Caracterizacdo das tortas de macauba

Torta

Parametros integra Desengordurada

Média (%) DP Média (%) DP
Umidade 2,52 0,14 7.8 0,23
Lipideos 21,5 1,0 47 0,15
Cinzas 4,84 01 4,19 0,16
Proteina Bruta 6,35 0,05 8,15 0,01
AST 8,19 0,63 11,48 0,62
Amido 23,37 0,5 23,16 0,95
Fibra Bruta 8,7 0,3 10,46 0,2
FDA 11,7 0,25 14,12 0,91
FDN 21,1 0,3 23,72 0,36
Celulose 10,08 0,8 11,49 1,08
Hemicelulose 9,43 0,15 9,6 0,79
Lignina 0,38 0,04 4,33 0,12

DP = desvio padrdo, AST= Aclcares sollveis totais, FDA= Fibras solGveis em
detergente acido, FDN= Fibras solGveis em detergente neutro
Torta integra e torta desengordurada com éter etilico (torta imersa em éter por 48 horas).

2 PROCESSOS DE SACARIFICACAO

A sacarificacdo da torta de macauba foi realizada inicialmente e avaliada através de
planejamento experimental fatorial do tipo 2"*. Os resultados dos ensaios de sacarificacio nas
condicdes desenhadas pelo planejamento fatorial estdo apresentados na Tabela 10. De acordo
com MONTGOMERY (2004), o planejamento experimental fatorial do tipo 2" é abrangente
e util para obter informagdes prévias para um posterior planejamento. O coeficiente de
determinacéo obtido para o fator de resposta actcares redutores foi de 0,94, considerando um
nivel p = 0,1. Na Figura 17 podem ser observados aqueles fatores que exerceram efeitos

significativos para o processo hidrolitico em consideracao.
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Tabela 10: Fator de resposta para a hidrolise quimio-enzimatica da torta de macadba obtida
por planejamento experimental do tipo 2"*com dois niveis, 5 fatores e 4 pontos centrais.

Pré-tratamento Hidrolise enzimatica
S/IL H,SO4 Tempo Amiloglicosidade Celulase
ul/g  AGU/g ul/g EGU/g

Amostra (%) (%) (min) torta torta torta torta AR%
1 20 2 20 10 8,6 100 85 45,68

2 50 2 20 10 8,6 10 8,5 20,52

3 20 8 20 10 8,6 10 8,5 27,6

4 50 8 20 10 8,6 100 85 27,18

5 20 2 60 10 8,6 10 8,5 50,39

6 50 2 60 10 8,6 100 85 43,47

7 20 8 60 10 8,6 100 85 38,27

8 50 8 60 10 8,6 10 8,5 36,18

9 20 2 20 100 86 10 8,5 49,72

10 50 2 20 100 86 100 85 42,5
11 20 8 20 100 86 100 85 56,13
12 50 8 20 100 86 10 85 37,63
13 20 2 60 100 86 100 85 56,61
14 50 2 60 100 86 10 8,5 46,25
15 20 8 60 100 86 10 8,5 3343
16 50 8 60 100 86 100 85 44,3
17(C) 35 5 40 55 47,3 55 46,8 46,13
18(C) 35 5 40 55 47,3 55 46,8 45,87
19(C) 35 5 40 55 47,3 55 46,8 47,64
20(C) 35 5 40 55 47,3 55 46,8 46,16

Observou-se na Figura 17 o efeito negativo da razdo soélido/liquido (S/L) sobre a
sacarificacdo. A concentracdo ideal encontrada da razdo S/L foi de 20 %. O declinio pode
estar relacionado a uma dificuldade de transferéncia de massa, pois quanto maior a quantidade
de solidos presentes, menor a disponibilidade do substrato para a acdo das enzimas. O mesmo
efeito negativo foi observado para a concentracdo de acido sulfdrico (H2SO,), este fato pode
estar atrelado a formacdao de furfural e hidroximetilfurfural gerados durante a desidratacdo dos
acucares que ocorre em pH &cido (HAGERDAL, 2000). Os dados obtidos sugerem que em
concentragfes acima de 2% de &cido sulfurico tenha ocorrido desidratacdo dos agucares
presentes, ocasionando um decréscimo do mesmo no meio de reacao.

Em relacdo ao fator tempo do pré tratamento, percebeu-se uma contribuicdo negativa
na interacdo tempo e glicoamilase (3by4 na Figura 20). Esse efeito provavelmente esta

relacionado com a desidratacdo dos agucares, uma vez que os aglcares estando em contato
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com o acido por mais tempo aumento, irdo gerar furfural e hidroximetilfurfural, diminuindo a

quantidade de substratos da enzima

(4)Glicocamilase : : : I,f;f;:f?’ : 13917397
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Figura 17: Grafico de Pareto com os efeitos dos fatores avaliados sobre o processo de

hidrolise enzimatica da torta de macauba. Nivel de confianca de 90%

Em relacdo as enzimas amiloglicosidade (glicoamilase) e celulase, observou-se que o
aumento das suas concentracdes teve um efeito positivo sobre a concentragdo de aglcares
redutores. Esse efeito pode ser explicado pela acdo hidrolitica de tais enzimas que geram AR
e glicose a partir de oligossacarideos. Foi possivel observar ainda que o aumento da
concentracdo da enzima amiloglicosidase gerou maior concentragdo de agucar redutor do que
um aumento da concentragdo da enzima celulase, isso provavelmente se deve ao fato da
biomassa possuir um teor de amido maior do que o de celulose. Ressalta-se que o tempo de
hidrolise enzimatica foi de 24 horas, e que este tempo foi definido em pré-testes conforme

resultados apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Rendimento de AR produzido em fungdo do tempo de hidrolise enzimatica da

torta da polpa de macatba

o Amiloglicosidade Celulase

Amostra TeIrEnan(i) rggt?clgzﬁl)lse H(zoi)()h (S:Q.) /g AGUlg  nllg EGUI/g
torta torta torta  torta

1 24 35 15 30 25,8 25 21.2

2 48 35 15 30 25,8 25 21.2

3 72 35 15 30 25,8 25 21.2

4 96 35 15 30 25,8 25 21.2

5 120 35 15 30 25,8 25 21.2

AR
%

23,29
23,86
26,85
21,03
24,49

O exame do grafico de repostas desejaveis (Figura 18) permitiu distinguir a

contribuicdo de cada fator para o processo de sacarificacdo. Ficou evidente que a contribuicéo

negativa da razdo S/L limitou o processo de sacarificacdo. O efeito negativo da concentracao

do &cido também se mostrou importante. O tempo de pré-tratamento ndo se mostrou

significativo para os intervalos pesquisados. Ja as enzimas apresentaram uma contribuicdo

positiva, de forma que foi usada uma quantidade inferior da melhor condi¢do encontrada na
Figura 21, que foi de 55uL/g de torta, 0 que equivale a 47,3 AGU e 46,8 EGU, visando

resultados expressivos com quantidade menor de enzimas. Tais efeitos e as contribui¢Ges das

concentragcOes das enzimas permitiram inferir as condi¢des hidroliticas mais favoraveis para a

conversao dos polissacarideos: razdo solido/liquido de 20%; concentracdo de acido sulfarico

de 2,0%; tempo ideal para pré-tratamento acido, 40 minutos.
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Figura 18: Gréficos das respostas preditas pelo modelo fatorial 2°* e os respectivos padrdes

de “desejabilidade’.

Os resultados preliminares obtidos com o planejamento fatorial 2" serviram de base
para a proposicdo de um desenho experimental do tipo DCCR, que permitisse a otimizagédo do
processo de sacarificacdo, mantendo constantes a razdo S/L (20%) e o tempo do pre-

tratamento (40 minutos), conforme mostrado na Tabela 12.
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Tabela 12: Fatores de resposta do planejamento experimental DCCR 2% para a hidrélise

quimio-enzimaética da torta de macauba.

Celulase Amiloglicosidase .
Amostra %H;50, plL/g torta EGU/g torta pl/g tortag AGU/g torta WAR % Glicose
1 2,00 5,00 4,2 10,00 8,6 36,80 21,71
2 2,00 25,00 21,2 10,00 8,6 41,93 26,71
3 2,00 5,00 4,2 30,00 25,8 37,33 24,57
4 2,00 25,00 21,2 30,00 25,8 42,91 26,30
5 5,00 5,00 4,2 10,00 8,6 42,76 14,27
6 .5,00 25,00 21,2 10,00 8,6 45,08 28,54
7 5,00 5,00 4,2 30,00 25,8 46,47 23,14
8 5,00 25,00 21,2 30,00 25,8 49,52 30,28
9(x) 1,37 15,00 12,7 20,00 17,2 39,92 21,92
10x) 5,62 15,00 12,7 20,00 172 47,78 23,96
11(x) 3,50 15,00 12,7 5,85 50 42,41 23,65
12(x) 3,50 15,00 12,7 34,14 204 4541 26,20
13(x) 3,50 0,85 0,72 20,00 17,2 37,88 24,16
14(x) 3,50 29,14 24,7 20,00 172 4370 28,85
15(c) 3,50 15,00 12,7 20,00 17,2 47,11 24,57
16(c) 3,50 15,00 12,7 20,00 17,2 46,51 24,97
17(c) 3,50 15,00 12,7 20,00 17,2 46,01 24,67
18(c) 3,50 15,00 12,7 20,00 17,2 47,48 24,46

Planejamento com 3 fatores, sendo dois niveis cada um, 4 pontos centrais (15C, 16C, 17C, 18C) e 6 axiais (9x,
10x, 11x, 12x, 13X, 14x), com as seguintes condicdes experimentais: temperatura de hidrélise por autoclavagem
de 120°C, pressdo de 1 atm, tempo de hidrolise quimica de 30 minutos, tempo de hidrélise enzimética de 24
horas e fatores de resposta AR e da Glicose.

De acordo com o planejamento experimental DCCR 2°, cujo coeficiente de
determinacéo calculado foi de 0,92, a condicdo que apresentou maior porcentagem de AR e
glicose liberada foi a condicdo 8, onde foi empregado uma hidrdlise quimica na concentragdo
de 5% de &cido sulfurico, e concentracdo de celulase de 21,2 EGU e 25,8 AGU para
amiloglicosidase No entanto, ao comparar essa condicdo com as demais condi¢cfes deste
planejamento experimental, a que se apresentou como mais vantajosa foi a condicéo relativa
aos pontos centrais. Pois, 0s pontos centrais foram construidos com concentracdo de acido
sulfarico, 30% menor que na condicdo 8. Além disso, a concentracdo de enzima celulase
utilizada foi em torno de 30% menor, e ainda assim, conseguiu atingir uma porcentagem de
AR em torno de 47% (aproximacédo da média das 4 condicdes centrais) e 25% de glicose. Isso
significa que a diferenca entre o rendimento dos pontos centrais em relagdo com a condicao 8,
n&o foi superior a 5% para o teor de AR e 16 % para glicose.

Os fatores que tiveram contribuicGes no planejamento estdo demonstrados no grafico

de Pareto, representado na Figura 19. Pelo grafico de Pareto pode-se observar que houve
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efeito linear significativo para a concentragdo de &cido sulfurico e para as concentracdes de
celulase e amiloglicosidase, que contribuiram de maneira positiva para o processo. Além
disso, observou-se que o efeito quadratico do acido sulfurico e das enzimas celulase e

amiloglicosidase sdo negativos, 0 que sugere uma otimizacao desses fatores.

(1)H2504 %(L) 10,111464

3 910758
///////////
I—‘l 84076

(2)Celulase ul/g tona(L)

Celulase ul/g toﬂa(Q) -6,45603

(3)Amiloglicosidase ul/g toﬂa(L)

1Lby3L 2,284761

H2504 %(Q) 2 22903

Amiloglicosidase ul/g toﬂa(Q) 2 1569

1Lby2L

2Lby3L

;3989637

p=.1
Nivel de Confianca
Figura 19: Grafico de Pareto para os efeitos dos fatores avaliados no planejamento DCCR

sobre a liberacdo de agucares redutores. Nivel de Confianca de 90%

No grafico de Pareto apresentado na Figura 20 estdo apresentados os fatores que
contribuiram na producéo de glicose e por meio destes, pode-se perceber que o efeito linear
da celulase e da amiloglicosidase foram positivos, o que provavelmente pode ser explicado
pelo crescimento progressivo da quantidade das enzimas utilizadas. O efeito quadratico
negativo do acido sulfarico presente no diagrama de Pareto, deve-se, provavelmente, a
desidratacdo da glicose causada pela presenca do &cido sulfdrico, gerando furfurais e
derivados, causando diminuicdo no teor de aclcar ao final do processo. As combinacfes, dos
fatores acido sulfarico/celulase e acido sulfarico/amiloglicosidase apresentaram efeito
positivo no processo de obtengdo da glicose. Esse efeito deve-se provavelmente, a presenca de
acido sulfarico que promove a hidrélise de oligossacarideos, gerando substratos para a
atuacdo das duas enzimas, contribuindo assim, para o aumento do teor de glicose no meio de

reacao.
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(2)Celulase ulL/g torta(L)

1Lby2L |

(3)Amiloglicosidase uL/g torta(L)
2Lby3L '

H2S04 %(Q)

1Lby3L

Celulase uL/g torta(Q)

Amiloglicosidase ulL/g torta(Q)

(1)H2S04 %(L) ,0012907

Nivel de Confianca

Figura 20: Grafico de Pareto para os efeitos dos fatores avaliados no planejamento DCCR
sobre a liberagéo de glicose. Nivel de Confianca de 90%

Por meio do grafico de superficie resposta para producédo de AR e Glicose (Figura 21)
foi possivel observar o efeito combinado da acdo hidrolitica da enzima celulase e do acido
sulfarico.

! =
3 ey
B S0ty [ 25
TS
30 ""V'v"""“:“\“s‘ —
g ° LESSSESSESSN,
& ol SR
1 st
Ll
=¥ . =
3,

Figura 21: Grafico de superficie resposta para o efeito combinado da enzima celulase (uL/g
torta) e % de H,SO, sobre os agucares liberados.
Acido sulfirico e celulase apresentaram efeitos sinérgicos significativos para o

processo hidrolitico (Figura 21), resultando em concentragcbes crescentes de acucares
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redutores e glicose. No entanto, o H,SO, também apresentou um efeito quadratico negativo
sobre a concentragdo de glicose, 0 que impde limite ao incremento do &cido (Figura 21). Na
Figura 22 também € possivel observar o efeito sinérgico entre o H,SO, e a enzima
amiloglicosidase, de forma a incrementar a formacéao de agucares redutores. Por outro lado, na
mesma figura, verifica-se o efeito negativo do acido sulfurico sobre a concentracdo de glicose.
Por certo, a glicose liberada durante o pré-tratamento, principalmente derivada da fracdo
amilacea, mais susceptivel ao ataque 4&cido, foi também alvo de desidratacdo a

hidroximetilfurfural.

Figura 22: Gréficos de superficie de resposta para % de AR e Glicose % em funcdo da

concentracdo da enzima amiloglicosidase (uL/g torta) e da concentracéo de H,SO,,

Na Figura 23 esta apresentada a relagdo do efeito combinado entre as concentrages
das enzimas amiloglicosidase e celulase. A interseccdo das concentragcbes das enzimas
(15uL/g de torta para enzima celulase e 20uL/g torta para enzima amiloglicosidase) se da no
apice da curvatura do grafico de superficie resposta para o fator de resposta AR%. Isso
significa que a partir deste ponto qualquer aumento na concentracdo das duas enzimas nédo
contribuira para o incremento do processo. Por outro lado, o gréafico que associa o efeito das
enzimas sobre a liberacdo de glicose denota que o processo de liberagédo de glicose a partir da

celulose presente na biomassa é mais lento ou resiliente.
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Figura 23: Gréaficos de superficie de resposta para % de AR e % de Glicose em funcéo das

concentracdes de amiloglicosidase (uL/g torta) e de celulase (uL/g torta).
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Figura 24: Gréficos das respostas preditas pelo modelo fatorial DCCR e 0s respectivos
padrdes de ‘desejabilidade’ para o fator de resposta Glicose%.
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Figura 25: Graficos das respostas preditas pelo modelo DCCR e os respectivos padrdes de

‘desejabilidade’ para o fator de resposta AR%.

Em consideracdo aos graficos de ‘desejabilidade’ (Figuras 24 e 25) foram definidas as
concentracdes dos fatores que seriam usados para a sacarificagdo semi-preparativa destinada
aos experimentos de fermentabilidade. Considerando o efeito quadratico negativo do acido
sulfarico, foi adotada a concentragdo de 3,5%, limite a partir do qual j& se observa decaimento
da concentracdo de glicose (Figura 24). Em relacdo as enzimas, foram adotados 15uL da
enzima celulasica /g de torta e 20pL de amiloglicosidase/g de torta. Sob tais condicGes foi
possivel obter uma eficiéncia de hidrdlise de 92%.

Na Tabela 13 estdo apresentados os teores de amido, hemicelulose e celulose da torta
de macauba antes e depois do processo de sacarificacdo realizado na condicdo apontada pelo
delineamento experimental como a mais adequada. Os resultados obtidos evidenciam a

eficiéncia do processo de sacarificagéo.
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Tabela 13: Teores de amido, celulose e hemicelulose da torta de macauba desengordurada
antes e depois da sacarificacao.

Torta de Macauba
Parametros  Antes da sacarificacdo  Depois da sacarificagdo

Média (%) DP Média (%) DP
Amido 23,16 0,95 0,34 0,18
Celulose 11,49 1,08 5,70 0,26
Hemicelulose 9,60 0,79 -0,26 1,24

Na Tabela 13 percebe-se que praticamente todo o amido presente na torta de macadba
foi hidrolisado. O mesmo acorreu com a hemicelulose. Em relacdo a fracdo de celulose
presente na torta de macalba, cerca de 50% foi solubilizada. Uma analise critica dos
resultados obtidos com o planejamento DCCR, ilustrado pelas Figuras 24 e 25, e dos valores
de polissacarideos antes e depois do processo de sacarificagdo em condi¢do pré-determinada
pela andlise dos resultados do processo de otimizacdo, indica a possibilidade de um
incremento da conversdo da celulose presente na torta de macadba se houver um incremento

da concentragéo da celulase.

3 TESTE DE FERMENTABILIDADE

O filtrado do hidrolisado da torta de macauba apresentou aspecto limpido, e com cor
ambar (Figura 26 a).

O processo de destoxificagdo do hidrolisado da torta de macaiba com carvdo ativado
resultou em um hidrolisado limpido e claro (Figura 26 b).

Figura 26: Meios hidrolisados ndo destoxificado (a) e destoxificado (b)
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3.1 FERMENTACAO COM Saccharomyces cerevisiae

Na Figura 27 estdo ilustrados os perfis do consumo de glicose e acUcares redutores
(AR) e producdo de CO, e etanol do processo fermentativo do hidrolisado de torta de
macauba elaborado com 25% de hidrolisado ndo destoxificado e 75% de meio sintético
(MH25) conduzido com S. cerevisiae.

Embora o processo fermentativo com S. cerevisiae tenha sido acompanhado pela
evolugdo de CO,, percebeu-se que o final da fermentagcdo coincidiu com o esgotamento da
glicose disponivel inicialmente. Ao mesmo tempo foi verificado que houve uma quantidade
residual de acucares redutores (4,8 g/L) correspondente a diferenca entre a concentracdo de
acucares redutores e a concentracdo de glicose presentes no mosto no inicio do processo. Esse
comportamento aponta para a existéncia de acglUcares ndo fermentaveis para a levedura
utilizada, como pentoses (HAGERDAL, 1994).

16 - 16

14 L 14

CO2 (25%)
Glicose Eq. (25%) -12
AR Eq. (25%) i
Etanol Eq (25%)
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Figura 27: Perfil (Agucares redutores=AR, glicose, gas carbénico= CO, e etanol) do processo
fermentativo do hidrolisado de torta de macaldba elaborado com 25% de hidrolisado néo

destoxificado e 75% de meio sintético (MH25) conduzido com Saccharomyces cerevisiae.

A quantidade de etanol produzida foi de 5,38g/L. De acordo com a quantidade de
alcool produzida observou-se que toda a glicose foi convertida em etanol. Considerando a
quantidade inicia de agucares redutores totais (ART) de 18,97¢/L, a final de 6,40g/L (ndo

representados na Figura 27, pois esta expresso em AR, agucare redutores), e o teor de etanol
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produzido durante o processo, o rendimento (Yp;s) do processo fermentativo foi da ordem de
0,42. A eficiéncia fermentativa do processo foi de 82,2% e a produtividade volumétrica,
considerando o periodo de 20 horas de fermentacdo (inicio da fase estacionaria) foi de
0,269g/L.h™.

Na Tabela 14 estdo reunidos os dados analiticos utilizados para calcular os fatores de
resposta do processo fermentativo.

Tabela 14: Variaveis de respostas do processo fermentativo em meio de fermentacdo com

25% de hidrolisado e 75 % de meio sintético, inoculado com a levedura S. cerevisiae.

Tempo ART Glicose Alcool  Yp/s Qp Ef
(h) (9/L) (9/L) (@/L)  (gplgs) (gIL.h™) (%)
0 18,97 10 0

0,42 0,27 82,2
20 6,4 0 5,38

ART= Acucares redutores totais, Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade
volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.

No meio de cultura MH50D, Figura 28, observou-se que o consumo de glicose foi
praticamente total em 24 horas de processo fermentativo, sendo sua concentracdo inicial de
18,23g/L. A quantidade de etanol produzida foi de 10,83g/L. Com base no teor de etanol
produzido observou-se que toda a glicose foi convertida em etanol. Considerando a
quantidade de agUcares redutores totais (ART) inicial de 34,83g/L, a final de 13,14g/L e o teor
de etanol produzido durante o processo, o rendimento (Ypss) do processo fermentativo obtido
foi na ordem de 0,49. A eficiéncia fermentativa (Ef) do processo foi de 97,7% e a
produtividade volumétrica (Qp), considerando o periodo de 20 horas de fermentagdo (inicio da
fase estacionaria) foi de 0,54g/L.h™%.
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Figura 28. Perfil de consumo de AR Eq., glicose Eq. (g/L) e producédo de CO, (g) e etanol Eq.
em meio constituido por 50% de hidrolisado destoxificado (MH50D) utilizando levedura
Saccharomyces cerevisiae como inéculo.

Na Tabela 15 estdo apresentados os parametros do processo fermentativo para 0 meio
hidrolisado MH50D. Com base em 7,5g de torta e no teor de etanol produzido por litro de
hidrolisado a projecdo de etanol produzida por tonelada de torta seria de 67L. OLSSON e-
HAGERDAL (1996), estudando hidrolisado de pinha ndo destoxificado como meio de
fermentacdo inoculado com S. cerevisiea obteve uma produtividade volumétrica igual a
0,37g/L.h™, 45% do obtido neste experimento (0,54g/L.h™).

Tabela 15: Variaveis de respostas do processo fermentativo em meio constituido de

hidrolisado destoxificado (MH50D) utilizando levedura S. cerevisiae como inoculo.

Tempo ART  Glicose  Alcool Yers Qp Ef
(h) (9/L) (9/L) (@L)  (gp/gs) (g/Lh™) (%)
0 34,83 18,23 0

0,49 0,54 97,7
20 13,14 0 10,83

ART= Acucares redutores totais, Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade
volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.
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O perfil do processo fermentativo conduzido com hidrolisado ndo destoxificado (MH50)
esta apresentado na Figura 29. Em relacdo ao processo fermentativo elaborado com MH50, a
concentracdo inicial de AR, ART e glicose foram de 30,89¢/L, 36,15¢/L e 19,18¢/L,
respectivamente. A glicose foi praticamente toda consumida em um periodo de 24 horas.
Nesse periodo a concentracdo de AR foi em torno de 12,00g/L e a concentracdo de ART foi

de 12,85¢/L, sugerindo assim, a preferéncia da levedura pela glicose.
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Figura 29: Perfil de consumo de AR e glicose em (g/L) e producdo de CO; (g) e etanol em
meio constituido com 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50) utilizando levedura S.

cerevisiae como inoculo.

A quantidade de alcool produzida foi de 11,87g/L, gerando Yps de 0,49; Qp de
0,59g/L.h™ e Ef de 97,1%. Na Tabela 16 estdo apresentadas as variaveis de respostas do
processo fermentativo constituido por hidrolisado ndo destoxificado (MH50) utilizando
levedura S. cerevisiae como inoculo.

Tabela 16: Varidveis de respostas do processo fermentativo em meio constituido de
hidrolisado ndo destoxificado (MH50) utilizando levedura S. cerevisiae como inéculo.

Tempo ART Glicose Alcool Ypls Qp Ef
(h) (g/L) (g/L) (@/L)  (gplgs) (glL.h™) (%)
0 36,15 19,18 0

0,49 0,59 97,1
20 12,24 0 11,87

ART= Acucares redutores totais, Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade
volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.
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Na Figura 30 estdo representados os perfis da produgédo da massa de CO, (g) dos
processos fermentativos conduzido com S. cerevisiae inoculados em trés diferentes meios
(MH25; MH50 e MH50D). Pode-se observar que no meio com 50% de hidrolisado
destoxificado (MH50D), a cinética de producdo de CO, foi maior do que no meio constituido
por 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50). Isso significa que o consumo de agucares
também foi mais rapido. Observou-se ainda que a produtividade volumétrica do bioprocesso
(Qp), também foi maior com o meio destoxificado (Tabela 17). Tal fato pode estar atrelado a
presenca de inibidores no meio fermentativo (MH50) que dificultam o uso dos agucares por
parte da levedura (OLSOSN E HAGERDAL, 1996).

Co, (glL)
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Figura 30: Perfis de producéo de CO; (g) a partir de meio de fermentacdo constituido de 25%
de hidrolisado ndo destoxificado (MH25), 50% hidrolisado ndo destoxificado (MH50) e 50%
de hidrolisado destoxificado (MH50D) utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae como
inéculo.

Tabela 17: Dados das produtividades dos meios de fermentagdo constituido de 25% de
hidrolisado ndo destoxificado (MH25), 50% hidrolisado nao destoxificado (MH50) e 50% de
hidrolisado destoxificado (MH50D) utilizando levedura S. cerevisiae como indculo.

Variaveis MH25 MH50 MH50D

COz(g/L) 4,97 887 851
Qe(g/L.h™) 020 0,35
Tempo (h) 25 25 21

Qp= produtividade volumétrica e CO,= Gas carbbnico.
MH25=meio construido com 25 % de hidrolisado; MH50= meio
constituido com 50 % de hidrolisado e MH50D= meio constituido
hidrolisado
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3.2 FERMENTAGCAO COM Pichia stipitis

No processo fermentativo elaborado com meio MH25, obteve-se no inicio do processo
14,17g/L de AR, 9,14g/L de glicose e 21,21g/L de ART, e no final 1,88¢/L de AR e 3,569/L
de ART (os valores de ART nédo foram expressos na Figura 34 e sim AR). A glicose foi
totalmente consumida no final da fase logaritmica (24 horas). Os dados obtidos e o perfil de
consumo dos substratos apresentados na Figura 31 sugerem que a P. stipitis, assim como a
levedura S. cerevisiae diante de uma fonte com variedade de carboidratos, tem preferéncia
pela glicose. Considerando que o produto da hidrélise da hemicelulose é constituido além de
hexoses por pentoses, apds o esgotamento da glicose, outras hexoses e provavelmente
pentoses foram consumidas durante o processo. Ferreira (2010) cita que a levedura P. stipitis
produz etanol a partir de glicose, galactose, manose, xilose e celobiose, e que na presenca de
arabinose, esta apenas é assimilada e ndo fermentada. Ao final do processo fermentativo,
obteve-se teor de 4,2g/L de etanol, com rendimento Yps de 0,23, com produtividade
volumétrica (Qp) de 0,17g/L.h™* e com eficiéncia fermentativa de 46% (Tabela 18). O baixo
rendimento em produto pode estar relacionado ao crescimento da biomassa durante o
processo, no qual foi observado um rendimento de células em relacdo ao substrato (Yyxss) de
0,06.
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Figura 31: Perfil de consumo de AR e glicose em (g/L) e producdo de biomassa (g/L)
utilizando meio constituido com 25% de hidrolisado ndo destoxificado (MH25) utilizando
levedura Pichia stipitis como inoculo.
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Tabela 18: Variaveis de respostas do processo fermentativo em meio constituido por 25% de

hidrolisado ndo destoxificado (MH25) utilizando levedura Pichia stipitis como inéculo.

ART  Glicose  Alcool  Yp/s Qp Ef
Tempo() @) @L)  @L)  (gplgs) (@LhY (%)
0 21,21 9,14 0
0,23 0,17 46
25 35 0 4.2

ART= Acucares redutores totais, Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade
volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.

Nos processos fermentativos com meios MH50 e MH50D conduzidos com a levedura
P. stipitis (Figura 32 e 33), pode-se observar uma diferenga expressiva no comportamento da
P. stipitis relacionado ao crescimento, consumo de agucar e producdo de etanol nos diferentes
meios.

Em relacdo a biomassa, no meio MH50 pdde-se observar que ndo houve um
crescimento de biomassa até 10 horas ap6s o indculo, enquanto que no meio MH50D, o
crescimento de biomassa prosseguiu até aproximadamente 50 horas, gerando um rendimento

de células em relagéo ao substrato (Ygs) de 0,01 e 0,05, respectivamente.

1,0+

o o
© ©
Lo 1

o
~
M
°
°

0,6

0,5

Biomassa (g/L)

0,44

0,31

Biomassa (50%)
= AR (50%)

o Glicose (50%)

- 32
28

24

T T T
N
o

(71/6) 8s021|9 8 YV

02—
0 10 20

30 40 50

Tempo (Horas)

Figura 32: Perfil de consumo de AR e glicose em (g/L) e producdo de biomassa (g/L)
utilizando meio constituido com 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50) utilizando
levedura Pichia stipitis como inoculo.
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Em relacdo aos agucares, no meio MH50 ndo houve uma variagdo acentuada no
consumo durante o processo de fermentagdo. A concentracgdo inicial de AR, ART e glicose no
meio foi de 29,49¢/L, 31,75g/L e 20g/L, respectivamente. A concentracéo final, apos 72 horas
de fermentacdo foi de: 29,75g/L de ART; 25,00¢g/L de AR e 16g/L de glicose. Diferentemente
do ocorrido no meio MH25, onde o consumo da fonte de glicose foi total em apenas 24 horas,
0s agUcares disponiveis no processo com meio MH50, apenas 21% destes foram consumidos.
Este fato sugere que a presenca de uma maior concentracdo de inibidores no hidrolisado
afetou o desempenho metabolico da levedura, uma vez que o meio MH25 foi diluido 4 vezes.
Ainda em relacdo aos meios de fermentacdo, a concentracdo de compostos fendlicos
encontrada no meio MH50 foi de 382,3mg/L antes do tratamento para destoxificacdo e 118,3
mg/L, apos o tratamento, representando um reducdo de 69% na concentracdo de compostos
fendlicos no hidrolisado destoxificado com carvéo ativado.

Cabe ressaltar, que na Figura 33, pode-se observar o perfil do consumo da
concentracdo de AR subtraida de glicose. Este fato evidencia a presenca de outras fontes de
acucares redutores além da glicose.

Avaliando o processo fermentativo utilizando meio ndo destoxificado (MH50)
obtiveram-se como resultados as seguintes variaveis de resposta, (Tabela 19): Yp;s de 0,0009;
Qp de 0,00058g/L.h-* e Ef de 1,92%. Este Gltimo evidencia o quanto a presenca de compostos
toxicos afeta o processo fermentativo por influenciar diretamente no metabolismo da
levedura. Segundo PALMQVIST e HAGERDAL (2000), o rendimento de etanol e a
produtividade sdo diminuidos na presenca de compostos inibidores como: acidos fracos,

derivados de furanos e compostos fendlicos gerados durante a hidrélise da biomassa.
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Figura 33: Perfil de consumo de AR e glicose em (g/L) e producdo de biomassa (g/L)
utilizando meio constituido com 50% de hidrolisado destoxificado (MH50D) e a levedura

Pichia stipitis como indculo.

Avaliando o processo fermentativo utilizando meio destoxificado (MH50D)
obtiveram-se como resultados as seguintes variaveis de resposta, (Tabela 19): Yp;sde 0,28; Qp
de 0,11g/L.h-" e Ef de 54 %.

O uso do hidrolisado destoxificado para a fermentagdo com P. stipitis (Figura 33)
permitiu o consumo total da glicose disponivel e de outros agucares, provavelmente pentoses,

que ndo foram assimiladas e fermentadas quando se utilizou S. cerevisiae.

Tabela 19: Parametros dos processos fermentativos em meio constituido com 50% de
hidrolisado destoxificado (MH50D) e 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50)
utilizando Pichia stipitis como inéculo

Meios Tempo ART Glicose Alcool Ypl/s Qp Ef
(h) (g/L) (g/L) QL) (gpfgs) (g/L.h-h) (%)
0 31,75 20 0

MH50 0,009  0,00058 1,92
70 29,75 19 0,29
0 29,13 19,02 0

MH50D 0,28 0,11 94
70 1,88 0 8,29

ART= Acucares redutores totais, Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade
volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.
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Observando as curvas de crescimento dos trés processos estudados, Figura 34, o
melhor resultado foi observado no processo conduzido com o meio MH50D que apresentou
taxa especifica de crescimento (p) de 0,057 h™, com tempo de duplicacdo de 12,2 h. De
acordo HISS (2001) apud PANTOJA (2006) a taxa especifica de crescimento esta relacionada
com o numero de geragBes que ocorrem por unidade de tempo, pois quanto maior a taxa (L),
mais rapidamente se divide a populacdo, e maior serd 0 nimero de geracdes e menor o tempo
de cada geracdo. Considerando que o Y & um parametro que fornece a resposta do
microrganismo frente as adversidades do meio, observou-se em relacdo ao crescimento
especifico das leveduras (Tabela 20) que para as condi¢Bes de estudo realizadas com meio
MH25 e MH50D ndo houve diferenca expressiva. Todavia, em relagdo ao meio MH50 houve
uma expressiva diferenca, evidenciando, novamente, os efeitos tdxicos dos inibidores

resultantes da hidrolise quimica.
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Figura 34: Crescimento celular da levedura P. stipitis nas trés condi¢cdes estudadas: meio
constituido com 25% de hidrolisado néo destoxificado (MH25), meio constituido com 50% de
hidrolisado destoxificado (MH50D) e 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50).

A Tabela 20 reune os resultados das variaveis de respostas do para 0s trés processos
estudados (MH25, MH50 e MH50D) usando S. cerevisiae e P. stipitis. Foi possivel observar
maiores rendimentos de producdo de etanol (Ypss), produtividade volumétrica (Qp) e
eficiéncia fermentativa (Ef), para todos os meios empregados, quando se trabalhou com S.
cerevisiae. Em relacdo ao tempo de fermentagéo, o processo conduzido com P. stipitis levou
50 horas a mais para ser concluido, nas mesmas condi¢des empregadas para 0 processo

inoculado com S. cerevisiae.
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Tabela 20. Dados gerais das variaveis de respostas dos processos fermentativos empregando
meios constituidos com 25% de hidrolisado ndo destoxificado (MH25), 50% de hidrolisado
destoxificado (MH50D) e 50% de hidrolisado ndo destoxificado (MH50) utilizando Pichia

stipitis e Saccharomyces cerevisiae, como inoculo

P. stipitis S. cerevisiae
Meios/inéculo Alcool  Ypls Q Ef Alcool  Ypl! Ef
Tempo (h p p Tempo (h pis Qp
PPM ")  (gplgs)  (@LhY (%) PPM ")  (gplg) (@Y (%)
0 0 0
MH50 0,009 000058 1.9 0 0,49 059 971
70 0,29 20 11,87
0 0 0 0
MH50D 0,28 011 54 0,49 054 97,7
70 8,29 20 10,83
0 0 0 0
MH25 0,23 0,17 46 0,42 027 822
25 42 20 5,38

Yp/s = rendimento de producgdo em etanol; Qp= produtividade volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa.

Quanto ao rendimento em células em relagdo ao substrato (Tabela 21), o rendimento obtido
(Yxss) foi de 0,085 no processo empregando MH25. Este valor foi superior aos encontrado
nos demais meios e foi superior em 50% ao comparado com os dados obtidos por
HAGERDAL et al. (1994), 0,04, empregando meio sintético com 20 % de glicose como fonte

de carbono.

Tabela 21: Parametros de crescimento celular dos processos fermentativos em meio
constituido com 25% de hidrolisado ndo destoxificado (MH25), 50% de hidrolisado
destoxificado (MH50D) e 50% de hidrolisado né&o destoxificado (MH50) utilizando Pichia

stipitis como in6culo

Meio Yxis I At Tempo de duplicacao
(9x/9s) (h™) (h) (h)
MH25 0,085 0,078 11 8,9
MH50 0,037 0,050 07 13,7
MH50D 0,054 0,057 13 12,2

Yx/s = rendimento de células em relacdo ao substrato; |U= taxa especifica de crescimento celular;
At= intervalo de tempo da fase log em horas.
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PARTE V. CONCLUSOES E SUGESTOES

1 CONCLUSOES

A torta de macauba apresentou cerca de cinglienta por cento de carboidratos passiveis de
uso para producéo de bioetanol.

O uso de planejamento DCCR permitiu o desenvolvimento de processo de sacarificacao
da torta de macauba com eficiéncia de 92%.

A levedura Pichia stipitis se mostrou mais sensivel a presenca de inibidores presentes no
hidrolisado quando comparada com Saccharomyces cerevisiae.

O tratamento de destoxificacdo com carvao ativado se mostrou eficaz para o hidrolisado
de torta de macalba, uma vez que a reducdo de compostos fenolicos possibilitou o
crescimento da levedura Pichia stipitis e a fermentacéo dos acucares ali presentes.

A levedura Pichia stipitis, embora com menor valor de Yp/s, foi capaz de utilizar a glicose
e outros agucares redutores ndo utilizados pela S. cerevisiae.

A torta de macalba se mostrou uma potencial biomassa para producdo de bioetanol se
considerada um residuo da industria de 6leo, uma vez que utilizando a levedura Pichia stipitis
em meio MH50D foi possivel obter cerca de 70 litros de etanol anidro/tonelada de torta de
macauba e utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae sera possivel obter cerca de 104L

de etanol por tonelada de torta de macauba.

2 SUGESTOES OU PERSPECTIVAS

O processo de sacarificacdo enzimatica mostrou-se tecnicamente vidvel. Ainda assim
ha possibilidade de aumento da eficiéncia hidrolitica atraveés da otimizacdo da sacarificacéo
da fracdo celulosica. Isto podera ser realizado combinando-se processos de pre-tratamento e
enzimas comerciais ou experimentais mais eficientes.

A fracdo de hemicelulose, constituida principalmente por pentoses, representa 9% da
torta de macaudba, ou cerca de 20% da fracdo de carboidratos. A fermentacdo dessas pentoses
podera incrementar em cerca de 20L a producédo de etanol por tonelada de torta. Diante disse
valera um estudo de otimizacdo da fermentagdo com P. stipitis.

Para obtencéo de fermentados com concentracdes de etanol que permitam a destilacéo
direta do mosto dever-se-a abordar processos com relacdo solido-liquido maiores do que as

experimentadas nesta dissertacao.
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O modelo usado para avaliagdo da torta de macalba podera ser usado para outras
biomassas, gerando-se informacdes importantes sobre a possibilidade de obtencdo de alcool

combustivel de biomassas residuais ou com baixo valor comercial.
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