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RESUMO

O presente trabalho investigou o potencial de diferentes materiais lignocelulésicos
residuais gerados em regifes rurais e urbanas (fibra de coco maduro, casca de coco
verde e casca de coco maduro), além de vegetal cultivado em ambientes indspitos
(cacto) visando a producdo de etanol, sendo todos, materiais abundantes na regido
Nordeste do Brasil. Esses materiais foram submetidos aos pré-tratamentos com
peréxido hidrogénio alcalino seguido por hidréxido de sédio (PHA-PHS), autohidrélise
(PA), hidrotérmico catalisado com hidréxido de sédio (PHCHS) e organosolv usando
etanol alcalino (POEA). Os materiais pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica e as estratégias de fermentacdo e sacarificacdo simultanea (SSF) e
fermentacdo e sacarificacdo semi-simultanea (SSSF), utilizando-se Saccharomyces
cerevisiae, Pichia stipitis e Zymomonas mobilis. Avaliou-se também, a presenca de
compostos inibitorios (hidroximetilfurfural, furfural, acido acético, acido férmico e acido
levulinico) e a 4gua marinha no meio de cultivo. Os materiais pré-tratados por PHA-
PHS resultaram na deslignificacdo dos materiais em uma faixa entre 54,0 e 71,0%,
contendo entre 51,80 e 54,91% de celulose, entre 17,65 e 28,36% de hemicelulose,
entre 7,99 e 10,12% de lignina. As hidrélises enzimaticas proporcionaram conversdes
dos materiais em glicose entre 68,0 e 76,0%. Os rendimentos em etanol utilizando
SSF e SSSF para a fibra de coco maduro pré-tratada variaram entre 0,40 e 0,43 g/g,
0,43 e 0,45 g/g, respectivamente. Os materiais pré-tratados por PA apresentaram
rendimentos de solidos entre 42,92 e 92,74%, contendo entre 30,65 e 51,61% de
celulose e entre 21,34 a 41,28% de lignina. As hidrélises enzimaticas resultaram nas
conversfes dos materiais em glicose entre 84,10 e 92,52%. Os rendimentos em etanol
utilizando casca de coco verde pré-tratada e as estratégias SSF e SSSF foram entre
0,43 e 0,45 g/g. A fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS apresentou
rendimentos de solidos entre 21,64 e 60,52%, com aumento de celulose entre 28,40 e
131,20%, reducéo de hemicelulose entre 43,22 e 69,04%, reducdo de lignina entre
8,27 e 89,13%. A hidrdlise enzimatica resultou em conversdo do material em glicose
de 90,72%. Os rendimentos em etanol utilizando SSF e SSSF foram 0,43 e 0,46 g/g,
respectivamente. Os materiais pré-tratados por POEA apresentaram reducdes de
sélido entre 10,75 e 43,18%, aumento de celulose em até 121,67%, reducdo de
hemicelulose em até 77,09% e reducdo de lignina em até 78,22%. As hidrélises
enzimaticas resultaram nas conversfes dos materiais em glicose entre 77,54 e
84,27%. Os rendimentos em etanol utilizando cacto pré-tratado e as estratégias SSF e
SSSF foram entre 0,41 e 0,44 g/g, 0,43 e 0,46 g/g, respectivamente. As fermentacbes
alcodlicas realizadas em biorreator resultaram em rendimentos e producdo de etanol
entre 0,42 e 0,46 g/g, 7,62 e 12,42 g/L, respectivamente. Os compostos inibitérios
apresentaram efeitos sinérgicos negativos nas fermentagdes realizadas por P. stipitis,
Z. mobilis e S. cerevisiae. O acido formico e o acido acético apresentaram efeitos mais
significativos entre os compostos inibitérios, seguido pelo hidroximetilfurfural, furfural e
acido levulinico. As fermentacfes realizadas em meio de cultivo diluido com agua
marinha apresentaram resultados promissores, especialmente quando se utilizou S.
cerevisiae (0,50 g/g) e Z. mobilis (0,49 g/g). Os diversos resultados obtidos no
presente trabalho indicam que, os materiais lignoceluldsicos, pré-tratamentos,
estratégias fermentativas e micro-organismos estudados merecem atengdo por
parecerem promissores e passiveis de serem utilizados no contexto de biorrefinaria
visando a producao de etanol.

Palavras-chave: bioetanol, coco, cacto, pré-tratamento, hidrélise enzimatica,
fermentacéo, biorrefinaria, compostos inibitérios, agua marinha



ABSTRACT

The present work investigated the potential of different residual lignocellulosic materials
generated in rural and urban areas (coconut fibre mature, green coconut shell and
mature coconut shell), and vegetable cultivated in inhospitable environments (cactus)
aimed at the production of ethanol, being all materials abundant in the Northeast region
of Brazil. These materials were submitted to pretreatments with alkaline hydrogen
peroxide followed by sodium hydroxide (AHP-SHP), autohydrolysis (AP), hydrothermal
catalyzed with sodium hydroxide (HCSHP) and alkali ethanol organosolv (AEOP).
These materials pretreated were submitted to enzymatic hydrolysis and strategies of
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) and saccharification and
fermentation semi-simultaneous (SSSF) by Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas
mobilis and Pichia stipitis. It was also evaluated the presence of inhibitory compounds
(hydroxymethylfurfural, furfural, acetic acid, formic acid and levulinic acid) and
seawater during the fermentative process. Materials pretreated with AHP-SHP have
resulted in delignification of the materials in a range between 54 and 71%, containing
between 51.80 and 54.91% of cellulose, between 17.65 and 28.36% of hemicellulose,
between 7.99 and 10.12% of lignin. Enzymatic hydrolysis resulted in the conversions in
glucose between 68 and 76%. Conversion yields in ethanol using SSF and SSSF for
coconut fibre mature pretreated ranged from 0.40 and 0.43 g/g, 0.43 and 0.45 g/g,
respectively. Materials pretreated by AP showed yields of solids between 42.92 and
92.74%, containing between 30.65 and 51.61% of cellulose, 21.34 and 41.28% of
lignin. Enzymatic hydrolysis resulted in glucose conversions between 84.10 and
92.52%. Proceeds from conversion into ethanol using green coconut shell pretreated,
in strategy SSF and SSSF, were between 0.43 and 0.45 g/g. Coconut fibre mature
pretreated by HCSHP presented solids yields between 21.64 and 60.52%, with
increased in cellulose between 28.40 and 131.20%, reduction of hemicellulose
between 43.22 and 69.04% and reduction in lignin between 8.27 and 89.13%.
Enzymatic hydrolysis resulted in the conversion in glucose of 90.72%. Ethanol yields
using the SSF and SSSF were 0.43 and 0.46 g/g, respectively. Materials pretreated by
AEOP showed solid reductions between 10.75 and 43.18%, cellulose increase up to
121.67%, hemicellulose reduction up to 77.09% and lignin reduced up to 78.22%.
Enzymatic hydrolysis resulted in the conversion of glucose between 77.54 and 84.27%.
Yields conversion into ethanol using the SSF and SSSF with cactus pretreated ranged
from 0.41 and 0.44 g/g, 0.43 and 0.46 g/g, respectively. Fermentations carried out in
bioreactors resulted in yields and ethanol production form 0.42 and 0.46 g/g and 7.62
and 12.42 g/L, respectively. The inhibitory compounds showed negative synergistic
effects in fermentations performed by P. stipitis, Z. mobilis and S. cerevisiae. Formic
acid and acetic acid showed most significant effects among the inhibitory compounds,
followed by hydroxymethylfurfural, furfural and levulinic acid. Fermentations carried out
in culture medium diluted with seawater showed promising results, especially for S.
cerevisiae (0.50 g/g) and Z. mobilis (0.49 g/g). The different results obtained in this
study indicate that lignocellulosic materials, pretreatments, fermentative processes
strategies and the microorganisms studied deserve attention because they are
promising and capable of being used in the context of biorefinery, aiming the ethanol
production.

Keywords: bioethanol, coconut, cactus, pretreatment, enzymatic hydrolysis,
fermentation, biorefinery, inhibitory compounds, seawater
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1. INTRODUCAO

Em busca de mitigar a mudanca climatica, o alto preco do petroleo e derivados,
aliados a necessidade emergente em obter energia limpa, barata e renovavel, na
composicdo de uma matriz energética sustentavel, surge como uma das alternativas a
producdo de biocombustiveis, especialmente o etanol. No entanto, o etanol produzido
a partir de amido de milho, sacarose da cana-de-acucar e da beterraba podem no
futuro estar em um ambiente de competicdo entre 0 uso desses materiais para a
producdo de bioenergia ou alimentacdo (Gongalves et al.,, 2011), além de terem
limitacbes socioecondmicas e ambientais para a sua expansao produtiva (Goncalves
et al.,, 2011). Assim, uma alternativa promissora para aumentar a oferta de etanol
consiste no uso de materiais lignocelulésicos como substrato, sendo esses
inicialmente convertidos em acucares fermentesciveis pelo processo de pré-
tratamento e hidrolise, com subsequente fermentacdo. No entanto, as tentativas de
produzir etanol dos materiais lignoceluldsicos sdo antigas e teve origem na Alemanha
e Russia, h4 mais de 80 anos atras, e foram intensificadas ap6s a Segunda Guerra
Mundial, a partir da sacarificacdo por hidrélise acida (Bastos, 2007). Porém, ainda é
limitada a producdo de etanol celulésico em escala comercial, produzido de forma
consolidada, eficiente e socioambiental amigavel, devido principalmente aos
obstaculos existentes durante as fases de pré-tratamento e hidrélise enzimatica, além
da falta de aproveitamento integral da matéria-prima. Por outro lado, faz-se necessaria
a selecao de matérias-primas que possam ser utilizadas como substrato, de acordo
com a regiao.

O Brasil possui expressiva produgcdo de cana-de-acUcar utilizada para a
producdo de etanol e que geram residuos como a palha e o bagaco. No entanto, na
atual conjuntura do modelo brasileiro de producéo de etanol e aglcar, esses residuos
sdo destinados a producéo de calor e energia elétrica (Sousa e Macedo, 2010; Hofsetz
e Silva, 2012). Sendo assim, o destino desses residuos séo incertos para a producao

de etanol celulésico. Como uma alternativa para minimizar essa possivel auséncia dos



residuos da cana-de-acucar, faz-se necessaria uma avaliacdo de matérias-primas
alternativas. Neste contexto, no presente trabalho estudou-se o0s residuos
agroindustriais (fibra de coco maduro, casca de coco verde e casca de coco maduro),
residuo urbano (casca de coco verde) e vegetal cultivado em ambientes indspitos
(cacto). Esses materiais sdo abundantes no Brasil, principalmente na Regido Nordeste
(FAO, 2012; IBGE, 2012).

Este trabalho visa avaliar o potencial da fibra de coco maduro, casca de coco
maduro, casca de coco verde e cacto como substrato para producdo de etanol. Além
da caracterizacao fisico-quimica dos materiais in natura e pré-tratados, estudar os
processos de pré-tratamentos com peréxido hidrogénio alcalino seguido por hidroxido
de sédio (PHA-PHS), autohidrolise (PA), hidrotérmico catalisado com hidroxido de
sédio (PHCHS) e organosolv usando etanol alcalino (POEA) nos materiais, analisar os
licores resultantes das etapas de pré-tratamentos PA, PHCHS e POEA, caracterizar a
lignina dos licores oriundos dos pre-tratamentos PHCHS e POEA, e analisar as
hidrélises enzimaticas promovidas pelas enzimas comerciais Cellic (Ctec 2 e Htec 2)
da Novozymes sobre os materiais pré-tratados. Adicionalmente, buscou-se avaliar as
estratégias fermentativas SSF e SSSF usando os micro-organismos S. cerevisiae, Z.
mobilis, P. stipitis e os materiais pré-tratados, e a fermentacdo da S. cerevisiae, Z.
mobilis e P. stipitis em meio de cultivo com a presenca simultdnea dos compostos
inibitérios (hidroximetilfurfural, furfural, acido acético, acido levulinico e acido férmico,
em diferentes concentracdes), bem como a fermentagéo da S. cerevisiae, Z. mobilis e

P. stipitis em meio de cultivo diluido com agua marinha.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Etanol celulésico

A politica energética global gera modificacbes ambientais, sociais e
econdmicas na sociedade contemporanea. Além de provocarem nas ultimas décadas,
profundas mudancas no ambiente marinho, influenciado principalmente pelas acdes
antropicas, oriundo da emissdo de diéxido de carbono contido nos combustiveis
fésseis, promovendo assim, acidificacdo da agua e prejudicando a biodiversidade
existente (Honisch et al., 2012). Uma alternativa de mitigar essa pressdo exercida
pelos combustiveis fésseis e seus derivados consiste no uso de biocombustiveis
(Figura 2.1). Portanto, uma opcao consiste na producdo de etanol celuldsico, que
permitira elevada abrangéncia geografica, aumento significativo na oferta de energia
limpa, aproveitamento dos residuos agroindustriais e urbanos de origem vegetal, sem
a necessidade de expanséo no uso de terras agricultaveis (Gongalves et al., 2011).
Todavia, a producdo de etanol celulésico possui algumas dificuldades nas etapas de

pré-tratamento, hidrélise enzimatica e fermentagéo alcodlica.
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Figura 2.1. Producdo por tipo de biocombustiveis



2.1.1. Situacdo contemporanea das usinas sucroenergéticas brasileiras para a
producdo de etanol celulésico

As usinas sucroenergéticas brasileiras possuiam foco apenas na producdo de
etanol e acucar, porém, recentemente a atencao voltou-se também para a produgéo
de bioeletricidade, alcoolquimica e comercializacdo de créditos de carbono (Sousa e
Macedo, 2010; Cavalett et al., 2012; Dantas et al., 2013; Dias et al., 2013). Dessa
forma, possibilitou o aumento na oferta de produtos gerados pelas usinas
sucroenergéticas (Dias et al., 2011; Cavalett et al.,, 2012). Além disso, destaca-se
globalmente o interesse na producédo de etanol celulésico como alternativa a producéo
de etanol produzido a base de fonte alimenticia (Sivakumar et al., 2010; Dias et al.,
2011; Gongalves et al., 2011; Agostinho e Ortega, 2012; Gongalves et al., 2013a;
Koizumi, 2013). No Brasil, a producdo de etanol celulésico esta sendo projetada,
inicialmente, a partir de residuos da cana-de-agucar (Pandey et al., 2000; Ferreira-
Leitdo et al.,, 2010; Soccol et al., 2010; Dias et al., 2011; Gongalves et al., 2011;
Dantas et al., 2013), estimando-se que a primeira usina brasileira desse tipo estard em
operacdo em 2014 (Novozymes, 2012).

O aproveitamento do potencial energético brasileiro referente a palha e bagaco
de cana-de-agUcar a curto e médio prazo esta direcionado para produgédo de energia
elétrica (Pessoa et al., 2005; Goldemberg et al., 2008; Sousa e Macedo, 2010; Dias et
al., 2011; Gnansounou e Dauriat, 2010; Arruda, 2011; Hofsetz e Silva, 2012; Dantas et
al., 2013), que é considerado economicamente viavel no Brasil (Cardona et al., 2010;
Dantas et al., 2013), o que se configura um concorrente em potencial na destinacao da
palha e bagaco de cana-de-agUcar para a produgéo de etanol, principalmente se forem
adotadas politicas especificas, como os leildes de energia relacionados a geracao de
bioeletricidade. Segundo Dias et al. (2011), Castro et al. (2009) e Menon e Rao (2012),
o etanol celulésico pode competir com a producdo de bioeletricidade, mas inicialmente
necessita da utilizagdo integral dos residuos da cana-de-agucar, menor custo das
enzimas envolvidas no processo e a producdo em escala industrial. Entretanto, apesar
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das expectativas, uma grande incerteza permanece sobre o desempenho da producéo
de etanol celulésico em escala industrial (Menon e Rao, 2012) e a implantagéo dessas
usinas em escala industrial € prejudicada pela auséncia de financiamento publico-
privado, derivado da crise econémica mundial (Frankel, 2012; Gross, 2012). Todavia,
essa rota biotecnolégica ainda precisa demonstrar solidez, eficiéncia e
competitividade.

Em 2010, o Brasil possuia 432 usinas sucroenergéticas em atividade, dessas,
129 exportavam energia para a rede elétrica, somando 1002 megawatts (Sousa e
Macedo, 2010; Bioeletricidade, 2013). Em 2012, foram 348 usinas sucroenergéticas
exportadoras de energia para a rede elétrica (UNICA, 2012). Nessa tendéncia, verifica-
se a utilizacdo da palha e do bagaco da cana-de-aclcar para a producdo de
eletricidade (Hofsetz e Silva, 2012). Segundo Sousa e Macedo (2010), a
bioeletricidade apresenta um potencial de suprir cerca de 20,0% de toda a demanda
de eletricidade brasileira até o final dessa década (Sousa e Macedo, 2010).
Estimando-se que a producdo e distribuicdo de bioeletricidade na rede elétrica
brasileira, até 2021, podem ser comparadas a trés usinas hidroelétricas da grandeza
da Usina Belo Monte (Figura 2.2) (Bioeletricidade, 2013).
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Nesse contexto, a producdo brasileira de etanol a partir da palha e do bagaco de
cana-de-acUcar poderd ser penalizada também pelas estruturas adaptativas das
usinas sucroenergéticas na utilizacdo desses residuos na producdo de eletricidade,
pois a lei ambiental brasileira possui algumas restricbes sobre as instalagbes de novas
usinas sucroenergéticas. Por exemplo, o Estado de Mato Grosso do Sul limita a
instalacdo de nova usina sucroenergética a distancia radial minima de 25 km entre as
usinas e limita, em 20 km, a distancia minima entre o perimetro urbano e a usina. Isso
significa que em poucos anos teremos ocupadas a maioria das areas permissiveis
para implantacdo dessas usinas sucroenergéticas, e na atual conjuntura, destinando-
se os residuos da cana-de-agucar para a producdo de eletricidade. Essa destinagcao
dos residuos da cana-de-agucar para a producao de eletricidade no Brasil foi motivado
também pela demora na implantacao das usinas produtoras de etanol a partir desses
materiais lignoceluldsicos, além do aumento nos incentivos publico-privado para a
producdo de bioeletricidade (Hofsetz e Silva, 2012), reduzindo assim a oferta de
residuos da cana-de-agucar para producdo de etanol. Esses eventos sdo favorecidos
também pelos recentes “apagdes energéticos” e pelos baixos niveis hidrolégicos dos
reservatorios das usinas hidrelétricas brasileiras.

Segundo Dias et al. (2012a) e Pellegrini e Oliveira Junior (2011), as usinas
sucroenergéticas precisam analisar a necessidade de instalarem caldeiras de baixa
pressdo e utilizarem internamente a energia gerada, ou de acordo com o mercado,
realizarem investimentos em caldeiras de alta pressdo, as quais permitem exportar
com eficiéncia a energia excedente para a rede elétrica. Nesse sentido, no Brasil as
usinas estdo gradativamente substituindo as caldeiras de baixa pressdo por caldeiras
de alta pressdo e as novas usinas ja possuem caldeiras de alta pressédo, focando o
interesse dessas usinas em exportar o excedente da energia produzida para a rede
elétrica (Pellegrini e Oliveira Junior, 2011; Hofsetz e Silva, 2012; Dias et al., 2013).

A bioeletricidade vinculada a producdo de etanol e agucar possui condi¢cdes
excepcionais para representar papel estratégico na expansdo do sistema elétrico
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nacional, sendo uma importante fonte energética para suplementar a oferta de energia
gerada pela hidroeletricidade, além de proporcionar baixo custo de producao,
transmissdo e distribuicdo (energia elétrica gerada proximo aos centros
consumidores), beneficios ambientais (fonte de energia renovavel e reducdo das
emissbes dos gases de efeito estufa) e socioeconbmicos (geracdo de empregos,
garantia do suprimento de energia, reducdes das perdas de transmissao elétrica e
descentralizagdo da oferta de energia elétrica). Esses fatores fortalecem a
competitividade da economia nhacional (Sousa e Macedo, 2010), além disso, a
bioeletricidade permite a geracdo de energia durante 0s meses com menores niveis
pluviométricos (Sousa e Macedo, 2010; Hofsetz e Silva, 2012), possibilitando a
reducdo do custo de producao do acgucar, etanol e etanol celulésico, quando a geracao
de bioeletricidade estd presente no processo produtivo (Pellegrini e Oliveira Junior,
2011; Starfelt et al., 2012), proporcionando ainda, valores fixos e contratos financeiros
superiores ha 15 anos (Hofsetz e Silva, 2012). Esses motivos incentivam a escolha
das politicas publico-privadas favoraveis a geracéo de bioeletricidade como possivel
solucdo energética, além de proporcionar confiabilidade ao mercado energético e ser
ofertada em um pais em plena expansao socioeconémico, com necessidade crescente
da disponibilidade de energia elétrica.

De acordo com Dias et al. (2011), os resultados obtidos por simulacdo
demonstraram a possibilidade de melhorar a taxa interna de retorno das destilarias
autbnomas convencionais quando utiliza integralmente a cana-de-agicar e o
excedente de energia elétrica repassada a rede. Os dados obtidos por Dias et al.
(2011) evidenciaram os melhores resultados nos cenérios onde a producdo de
eletricidade é maximizada, enquanto, que para o etanol celulésico as melhores taxas
internas de retorno foram obtidas a partir do uso integral da cana-de-acgucar e eficiente
hidrélise enzimatica.

Segundo Dias et al. (2012b), a simulagdo avaliativa de alguns cenarios
produtivos, que considera diferentes niveis de integracéo entre as usinas de producéo
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de etanol e etanol celulésico a partir da cana-de-acUcar apresenta diferencas
significativas (Tabela 2.1). A producéo integrada de etanol e etanol celulésico com a
atual tecnologia de hidrdlise enzimatica (cenéario 2) possui 0 maior investimento entre
0s cenarios estudados apresenta taxa interna de retorno maior apenas que a usina de
geracao autdbnoma de etanol celulésico (cenério 5) e os maiores custos de producdao.
A utilizacdo das tecnologias avancadas de hidrélise enzimética no processo integrado
melhora a producdo de etanol (cenarios 3 e 4), mas apenas quando se realiza a
fermentacdo das pentoses (cenario 4), sendo a taxa de retorno maior que da usina
auténoma de etanol (cenério 1). A usina autbnoma de etanol celuldsico (cenario 5) tem
a menor taxa interna de retorno, devido ao grande investimento inicial, similar ao
cenario la, além da baixa producdo de etanol. Se o solvente utlizado na
deslignificacdo alcalina for recuperado, essa configuracdo proporciona os melhores
indicadores ambientais (Dias et al., 2012b). Todos esses cenarios testados possuem

exportacdo do excedente de energia na forma de bioeletricidade a rede elétrica.

Tabela 2.1. Caracteristicas dos cenarios avaliados

A Cenério
Parametro
1 1a 2 3 4 5
Producéo de etanol X X X X X
Producao de etanol celulésico X X X X
Venda de eletricidade excedente X X X X X X
Venda de excedente de bagaco X
Tecnologia atual para o etanol celulésico X

Tecnologia em 2015 para o etanol celulésico X X X

Biodigestdo das pentoses X X
Fermentacao das pentoses X X

Fonte: Dias et al. (2012b).

Esses fatos corroboram para escassez na oferta de palha e bagaco de cana-de-
aclcar como o0s principais materiais lignocelulésicos para producdo de etanol no
Brasil. Diante disso, a producdo de etanol celuldsico brasileiro deverd ser realizada

nado apenas a partir do uso da palha e bagaco de cana-de-acucar, mas sim, a partir de



vérias fontes de biomassas vegetais. Além de ser produzido ndo apenas por usinas de
grande escala, mas também por usinas de média e pequena escala, como as
microdestilarias. Nesse sentido, este trabalho evidencia as dificuldades encontradas
no Brasil para a producéo de etanol a partir da palha e bagago da cana-de-agUcar em
escala industrial e demonstra alguns materiais lignocelulésicos com elevado potencial
como matéria-prima para producdes de enzimas, etanol celulésico, coprodutos e
subprodutos, no contexto de biorrefinaria. Além da possibilidade de produgédo de
etanol celulésico em microdestilaria, pré-tratamentos dos materiais lignocelulésicos,
estratégias fermentativas, efeitos da presenca de compostos inibitorios durante a

fermentagéo alcodlica e o uso da dgua marinha em bioprocesso.

2.1.2. Microdestilaria
2.1.2.1. Implantacdo de microdestilaria

O Brasil consiste no maior exportador e segundo maior produtor mundial de
etanol (Du e Carriquiry, 2013), mas apresenta escassez interna de etanol,
principalmente na época de entressafra da colheita de cana-de-agucar, a qual
proporciona a reducdo na quantidade de etanol presente na gasolina e aumenta a
dificuldade em adquirir o etanol hidratado, e esses entraves geram aumento no valor
do etanol. Em um pais exportador de etanol, esses fatores proporcionam descrédito do
mercado. Dessa forma, a fim de evitar tais fatos, surge como alternativa, a
possibilidade da producédo de etanol celulésico em microdestilarias, com a implantacéo
desse empreendimento em grandes latifundios individuais, cooperativas
agroindustrias, urbanas e da agricultura familiar.

A producdo de etanol em microdestilaria, por meio de estrutura simples e
acessivel permite a producdo diaria de até 5000 litros de etanol e a instalacdo de
microdestilaria ndo necessita de grande area homogénea para seu funcionamento,

permitindo assim, a sua instalacdo em diversos locais e utilizacdo de inUmeras



matérias-primas, além de permitir a producdo em locais de dificeis acessos e a
possibilidade de consumo local (Sachs, 1988; Agostinho e Ortega, 2012; Daianova et
al., 2012). Esses fatores referentes ao tamanho da instalacéo, localizacdo da matéria-
prima, infraestrutura para producdo e distribuicho do produto séo fatores inter-
relacionados e interdependentes que geram impactos substanciais sobre o custo de
producado do etanol celuldsico (Sanders et al., 2007; Kocoloski et al., 2011; Bai et al.,
2012; Daianova et al., 2012; Machado e Atsumi, 2012; Starfelt et al., 2012). Dessa
forma, a instalacdo em local que minimize os custos de transporte das matérias-primas
e do produto representa economia de 15,0 a 25,0% do custo total de producédo do
etanol celulésico (Kocoloski et al., 2011).

A produgdo de etanol em microdestilaria possibilita ainda o aumento
consideravel do indice de desenvolvimento humano, a partir da melhoria na qualidade
de vida na zona rural (Sachs, 1988). Com geracdo de renda (desestimula o éxodo
rural) e auséncia dos problemas sociais relacionados a producdo em larga escala de
etanol (Agostinho e Ortega, 2012). Possibilita aumento da quantidade de alimentos
produzidos através do uso dos subprodutos da microdestilaria (Ortega et al., 2008),
sendo um sistema integrado de producéo de alimentos, energia e servicos ambientais
como alternativa promissora para propriedades rurais, principalmente se o objetivo for
relacionado ao desempenho energético-ambiental, comparado a producdo de etanol
em larga escala (Agostinho e Ortega, 2012). Esse conceito produtivo se fortalece
guando compara, além das questdes energéticas, 0os parametros socioambientais
(Agostinho e Ortega, 2012) e a potencialidade de neutralizar o carbono gerado (Hill et
al., 2009). Permitindo assim, a producdo de varios coprodutos e subprodutos no
contexto de biorrefinaria (Agostinho e Ortega, 2012) e auséncia da disputa com a
producdo de alimentos (Ghatak, 2011).

O etanol produzido no Brasil precisa obrigatoriamente da certificacdo pela
Agéncia Nacional de Petréleo (ANP), normalmente o transporte desse produto
percorrerd centenas de quildmetros até a ANP e posteriormente até ao centro
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consumidor, encarecendo o produto, devido aos acumulos de encargos tributarios e
custo de transporte. Uma alternativa consiste na possibilidade de certificar o processo
industrial de producédo do etanol celuldsico na microdestilaria, dessa forma, se autoriza
0 produto para comercializacdo local, sem a necessidade de certificar o produto.
Destacando-se que a proximidade entre o centro produtor e o consumidor de etanol
celulésico devera ser incentivada por proporcionar a reducdo no valor do produto
(Kocoloski et al., 2011).

De acordo com Pereira e Ortega (2010), a producdo de etanol realizada em
grande escala apresenta renovabilidade de apenas 30,0%, além de apresentar
preocupantes impactos ambientais e elevados consumo de recursos naturais. O
estudo realizado por Cavalett et al. (2010) corroboram com os resultados obtidos por
Pereira e Ortega (2010), o qual apresenta renovabilidade de 64,0% na producdo de
etanol em microdestilaria e a torna mais sustentavel do que a produgéo de etanol em
grande escala (renovabilidade 23,0%). Segundo Ortega et al. (2006), por meio da
analise sistémica, torna-se possivel analisar que a economia de escala desaparece,
ao mesmo tempo em que O sistema agricola ecolégico integrado presente em
microdestilaria pode apresentar 6timo desempenho econémico e socioambiental. Além
de que, o processamento em microdestilaria podera ser vantajoso em relacdo a
producdo em grande escala (Daianova et al., 2012; Menon e Rao, 2012). A producgéo
de etanol em larga escala reduzira as terras araveis para o cultivo de alimento (Pereira
e Ortega, 2010; Agostinho e Ortega, 2012; Xing et al., 2012), o que resulta, portanto
em necessidade de abordagem cautelosa para a producdo em grande escala (Ghatak,
2011). Além disso, a demanda de uso da biomassa para a producdo de bioenergia
podera potencializar a pressao sobre os sistemas produtivos geradores de impactos
negativos a biodiversidade (Fletcher et al., 2011; Sullivan et al., 2011), a expanséo de
monoculturas e aplicacbes de produtos quimicos (Fletcher et al., 2011). Além da

biodiversidade, os principais impactos negativos da producgéo de biocombustiveis em
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grande escala sdo as ameacas as florestas, aumento nos precos dos alimentos e a
competicdo por recursos hidricos (Koh e Ghazoul, 2008).

Experiéncias bem sucedidas na producao de etanol em microdestilaria brasileira
a partir de sacarose da cana-de-agUcar sdo apresentadas por Moreno e Ortiz (2007),
como as cooperativas agroindustriais COOPERCANA, CRERAL e COOPERBIO. A
COOPERCANA produz cerca de 2,0% do combustivel consumido no Rio Grande do
Sul e cerca de 2.500 hectares de cultivo de cana-de-agUcar espalhados por mais de
300 propriedades distribuidas nos municipios de Porto Xavier, Roque Gonzéles e
Lucena Porto, com producéo de 9 milhdes de litros de etanol por ano (Moreno e Ortiz,
2007). A COOPERBIO disp6e de uma rede de 64 municipios no Rio Grande do Sul e
desenvolve um programa para a producdo de alimentos e biocombustiveis baseados
em principios agroecoldgicos, direcionados a pequenos agricultores familiares, com a
capacidade produtiva diaria de 600 litros de etanol (Bergquist et al., 2012).

Em termos comparativos aos paises Nordicos, que também estdo em busca de
atender a demanda por etanol, a Suécia aposta na producdo regional de etanol
celulésico em microdestilaria (Daianova et al., 2012). Por exemplo, a biorrefinaria
Borregaard (Sarpsborg, Noruega) se constitui em uma das mais avancadas
biorrefinarias em operagdo, com experiéncia de mais de 40 anos de atuacdo e
atualmente produzindo a partir de material lignocelulésico, tais como: bioenergia,
lignossulfonatos, oxilignina sulfonatos, vanilina, celobiose octaacetato, celulose
microfibrilar, celulose, etanol e proteina (Rgdsrud et al., 2012). Kadam et al. (2008)
relatam uma biorrefinaria, com capacidade de converter a palha de milho em etanol,
celulose soluvel e lignina para a producdo de resina. Uma biorrefinaria baseada em
caule de sorgo doce produziu apos 54 h, cerca de 140,0 g/L de etanol, com
rendimento de etanol de 0,49 g/g (Yu et al., 2012) e o bagaco de sorgo doce pré-
tratado com acido acético hidrolisou 85,0% das hemiceluloses, usando esse
hidrolisado como matéria-prima (55 g/L agucares), produzindo 19,21 g/L de solvente
total (9,34 g de butanol, 2,5 g de etanol e 7,36 g acetona) por Clostridium
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acetobutylicum e o bagaco residual do pré-tratamento extrusado com poli (acido
lactico) para producdo de bioplasticos (Yu et al., 2012). De acordo com Mao et al.
(2010) e Fornell et al. (2012), existe viabilidade técnica e econbmica na producao de
etanol a partir de kraft mill. Esse processo produtivo também é atrativo para
microdestilaria (Mao et al.2010).

A partir dos incentivos publico-privados é possivel imaginar a implantacdo de
milhares de microdestilarias em territdrio brasileiro, proporcionando assim, um salto na
oferta energética a partir de residuos, além de incorporar ganhos sociais, ambientais e
econdmicos a populacdo. Ressalta-se que a partir do desenvolvimento desse modelo,
o Brasil podera contribuir para o desenvolvimento de outros paises. Por exemplo, o
continente africano apresenta caracteristicas similares ao Brasil e a producdo de
bioenergia podera permitir a possibilidade de aumentar a seguranca alimentar
(aumento na produgdo de alimento), investimento em tecnologia e infraestrutura,
recuperacao de areas agricultaveis e formacéo de recursos humanos (Lynd e Woods,
2011), configurando-se uma regido com elevada capacidade produtiva ainda nao

explorada energeticamente.

2.1.2.2. Implantacdo de microdestilaria no contexto de biorrefinaria

A possibilidade de implantar milhares de microdestilarias para a producéo de
etanol celulésico baseado no contexto de biorrefinaria proporcionara um salto
biotecnolégico ao Brasil. O termo biorrefinaria foi estabelecido pelo Laboratério
Nacional de Energia Renovavel (NREL) em 1990 (Fernando et al., 2006) e segundo o
NREL (2012), biorrefinaria consiste em uma instalacdo industrial que integra os
processos de conversao e equipamentos para a producao de combustiveis, energia e
outros produtos quimicos a partir da biomassa. Definicbes similares para conceituar
biorrefinaria foram mencionadas por Chum e Overend (2001), Fernando et al. (2006),

Sanders et al. (2007), Luo et al. (2010), Ghatak (2011) e Liu et al. (2012).
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Os trés principais modelos de biorrefinaria consistem: na biorrefinaria baseada
em matéria-prima lignoceluldsica (LCF), na “whole-crop biorefinery” e na biorrefinaria
verde (Kamm e Kamm, 2004; Uihlein e Schebek, 2009). Segundo Uihlein e Schebek
(2009), a biorrefinaria LCF € considerada a mais promissora. Recentemente, surgiu o
modelo de biorrefinaria baseada na biomassa aquatica fotossintética (Naik et al.,
2010), além do modelo de biorrefinaria associada aos residuos sélidos urbanos de
origem vegetal. As biorrefinarias séao classificadas em trés fases, sendo a biorrefinaria
de fase 1, limitada no uso de uma matéria-prima para producdo de Unico produto. A
biorrefinaria de fase 2, utiliza uma matéria-prima e a converte em varios produtos. A
biorrefinaria de fase 3, a mais avancada, a qual visa 0 emprego de varios processos
de conversdo na producdo de multiplos produtos a partir de varias matérias-primas
(Srirangan et al., 2012).

As biorrefinarias podem realizar atividades interligadas que permitam a criagdo
de redes industriais, as quais geralmente proporcionam beneficios sociais, ambientais
e econbmicos (Realff e Abbas, 2003; Ghatak, 2011), por combinarem as tecnologias
necessarias para 0 processamento das matérias-primas biologicas, dos produtos
intermediarios e finais (Kamm e Kamm, 2004), realizados por processos
termoquimicos, quimicos, bioquimicos, fisicos ou combinacdo desses processos
(Ghatak, 2011; Srirangan et al., 2012), formando assim, uma simbiose industrial
(Realff e Abbas, 2003).

Além disso, as biorrefinarias utilizam os recursos de forma mais sustentavel, sem
produzir residuos e outros poluentes ambientais (Luo et al., 2010; Munasinghe e
Khanal, 2010). Sendo de extrema importancia sobre a visdo da economia sustentavel
baseada em recursos biologicos (Uihlein e Schebek, 2009; Liu et al., 2012; Menon e
Rao, 2012), permitindo o crescimento econdmico sustentavel a partir de recursos
seguros para a producdo industrial (Kamm e Kamm, 2004; Uihlein e Schebek, 2009;
Naik et al., 2010). De acordo com Rgdsrud et al. (2012), a operacdo de biorrefinaria
baseada em materiais lignoceluldsicos consiste em um desafio, tanto no ponto de vista
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de processamento, quanto de mercado. Destacando-se que a industrializacdo verde
ndo consegue ser sempre limpa e sustentavel (Ghatak, 2011).

Nesse contexto, a biorrefinaria pode melhorar a sua sustentabilidade por meio da
diversificagdo dos produtos a partir da biomassa. Sendo a diversidade das matérias-
primas e das tecnologias de processamento precursores das varias combinacdes
industriais, de modo a atender as diferentes necessidades, localizacdo geogréfica,
economia de escala e prioridades nacionais (Naik et al., 2010, Ghatak, 2011; Menon e
Rao, 2012). Assim, um conjunto de tecnologias especificas devera ser desenvolvido, a
fim de converter cada fragdo de maneira mais eficiente e a geracdo de produtos de
maior valor agregado (Sanders et al., 2007; Luo et al., 2010; Menon e Rao, 2012). Da
mesma forma, a producédo de multiplos produtos em um determinado local, mas em
diferentes épocas pode permitir o funcionamento continuo da biorrefinaria (Yu et al.,

2012).

2.1.3. Producdo de coprodutos e subprodutos no processo produtivo do etanol
celulosico

As perspectivas sdo otimistas para a producdo de etanol celulésico e seus
derivados na Europa (Gnansounou, 2010), Malasia (Tye et al., 2011), Coréia (Lee et
al., 2011a), China (Fang et al., 2009; Qiu et al., 2012), india (Parikh, 2012; Sukumaran
et al., 2009), Turquia (Bayrakcl e Kocgar, 2012), Canada (Li et al.,, 2012a), Gana
(Afrane, 2012), Sérvia (Mojovic et al., 2012), Australia (Puri et al., 2012), Colémbia
(Quintero et al., 2013) e no Brasil (Soccol et al., 2010).

Alguns materiais lignocelulésicos possibilitam extracdo da proteina antes da
etapa de pré-tratamento, essa proteina podera ser utilizada no enriquecimento
proteico dos alimentos industriais e formulagcdes de compostos nitrogenados (Dale et
al., 2009; Chiesa e Gnansounou, 2011; Kammesa et al., 2011).

Baseado na producdo de etanol celulésico, a degradacdo de materiais
lignocelulésicos promovida pelo pré-tratamento e hidrélise quimica ou enzimatica
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poderédo resultar na liberacdo de monémeros de agucares, derivados furanicos, acidos
fracos, compostos fendlicos, lignina e outros (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000;
Almeida et al., 2007; Luo et al., 2010; Ghatak, 2011; Wetterlund et al., 2012), gerando
ainda, subprodutos oriundos do processo industrial como o didxido de carbono,
vinhaca e material lignocelulésico residual, que possibilitam a producdo de gas de
sintese ou biogas, eletricidade e calor (Ghatak, 2011; Wetterlund et al., 2012).

Nas usinas convencionais de producao de etanol a lignina € considerada um
residuo de baixo valor agregado, sendo geralmente queimada para fornecer energia e
calor (Fang et al., 2009). Porém, no conceito de biorrefinaria essa lignina devera ser
integrada de forma eficiente ao processo produtivo (Chakar e Ragauskas, 2004). De
acordo com Ghatak (2011), o uso da lignina na forma nao energética podera melhorar
significativamente a sustentabilidade econémica e ambiental das biorrefinarias. Nesse
cenario, a lignina pode ser convertida em gas de sintese (Fang et al., 2009; Ohrman et
al., 2013), ou degradada em fracbes menores para a producdo de espuma de
poliuretano, resinas fendlicas e epoxi, como fonte de fenol e de etileno (Gongalves e
Benar, 2001; Lora e Glasser, 2002; Alonso et al., 2004; Tejado et al., 2007),
adsorventes e precursores de carbono (Lora e Glasser, 2002; Kadla et al., 2002),
formulacdes de polimeros (Bittencourt et al., 2005; Fernandes et al., 2006) e matéria-
prima para inUmeras substancias aromaticas de baixa massa molecular (Villar et al.,
2001; Lora e Glasser, 2002). Além da possibilidade de produzir aditivo para
biocombustiveis renovaveis a partir do processo de ozondlise da lignina (Chuck et al.,
2013).

As degradagfes da celulose e hemicelulose durante o pré-tratamento poderdo
gerar compostos passiveis de promoverem efeitos inibitérios durante as etapas de
hidrélise enzimética e fermentagdo, como os derivados furanicos, o hidroximetilfurfural
(HMF), produto da desidratacdo da hexose e o furfural, produto da desidratagdo da
pentose. A degradacdo do HMF libera o &cido levulinico e acido formico. O acido
férmico também pode ser liberado pela degradacao do furfural. A hidrélise de grupos
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acetil ligados aos aclcares gera o acido acético. Os compostos fendlicos e aldeidos
sdo formados pela degradacdo da lignina e carboidratos. O &cido acético, &cido
formico e acido levulinico sdo os acidos fracos mais comuns nos hidrolisados
lignocelulosicos (Palmqvist e Hahn-Héagerdal, 2000; Almeida et al., 2007). Esses
compostos possuem possibilidade de aproveitamento, por exemplo, o furfural pode ser
hidrolisado em acido maléico ou formar resina com adicao de ureia ou fenol (Mckillip et
al., 1989), o HMF clivado em &cido férmico e acido levulinico, esse ultimo podendo ser
utilizado como matéria-prima para a producédo de poliésteres (Schuchardt et al., 2001),
0 acido acético como reagente quimico ou sobre a forma de vinagre, além de fornecer
material de partida para a sintese de varios polimeros tais como acetato de vinila e
anidrido acético, os quais sdo produzidas tradicionalmente a partir de matérias-primas
a base de petréleo (Yoneda et al., 2001; Khanal, 2008).

A producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos aumentaré a oferta de
etanol e possibilitar4 a geracdo de muitos coprodutos, tais como, vapor de etanol na
producdo de hidrogénio para a obtencdo de células de combustivel (Benito et al.,
2003; Maia et al., 2007), producdo de etileno, etilenoglicol, acetaldeido, acetato,
acetato de etila, glicéis, acrilatos, cloreto de etila, butano, propileno e butadieno
(Schuchardt et al., 2001) e a producéo de etano resultante da desidratagédo de etanol,
precursor de vasta gama de produtos como polietileno, polipropileno e cloreto de
polivinila (PVC). No Brasil, a produgéo desses coprodutos a partir de etanol estd em
expansao devido ao pais produzir cada vez mais etanol (BNDES, 2008). Além do uso
de etanol em substituicdo ao metanol durante a producdo de biodiesel (Garcia et al.,
2009), bem como a converséo de etanol em etileno para a producdo de bioplésticos,
cenarios que contribuem para o aumento na demanda por etanol. Ressalta-se que o
etanol utilizado durante a etapa de transesterificagdo do biodiesel podera ser reposto
pelo aproveitamento dos residuos lignoceluldsicos resultantes da extracéo de 6leo da
propria producéo de biodiesel e direcionado a producéo de etanol celulésico (Visser et
al., 2011), valendo registrar que, atualmente, 80,0% do biodiesel produzido no Brasil
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utiliza soja como matéria-prima (ANP, 2013). Segundo Visser et al. (2011), a reposi¢ao
do etanol varia de acordo com o material lignoceluldsico utilizado, no caso da semente
de algodao, 470,0% da demanda de etanol utilizado durante a etapa de
transesterificagdo da producéo de biodiesel podera ser fornecida a partir da produgéo
de etanol do residuo da semente de algodao.

O aproveitamento da biomassa microbiana produzida durante a fermentacdo
alcodlica pode ser fonte de proteina (single cell protein) e incorporada a alimentagéo
(Cysewski e Wilke, 1976; Ugalde e Castrillo, 2005; Zheng et al., 2005). A biomassa
microbiana ainda contém acidos nucléicos, carboidratos, compostos da parede celular,
lipidios, minerais e vitaminas (Ugalde e Castrillo, 2005).

Durante o processo industrial existe geracdo de residuos liquidos com elevada
carga organica e inorganica, por exemplo, a vinhaca, a qual possui alta eficiéncia
como fertilizante. Segundo Silva et al. (2011), Bekatorou et al. (2006) e Selim et al.
(1991) é também potencialmente viavel a utilizagdo da vinhaca na producdo de
proteina unicelular por S. cerevisiae, proporcionando um efluente menos téxico
(Bekatorou et al.,, 2006). Além disso, inUmeros residuos organicos poderdo ser
empregados na producdo de proteina microbiana, por exemplo, o meio de cultivo
contendo maméao (Ojokoh e Uzeh, 2005) e o meio de cultivo contendo casca de soja
(Mielenz et al., 2009) possibilitaram aumento na concentracdo de proteina em S.
cerevisiae em 20,0 e 25,0%, respectivamente. Dessa forma, fortalece a ideia de utilizar
inimeras matérias-primas para producdo de proteina microbiana (single cell protein)
em microdestilaria.

A etapa de fermentacdo produz um fluxo de CO, de alta pureza (Koornneef et
al., 2012) e o CO, armazenado, proveniente da fermentacdo nado necessita de
tratamento posterior (Visser et al., 2011). Os custos de instalagdo, operacdo e
manutencédo para captura e armazenamento de CO, a partir da etapa fermentativa séo
geralmente baixos (Visser et al., 2011). Esse CO, gerado durante a produgédo de
etanol pode ser utilizado na producéo de biomassa microbiana (Fang et al., 2009; Silva
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et al., 2010) e de gas de sintese, possibilitando aumento da oferta, juntamente com a
gaseificacao do material lignocelulésico residual do processo fermentativo, essa ultima
rica em CO e H,, que pode ser usado na sintese de qualquer hidrocarboneto (Ghatak,
2011). Essa posterior captura e armazenamento de carbono de material
lignocelulésico residual do processo fermentativo, possibilita a reducdo real da
concentracao global de CO, na atmosfera (Koornneef et al., 2012), somada a captura
de carbono das emissdes de fontes pontuais, como uma das varias estratégias
necessarias para mitigar os gases de efeito estufa na atmosfera (Olajire, 2010). Torna-
se possivel também a utilizacdo deste CO, ndo gaseificado, gerado no processo
fermentativo para a producdo de microalgas, as quais ajudam na ciclagem do CO, e
permite a utilizacdo dessa biomassa, principalmente na forma de lipideos para
producdo de biodiesel e 0 uso da biomassa microbiana residual na producéao de etanol
celulésico, acetona e butanol (Ellis et al., 2012).

Quanto ao gas de sintese, sua fermentacéo oferece um caminho para a sintese
sustentavel de combustiveis e produtos quimicos com muitas vantagens sobre a
conversao de gas de sintese catalitica gerando etanol, hidrogénio, butanol, &cido
acético, acido butilico, butanol, metano, biopolimeros e proteina unicelular (Datar et
al., 2004; Posten e Schaub, 2009; Munasinghe e Khanal, 2010; Mohammadi et al.,
2011; Wilkins e Atiyeh, 2011). Essa fermentacdo do gas de sintese apresenta elevada
eficiéncia na conversdo biocatalitica em varios compostos bioquimicos e
biocombustiveis (Choi et al., 2010; Mohammadi et al., 2011). Por exemplo, o butanol é
utilizado como matéria-prima para a producdo de acetato de butila e acrilato de buitila,
que podem ser utilizados como aditivos de combustivel para melhorar o indice de
octanagem da gasolina (Grethlein e Jain, 1992).

Segundo Mohammadi et al. (2011) e Munasinghe e Khanal (2010), inUmeros
micro-organismos sao capazes de fermentar o gas de sintese em biocombustiveis,
como a Rhodospirilum rubrum, Rhodobacter sphaeroides, Methanobacterium
thermoautotrophicum,  Methanosarcina  barkeri, Clostridium  thermoaceticum,
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Rhodopseudomonas gelatinosa, Bacillus simithii ERIH2, Rhodopseudomonas palustris
P4 e Acetobacterium kivui. Experimentos realizados por Mohammadi et al. (2012),
visando a producao de bioprodutos a partir do gas de sintese, contendo: 55,0% de
CO, 20,0% de H,, 10,0% de CO, e 15,0% de Ar por Clostridium ljungdahlii em
biorreator agitado de fluxo continuo a 37 °C e agitacdo de 500 rpm, resultaram em
2,34 g/L de massa seca, conversdo de 96,0% de CO, concentracdes de 6,50 g/L de
etanol e 5,43 g/L de acetato. A modificacdo microbiana, em busca do uso dos gases
de efeito estufa, principalmente CO,, como substrato na producdo de biocombustivel
se torna realidade (Sheehan, 2009). Lu et al. (2012) modificaram Ralstonia eutropha
para o uso de CO, na producéo de isobutanol e 3-metil-1-butanol resultando em 140
mg/L de alcodis de cadeia ramificada.

O material lignocelulésico residual do processo produtivo do etanol celulésico
possibilita também a producdo de biogas, produzido através da digestdo desse

material organico (Mohseni et al., 2012).

2.1.4. Enzimas

As etapas de producdo de enzima e de hidrélise enzimatica precisam de atencdo
guando se pretende a producdo de etanol celulésico em microdestilaria, pois essas
etapas poderdo inviabilizar economicamente a producdo de etanol, em especial nessa
escala. Dessa forma, hd opcdo de uso das enzimas comercias ou produzidas
localmente com substrato regional. A possibilidade de producéo local (in situ) das
enzimas a partir dos residuos e subprodutos agroindustriais se torna uma alternativa
promissora (Castro e Castro, 2012), principalmente para a produgédo de enzimas em
bioprocesso semissolido (Tabela 2.2). A producéo dessas enzimas a partir de residuos
agroindustriais e urbanos possibilita sustentabilidade e rentabilidade a cadeia
produtiva, além de reduzir a emissdo de carbono na atmosfera e a possibilidade do

uso de materiais lignoceluldsico de baixo custo (Castro e Castro, 2012). A producao de

20



enzima in situ possibilita o uso do extrato enzimatico bruto, sem a necessidade de
concentra-lo e purifica-lo. Cita-se como exemplo, a produgédo de B-glicosidase por
Licthememia ramosa em farelo de trigo, com producédo de 15,0 U/mL de B-glicosidase
(Gongalves et al., 2013b) e a possibilidade de producéo in situ e aplicacdo de forma
ndo concentrada realizada por Goncalves et al. (2012), a partir da mistura sinérgica
das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas produzidas por Trichoderma reesei e
Lichtheimia ramosa na hidrélise da casca de coco maduro pré-tratada por peroxido de
hidrogénio e hidréxido de sodio, resultando em convers@es da casca de coco maduro
pré-tratada em acucares redutores e glicose de 82,3 e 83,9%, respectivamente, em 96

h de hidrolise.

Tabela 2.2. Micro-organismos produtores de CMCase, xilanase e B-glicosidase

Enzima Micro-organismo Substrato Producéo U/mL Referéncia
Trichoderma harzianum Farelo de trigo 1,64 Ruegger eTauk-Tornisielo, 2004
Chaetomium erraticum Farelo de trigo 0,04 Soni e Soni, 2010
CMCase Termitomyces clypeatus Caule de mostarda e palha 2,95 Pal et al., 2013
Lysinibacillus sp. Farelo de trigo 0,43 Alves-Prado et al., 2009
Neosartorya spinosa Farelo de trigo 0,11 Alves-Prado et al., 2009
Streptomyces flavogriseus Farelo de trigo 1,59 Johnson et al., 1988
Streptomyces sp. C-248 Farelo de trigo 4,48 Johnson et al., 1988
Thermoascus aurantiacus Farelo de milho 130,00 Oliveira et al., 2010
Xilanase Streptomyces sp. C-254 Farelo de trigo 6,44 Johnson et al., 1988
Aspergillus sydowii Farelo de trigo 1,10 Ghosh et al., 1993
Termitomyces clypeatus Caule de mostarda e palha 14,12 Pal etal.,, 2013
Lysinibacillus sp. Farelo de trigo 5,40 Alves-Prado et al., 2009
Neosartoryas spinosa Farelo de trigo 2,10 Alves-Prado et al., 2009
Chaetomium globosum  Fibras de palmeira deslignificada 9,80 Umikalson et al., 1997
Termitomyces clypeatus Caule de mostarda e palha 2,30 Pal etal., 2013
B-glicosidase Aspergillus niger Farelo de trigo 2,84 Sukumaran et al., 2009
Trichoderma reesei Farelo de trigo 0,22 Sukumaran et al., 2009
Thermoascus aurantiacus Farelo de trigo 7,00 Leite et al., 2008

De acordo com Castro e Castro (2012), o Brasil € um dos maiores produtores de
biocombustiveis do mundo, tendo na sua biodiversidade e nas caracteristicas
ambientais a possibilidade de torna-lo um grande gerador de produtos biotecnolégicos,
tais como as enzimas para a industria de bioenergia. Os resultados obtidos por Castro
e Castro (2012) indicam a possibilidade de producdo brasileira de concentrados

enzimaticos a partir de residuos agroindustriais baseados em amilases, celulases,
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lipases e xilanases estimados em 3,1 x 10’, 3,2 x 10/, 3,1 x 10® e 2,9 x 10° t,
respectivamente.

Além da busca por eficiéncias nas etapas de producdo de enzimas e hidrdlise
enzimatica, torna-se importante também realizar a recuperacdo das enzimas apds o
processo fermentativo (Hayes, 2013). Eckard et al. (2013) realizaram a reciclagem
enzimatica da sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF) e da hidrélise e
fermentacdo separada (SHF) da palha de milho com o uso de estabilizadores de
enzimas: caseina, PEG-Tween 20, Tween 20 e micelas poliméricas de polietileno
glicol PEG-caseina. Com a adicdo desses compostos foram obtidas significativas
recuperacdes e permanéncias das atividades enzimaticas. Segundo Rodrigues et al.
(2012), a recuperagdo das celulases pode ser realizada com a lavagem alcalina da
lignina e celulose residual. A partir dessa simples lavagem alcalina foram recuperadas
as enzimas, apresentando mais de 60,0% de atividade enziméatica em substrato
sintético (4-metilumbeliferil-B-D-celobiose), portanto, consiste em uma estratégia
promissora para reciclagem enzimatica, sendo de simples implantacdo em escala
industrial, além de ser eficaz e econdémica (Rodrigues et al., 2012), proporcionando a

reducéo de custos de produgéo do etanol celuldsico (Zhang et al., 2011).

2.2. Materiais lignocelulésicos

Material lignocelulésico consiste em um termo genérico para descrever 0s
principais constituintes dos vegetais, sendo celulose, hemicelulose e lignina (Klass,
1998), e estdo apresentados na Figura 2.3. A celulose é a principal constituinte dos
vegetais (Della, 2005) e considerada a matéria organica mais abundante. A celulose
consiste em um homopolissacarideo linear com 8.000-12.000 unidades de glicose
unidas entre si por ligacbes 1,4-B-glicosidicas, que resultam na reducdo de uma
molécula de agua (Fengel e Wegener, 1989). A hemicelulose consiste em um
heteropolissacarideo complexo, composto por glicose, galactose, manose, Xxilose,

arabinose, &cidos urdnicos e grupos acetila, de cadeia ramificada e apresenta grau de
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polimerizacédo inferior a 200 unidades (Fengel e Wegener, 1989). A lignina consiste em
um polimero fendlico que contribui para a rigidez estrutural dos tecidos vegetais
(Buckeridge et al., 2008), formada por macromolécula sintetizada por via radicalar a
partir de trés alcoois p-hidroxi-cinamilicos precursores: p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico (Fengel e Wegener, 1989).

As moléculas de glicose une-se através de ligacdes glicosidicas formando
cadeias lineares (celulose) que interagem umas com as outras através das ligagfes de
hidrogénio, formando-se a estrutura denominada fibrila elementar, insolivel em 4gua e
com alto grau de cristalinidade. Quatro fibrilas elementares sdo agrupadas por uma
monocamada de hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em uma matriz de
hemicelulose e lignina, essa intima associacdo consiste na microfibrila celulésica
(Fengel e Wegener, 1989; Matulova et al., 2005; Wyman et al., 2005). Formando uma

estrutura de dificil separacao (Figura 2.3).

Lignina
Hemicelulose
Celulose

Fonte: modificado de Ghaffar e Fan (2014).
Figura 2.3. Estrutura lignocelulésica da biomassa vegetal
2.2.1. Biomassa fotossintética terrestre

A producéo de biomassa terrestre consiste em aproximadamente 100 bilhdes de
toneladas de matéria organica seca (Carlsson et al., 2007; Naik et al., 2010). Parte
dessa biomassa é utilizada (1,25%), o restante é reciclado pelo sistema biotico. Diante
disso, parte dessa biomassa podera ser usada como matéria-prima para obtencédo de

inimeros produtos (Naik et al., 2010).
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A producdo de biocombustiveis utiliza geralmente substratos oriundos de
culturas alimentares, o que tem proporcionado polémica entre a destinagdo dessa
biomassa vegetal para a alimentacéo ou para a producado de biocombustivel (Harun et
al., 2010; Gongalves et al., 2011; John et al., 2011; Ghatak, 2011, Pittman et al., 2011,
Koizumi, 2013). Dessa forma, destaca-se a busca por fontes sustentaveis de biomassa
para producdo de biocombustiveis, principalmente etanol. Em virtude do risco de
inseguranga alimentar, essa questdo deve ser cuidadosamente observada, por
exemplo, o governo chinés possui leis que desestimulam utilizacdo de matéria-prima
alimenticia para producdo de etanol (Qiu et al., 2012). Como alternativa as fontes
alimenticias surge o uso dos residuos agroindustriais e urbanos (Champagne e Li,
2009; Shi et al., 2009; Jensen et al., 2010; Gongalves et al., 2011; Hussin et al., 2013)
e vegetais cultivados em areas indspitas (Parida e Das, 2005; Gheewala et al., 2011,
Yan et al., 2011; Xian-Zhao et al., 2012). Esse cenario permite agregar valor a essas
biomassas, possibilitando aumento na producdo de combustivel sem a necessidade
de expansdo no uso de terras agricultaveis, fornecendo ainda, subsidios para o
cumprimento de metas estabelecidas nos acordos diplomaticos como o Protocolo de
Montreal (1987), Kyoto (1997) e Copenhagen (2009).

Contudo, o avangco no uso dos materiais lignocelulésicos aumenta a
preocupacdo em preservar as florestas naturais, principalmente em paises tropicais
(Popp et al.,, 2012). Sendo a conservagdo das florestas uma precondicdo para a
producdo sustentavel de etanol celulésico (Popp et al., 2012). E tudo reforca a
importancia de utilizar residuos agroindustriais e urbanos, além de vegetais cultivados
para a producdo de etanol e enzimas (conforme Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4). Além disso, a
safra brasileira de 2011, mostrada na Tabela 2.3, evidencia o potencial de material
lignocelulésico deixado no campo. Alguns desses materiais lignoceluldsicos
apresentam poucas informacdes na literatura, por exemplo, os residuos de coco e o

cacto, citados abaixo.
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Tabela 2.3. Safra brasileira em 2011

Vegetal Producéo (t) Estimativa de biomassa vegetal deixada no campo (t)*
Feijdo (em gréo) 3550107 1171535
Algodéo herbaceo (em carogo) 5059618 1669674
Amendoim (em casca) 275460 90902
Arroz (em casca) 13456369 4440602
Aveia (em gréo) 340995 112528
Batata 3943146 1301238
Cebola 1402758 462910
Milho (em gréo) 56099662 18512888
Soja (em gréo) 74829383 24693696
Sorgo (em gréo) 1941267 640618
Trigo (em gréo) 5646166 1863235
Triticale (em gréo) 147078 48536
Alho 8962 2957
Cacto 60000 -
Girassol (em gréo) 78690 25968
Fruto Producéo (t) Estimativa de bagaco (t)**
Coco 1899355 949678
Castanha de caju 229319 114660
Cacau 248165 124083

*33 % do vegetal
**50 % do fruto

Fonte: modificado de IBGE (2012).

Tabela 2.4. Producdo de etanol celulésico a partir de diferentes materiais
lignocelulosicos, pré-tratamentos, micro-organismos e bioprocessos
Biomassa Pré-tratamento Micro-organimo Bioprocesso Etanol (g/g) Referéncia
Bagaco de caju Digestéo 4cida Kluyveromyces marxianus SHF 0,27 Rochaetal., 2011
Caule de algodao Ausente Saccharomyces cerevisiae SHF 0,03 Shietal,, 2009
Cana gigante Digestéo &cida Pichia stipitis SHF 033 Scordia et al., 2012
Palha de canola Digestao &cida, hidrotérmico Saccharomyces cerevisiae SHF 021 Luetal., 2009
Residuos téxteis & base de algodéo Digestéo alcalina Saccharomyces cerevisiae SSSF 048 Jeihanipour e Taherzadeh, 2009
Palha de trigo Explosdo a vapor Kluyveromyces marxianus SSF 0,32 Ballesteros et al., 2004
Palha de canola Digestéo alcalina Saccharo.my.ces.c.e.revwsme SVSCF 014 Karagoz et al., 2012
e Pichia stipitis
Bagaco de sorgo doce Digestéo alcalina Mucor hiemalis SHF 048 Goshadrou et al., 2011
Residuos agroindustriais Folha de cana Digestéo cida, deslignificacdo Saccharomyces cerevisiae Batch 048 Jutakanoke et al., 2012
Casca de arroz Digestéo alcalina Escherichia col SHF 021 Saha e Cotta, 2007
Palha de arroz Digestéo cida, vapor Mucor indicus SHF 043 Abedinifar et al., 2009
Palha de arroz Digestao Acida, vapor Rhizopus oryzae SHF 041 Abedinifar et al., 2009
Floculos de celulose Digestdo acida Kluyveromyces marxianus SSF 034 Kadar et al., 2004
Bagaco de sorgo doce Explosdo a vapor Kluyveromyces marxianus SSF 031 Ballesteros et al., 2004
Resfduo de mostarda Explos&o a vapor Kluyveromyces marxianus SSF 0,35 Ballesteros et al., 2004
Espiga de milho Digestdo 4cida, supercalagem Zymomonas mobilis Batch 042 Mohaghegi et al., 2004
Haste de sorgo doce Digestéo &cida Saccharomyces cerevisiae Batch 049 Yuetal, 2012
Casca de tangerina Hidrotérmico Saccharomyces cerevisiae SHEF 046 Choi et al.,, 2013
Residuo celulbsico de banana Digestéo alcalina Clostidum thermoceHvum ¢ Batch 042 Reddy etal., 2010
C. thermosaccharolyticum
Notas de dinheiro Digestdo acida Saccharomyces cerevisiae SHF 22,01% Sheikh etal., 2013
Resfduos de horticultura Digestao alcalina Saccharomyces cerevisiae SHF 0,43 Geng et al., 2012
Residuos urbanos Borras de café Digestdo 4cida Pichia stipitis Batch 0,26 Mussatto et al., 2012
Resfduos de papel Digestéo &cida Pichia stipitis SHF 034 Dubey etal., 2012
Residuos de madeira de demolicdo Digestéo &cida Pichia stipitis SHF 042 Choetal, 2011
Papel velho Digestdo cida Kluyveromyces marxianus SSF 031 Kadér et al., 2004
Papel fino Digestéo &cida Saccharomyces cerevisiae SSF 033 Kadar et al., 2004
Eucalipto Micro-ondas assistida Saccharomyces cerevisiae SHF 047 Mcintosh et al., 2012
Cultivo e extragao Algarroba Digestao &cida, vapor, deslignificacdo Pichia stipitis SHF 0,39 Gupta et al., 2009
de vegetal Cana gigante Explos&o a vapor Saccharomyces cerevisiae SHF 0,27 Asketal., 2012
Cana gigante Explos&o a vapor Saccharomyces cerevisiae SSF 0,24 Asketal., 2012
Pinheiro Digestéo 4cida, exploséo a vapor Saccharomyces cerevisiae SSF 044 Bertilsson et al., 2009

SHF: Hidrélise e fermentagéo separado; SSF: Sacarificacéo e fermentacdo simulténeas; SSSF:Sacarificaéo e fermentaco semi-simultaneas; SHEF: Hidrdlise e fermentacéo separado e evaporagéo;
SVSCF: Sacarificagéo e co-fermentagéo; *Etanol (mg/mL)
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2.2.2. Bagaco de coco

Os coqueiros sdo ideais para o cultivo em clima tropical Umido, eles prosperam
em solos pobres, arenosos e toleram curto periodo exposto a agua salina (Etherington,
2005), encontram-se distribuidos em mais de 200 paises (FAO, 2012). Segundo a
FAO (2012), a producdo mundial de coco em 2009 foi de cerca de 55 milhdes de
toneladas, com destaque produtivo da Filipinas (36,0%), Indonésia (28,0%) e india
(20,0%). O Brasil é o quarto maior produtor mundial de coco, com producao
aproximada de 3 milhGes de toneladas (5,0%) (IBGE, 2012). Na América do Sul, o
Brasil € responséavel por mais de 80,0% da producdo, sendo a Regido Nordeste
responsavel por 82,28% do total da area plantada e 69,25% do valor total do coco
produzido em 2009 (IBGE, 2012).

A busca pela alimentacdo adequada como alternativa para melhorar a saude
gera inimeros produtos alimenticios produzidos a base de coco, tais como a agua de
coco in natura e em po, leite de coco, coco ralado e éleo de coco. Em funcédo desse
avanco, a cadeia produtiva do coco ndo possui a destinacao correta dos seus residuos
agroindustriais e urbanos. Em cidades litorAneas, principalmente as areas com
vocacao turistica, as cascas de coco verde chegam a representar até 80,0% do
volume total dos residuos sélidos recolhidos na orla maritima e devido a sua alta
concentracdo de lignina, hemicelulose e celulose apresenta lenta decomposicao,
sendo 85,0% do peso do fruto constituido de material lignocelulésico (Ferreira-Leitdo
et al., 2010). Além do descarte da casca de coco verde em lixdes, aterros sanitarios,
patios das industrias de processamento e areas comuns de utilizagdo publica geram
gastos e agrava a poluicdo ambiental (Aragéo, 2002).

O bagaco de coco maduro quando processado, possibilita a obtencdo de fibra
longa, empregadas geralmente na industria automobilistica (Le&o et al., 1998), mas
gera material residual. Estima-se que para cada quilograma de fibra produzida sejam

gerados aproximadamente 2 kg de po e fibras curtas (APCC, 1996).
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A composicdo do p6 da fibra de coco possui lignina (42,10%), celulose (32,69%)
e hemicelulose (22,56%) (Muensri et al.,, 2011). A fibra de coco verde tem lignina
(43,14%) e celulose (45,93%) (Brigida et al., 2010). E a casca de coco tem lignina
(29,79%), celulose (39,31%) e hemicelulose (16,15%) (Vaithanomsat et al., 2011).
Esses materiais possuem condi¢cdes de serem empregados como substratos para a
producdo de bioprodutos, por exemplo, na producdo de etanol. A casca de coco pré-
tratada por hidroxido de sédio foi utilizado em processo de sacarificacdo e
fermentacdo simultdnea usando S. cerevisiae, resultando em rendimento de etanol de
0,4 g/g (Vaithanomsat et al., 2011).

Alguns paises da Asia e Oceania utilizam 6leo de coco como biocombustivel em
motores diesel (Cloin, 2005; Etherington, 2005; SOPAC, 2007), normalmente
misturado a querosene e ao diesel, porém, em certas condi¢cdes substitui
integralmente o diesel (Cloin, 2005; Etherington, 2005), usado no setor de transporte
(Cloin, 2005; Cloin, 2007; SOPAC, 2007) e geracdo de energia elétrica (Cloin, 2005;
Etherington, 2005). Com destaque no setor de transporte, principalmente na Tailandia
e Filipinas (SOPAC, 2007). Alguns paises das llhas do Pacifico tais como as llhas Fiji,
Kiribati, Ilhas Marshall, Papua Nova Guiné, Samoa, llhas Salom&o, Tuvalu e Vanuatu
também utilizam 6leo de coco como estratégia energética para diminuir a importacdes
de combustiveis, além de aproveitar a abundancia de coco na regido (Etherington,
2005; SOPAC, 2007). Esse aumento no uso de biocombustiveis em paises insulares
do Pacifico contribui também para a reducédo de gases do efeito estufa, criacdo de
empregos e fortalecimento da economia (Cloin, 2007). Segundo Tan et al. (2004), a
utilizacdo de 6leo de coco reduz entre 80,8% a 109,3% as emissdes de CO,, em
comparacédo ao diesel. A producdo de 6leo de coco é realizada em pequena escala
industrial, situadas nas propriedades rurais (Cloin, 2005; Cloin, 2007; SOPAC, 2007),
sendo assim, a integracdao do sistema produtivo de 6leo de coco acoplado a
microdestilaria de producdo de etanol celulésico, com aproveitamento dos residuos
agroindustriais da extragcdo do 6leo do coco, torna-se uma alternativa promissora.
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2.2.3. Cacto

O cacto consiste em um vegetal adequado para produgcdo de bioenergia e
comumente cultivado em ambientes aridos (Yan et al., 2011). Essas caracteristicas
permitem o cultivo em &areas com baixa pluviometria, localizadas principalmente no
continente africano e paises como o México, Chile, Brasil, Australia, China, india e
Estados Unidos. Sendo assim, cultivado em &reas impréprias para o cultivo de
vegetais destinados a alimentagédo convencional (Gheewala et al., 2011). No Brasil, a
producdo de cacto foi 60 mil toneladas em 2009, concentrada na Regido Nordeste e
destinada integralmente a racéo animal (IBGE, 2012).

O aproveitamento do fruto de cacto (cladddios) foi realizado por Retamal et al.
(1987) para a producéo de etanol, utilizando cladédios pré-tratado com acido clérico e
fermentado por S. cerevisiae, resultando em 9,0 L de etanol a partir de 100,0 kg de

cladédios.

2.3. Pré-tratamento
2.3.1. A importancia do pré-tratamento

O material lignocelulésico é composto principalmente por trés biopolimeros:
celulose, hemicelulose e lignina, contendo entre 75,0 e 80,0% de polissacarideos
(celulose e hemicelulose) e entre 20,0 e 25,0% de lignina, por isso, ndo podem ser
facilmente convertidos em agucares monoméricos, devido a natureza recalcitrante
desses biopolimeros (conforme Figura 2.3). Para tornar a celulose e a hemicelulose
disponivel ao ataque das celulases e hemicelulases, o pré-tratamento é geralmente
utilizado (Adsul et al., 2005; Bon et al., 2008; Hendriks e Zeeman, 2009), com a
finalidade de alterar ou remover a hemicelulose e lignina, aumentar area superficial,
diminuir o grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose, aumentar a
digestibilidade enzimatica do material e posterior aumento dos acuUcares
fermentesciveis (Sun e Cheng, 2002; Mosier et al., 2005). O fracionamento do material
lignocelulésico promovido pelo pré-tratamento torna-se importante e desperta

28



interesse pela aplicabilidade no contexto de biorrefinaria (Garrote et al., 1999a; Pan et

al., 2005), como apresentado na Figura 2.4.
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Fonte: modificado de Zeng et al. (2014).
Figura 2.4. Composicéo e degradacdo do material lignoceluldsico

O pré-tratamento do material lignocelulésico consiste em um fator chave para a
producdo de etanol celulésico (Sun e Cheng, 2002; Yang e Wyman, 2008; Galbe e
Zacchi, 2012), sendo os rendimentos em acucares fermentesciveis e a quantidade de
enzimas necessarias para a hidrolise dependentes do pré-tratamento e das
caracteristicas do material utilizado (Hideno et al., 2013). Alguns pré-tratamentos séao
baseados em propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas, fisico-quimicas ou a
combinacdo dessas propriedades (Goncgalves et al., 2013a), como exemplo, os pré-
tratamentos: acido (Zhao et al., 2007); bioldgico (Kurakake et al., 2007); alcalino
(Barcelos et al.,, 2013); diéxido de carbono (Kim e Hong, 2001); explosdo a vapor
catalisado (Alizadeh et al., 2005); diéxido de cloro, nitrogénio e acido sulftrico (Fan et
al., 1982); irradiacéo (Kumakura et al., 1982); moagem (Mais et al., 2002); organosolv
(Zhao et al., 2009) e explosédo a vapor (Ballesteros et al., 2006).

Entretanto, o pré-tratamento utilizado deve cumprir o maior nimero possivel das
seguintes condi¢cbes: baixo impacto ambiental; estrutura simples e econbémica;
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dimensionavel para o tamanho industrial; perdas reduzidas de polissacarideos;
geracdo minima de residuos durante o processo; producdo méaxima de produtos
derivados da hemicelulose e baixa geracdo de compostos indesejados da degradacao;
producdo maxima de coprodutos a partir da lignina; requisitos minimos de agua e
processos quimicos; menor teor de lignina na fase sélida; baixo consumo de energia;
capacidade de romper a estrutura lignocelulésica das matérias-primas; elevada
concentracdo de celulose na fase soélida e a alta susceptibilidade a hidrélise enzimatica
(Sun e Cheng, 2002; Mosier et al., 2005; Pan et al., 2006; Brosse et al., 2009; Ruiz et

al., 2011; Hu et al., 2012).

2.3.2. Pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino e hidroxido de sédio

O peréxido de hidrogénio e o hidréxido de sodio em contato com o material
lignoceluldsico reagem com a lignina sobre certas condi¢des, sendo largamente usado
como alvejante em polpas de madeira utilizadas na producéo de papel (Gould, 1985;
Kang et al., 2011).

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino (PHA) é baseado no pré-
tratamento dos materiais lignoceluldsicos utilizando peroxido de hidrogénio em
condi¢Bes alcalinas com pH 11,5 (Gould e Freer, 1984). Esse processo € operado a
baixa temperatura e pressao, o peroxido decompde-se em oxigénio e agua, podendo
assim, ser considerado como processo com baixo impacto ambiental (Rabelo et al.,
2008; Banerjee et al., 2011). Sendo uma vantagem, pois 0 consumo de agua consiste
em um fator critico durante a producéo de etanol, além da auséncia de tratamento dos
residuos e efluentes (Rabelo et al., 2011). De acordo com Gould (1985), a utilizagéo
de peroxido de hidrogénio melhora a deslignificacdo subsequente do material
lignocelulésico, pois o peroxido de hidrogénio em condigBes alcalinas promove a
despolimerizacédo oxidativa da lignina, devido a quebra das ligac6es carbono-carbono
na estrutura da lignina (Gupta e Lee, 2009). E assim, podera aumentar a
digestibilidade do material durante a hidrélise enzimatica (Kang et al., 2011).
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Xiang e Lee (2000) relataram dois fatores importantes para o processo de
oxidagdo: o pH da reagcdo e a decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio. Segundo
Gould (1985) e Sun et al. (2004), esses fatores ocorrem da geracdo em pH alcalino do
anion hidroperoxido (HOO"). Porém, o peroxido de hidrogénio possui instabilidade em
condicbes alcalinas, decompondo-se em radicais superéxido (O,) e hidroxil (OH),
responsaveis pela oxidacdo da lignina a partir da degradacéo dos grupos hidrofilicos e
promovendo a dissolu¢cdo da hemicelulose e lignina. O pré-tratamento PHA foi
utilizado, por exemplo, em bagaco de caju (Correia et al., 2013), palha de milho (Selig
et al., 2009), palha de trigo (Gould et al., 1984; Gould, 1985) e bagaco de cana-de-
acucar (Azzam, 1989; Rabelo et al., 2011; Santos et al., 2012).

O potencial de uso do pré-tratamento com hidroxido de sodio (PHS) foi
examinado em diversos estudos, entre 0s quais a maioria dos casos demonstrou
elevada eficdcia do pré-tratamento. Diversos materiais lignocelulésicos foram pré-
tratados com hidroxido de sodio, como exemplo, bagaco de cana-de-agUcar (Santos e
Gouveia, 2009) e Cynodon dactylon (Wang et al., 2010). O uso de hidréxido de sédio
permite deslignificar os materiais lignocelulésicos, quebrando as ligacdes cruzadas de
ésteres da lignina e xilana, aumentando a area superficial interna do material (Kang et

al., 2012).

2.3.3. Pré-tratamento por autohidrélise

Pré-tratamento por autohidrdlise (PA) (também chamado de pré-tratamento por
agua quente ou hidrotérmico) foi inicialmente usado por Bobleter et al. (1976) para
aumentar a susceptibilidade dos materiais lignocelulésicos na hidrélise enzimatica. Em
geral, as maiores vantagens desse processo consistem em: (1) o processo nao requer
adicdo e recuperacdo de produtos quimicos diferentes de agua; (2) utiliza
equipamento limitado aos problemas de corroséo; (3) operagédo simples e econémica

(Garrote et al., 1999a; Cybulska et al., 2010; Romani et al., 2010). Por esse motivo, o
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pré-tratamento PA pode ser considerado um processo de fracionamento
ambientalmente amigavel (Garrote et al., 2003).

Esse método é realizado por aquecimento da solucdo aquosa ha presenca do
material lignocelulésico e resulta na hidrélise da hemicelulose na fase liquida
(oligossacarideos e monossacéridos) (Garrote et al., 1999b; Romani et al., 2012; Ruiz
et al., 2013), dos produtos da decomposicdo dos acucares (furfural e HMF) e acido
acético (Ruiz et al., 2013), aumento da &rea superficial e porosidade do material
lignocelulésico (Liu e Wyman, 2005; Cybulska et al., 2010; Zhao et al.,, 2012) e
relocacdo da lignina na superficie do material lignocelulésico (Kristensen et al., 2008;
Ruiz et al., 2013), aumento adicional da quantidade de celulose e lignina na fase soélida
e aumento da susceptibilidade do material pelas enzimas (Garrote et al., 1999b; Ruiz
et al., 2013). Segundo Romani et al. (2011), a solubilidade da hemicelulose pelo pré-
tratamento PA consiste na etapa inicial do processo produtivo baseado no contexto de
biorrefinaria. Além da possibilidade de recuperar a lignina na etapa de destilacdo do
caldo fermentado, permitindo assim, realizar a separagdo seletiva dos principais
componentes contidos no material (hemicelulose, celulose e lignina).

O pré-tratamento PA foi realizado em alguns materiais, por exemplo, na Spartina
pectinata (Cybulska et al., 2010), residuos de poda de oliveira (Manzanares et al.,
2011), Eucalyptus globulus (Romani et al., 2010, 2012) e palha de trigo (Ruiz et al.,

2012).

2.3.4. Pré-tratamento hidrotérmico catalisado com hidroxido de sédio

O processo de pré-tratamento termoquimico é atualmente considerado como o
mais eficaz, sendo principais ferramentas do pré-tratamento termoquimico o pH e a
temperatura (Park et al., 2012). O pré-tratamento alcalino € utilizado com intuito de
eliminar a lignina, principalmente usando o hidréxido de sédio, hidréxido de célcio e
hidréxido de amoénia, devido ao baixo custo, além de geralmente ser necessaria menor
carga enzimatica para converter a celulose em glicose durante a hidrélise (Sendich et
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al., 2008). O uso de hidroxido de sédio como catalisador foi realizada por Park et al.
(2012) utilizando pré-tratamento por explosdo a vapor, resultando na elevada
deslignificacdo e alto rendimento de acuUcares durante a hidrolise enzimatica de E.
grandis.

Embora, o material lignocelulésico pré-tratado por explosdo a vapor possui
reducdo minima de lignina na fracao solida (Park et al., 2012), fato similar ocorre com
o material pré-tratado por autohidrolise (Garrote et al., 2004). Nesse sentido, o uso de
hidréxido de sédio no pré-tratamento hidrotérmico surge como uma alternativa para
reduzir o teor de lignina no material e utilizado por Rawat et al. (2013) em &alamo
(Populus deltoides), Kim e Han (2012) em palha de arroz e Barcelos et al. (2013) em
bagaco de cana-de-acucar.

Durante esse pré-tratamento a hemicelulose é degradada em oligdmeros de
baixa massa molecular, monémeros e &cidos organicos, que formam um licor negro, a
extracdo de hemicelulose consiste em uma alternativa atrativa para a producdo de
etanol (Egués et al.,, 2012; Huang e Ragauskas, 2013). No entanto, é essencial a
aplicacdo de processos de purificacdo da hemicelulose contida no licor (Egués et al.,
2012). Além disso, o licor negro possui elevada concentracdo de lignina (Eglés et al.,
2012) e compostos fenodlicos (Ghatak, 2008). A recuperacdo da lignina presente no
licor pode ser realizada pelo método de precipitacao acida (Ghatak, 2008) e convertida
em gas de sintese (Fang et al., 2009) ou matéria-prima para varias substancias
aromdticas baixa massa molecular (Villar et al., 2001; Lora e Glasser, 2002). Os
compostos fendlicos sao fontes naturais de antioxidantes e podem ser aplicados como

aditivos alimentares (Garrote et al., 2004).

2.3.5. Pré-tratamento por organosolv
O pré-tratamento por organosolv consiste em um pré-tratamento promissor para

a producdo de etanol em escala industrial baseado no contexto de biorrefinaria
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(Brosse et al., 2009; Zhao et al., 2009; Obama et al., 2012; Hideno et al., 2013). Esse
pré-tratamento deslignifica o material lignocelulosico utilizando solvente orgéanico
(frequentemente etanol) e agua, com facil recuperacdo do solvente por destilacao,
sendo um processo quimico amigavel em comparacado aos processos Kraft e de sulfito
de sodio (Ziaie-Shirkolaee et al.,, 2008; Ruiz et al., 2011). O pré-tratamento por
organosolv foi desenvolvido pela General Electric Company em 1970 para fazer
biocombustivel limpo para geradores de turbina e posteriormente desenvolveu-se o
processo de polpacdo Alcell (Ruiz et al.,, 2011). Depois, o0 processo organosolv foi
desenvolvido como parte de uma tecnologia comercial de biorrefinaria lignoceluldsico,
conhecido de processo Lignol (Ruiz et al., 2011).

O pré-tratamento por organosolv comumente utilizado sequencialmente ao pré-
tratamento por autohidrélise, utilizando etanol como solvente organico e geralmente
com adicdo Acida ou alcalina (Romani et al., 2011; Ruiz et al., 2011; Obama et al.,
2012; Ruiz et al., 2012; Xiao et al., 2013). O pré-tratamento também ¢é realizado em
apenas uma etapa, usando etanol catalisado com acido (Brosse et al., 2009; Hu et al.,
2012; Hideno et al., 2013).

Durante o pré-tratamento por organosolv, a estrutura da lignina € quebrada em
fragmentos menores e forma um licor rico em compostos fenélicos como efluente do
processo (Ziaie-Shirkolaee et al., 2008). A lignina é o mais abundante polimero
aromatico heterogéneo presente no material lignoceluldsico, formado por compostos
fendlicos (alcoois precursores trans-coniferyl, trans-sinapyl e transp-coumaryl), a
estrutura depende do método de extragdo e o material utilizado (Ruiz et al., 2011; Hu
et al.,, 2012). A lignina € amorfa, possui ligacdo cruzada e polimeros fendlicos
dimensionais. A lignina de madeira macia consiste principalmente de unidade guaiacil,
enquanto que a lignina de madeira dura consiste das unidades de guaiacil e siringil
(Xiao et al., 2013). O pré-tratamento por organosolv permite obter lignina sem enxofre
(Ruiz et al., 2011), elevado rendimento e alta pureza da lignina (Brosse et al., 2009;
Ruiz et al., 2011). A lignina consiste em um material biodegradavel e ambientalmente
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amigavel devido o seu potencial em substituir os produtos a base de derivados de

fenol (Choi e Faix, 2011).

2.4. Hidrolise enziméatica

A hidrélise enzimética reproduz o processo existente na natureza, em que as
longas cadeias de celulose e hemicelulose sdo quebradas em acucares, a partir do
uso das enzimas (celulases e hemicelulases, produzidas por fungos e bactérias) e a
degradacao da lignina pelas ligninases.

Existem inUmeras enzimas especificas que hidrolisam a celulose, como
exemplo, avicelase, endoglucanase, carboximetilcelulase e celobiase, as enzimas que
atuam sobre a hemicelulose, como as mananases, glicanases, xilanases e
galactanases, e as enzimas oxidativas, como a manganés-peroxidase, lignina-
peroxidase e lacase, definidas como fenoloxidases, que atuam sobre a lignina (Wood
e Garcia-Campayo, 1990; Tuor et al., 1995).

No complexo hemicelulolitico, destacam-se as [-1,4-endoxilanases, que
despolimerizam a xilana pela hidrélise randémica do esqueleto principal e as B-
xilosidases, que quebram pequenos oligossacarideos liberando a xilose. No complexo
celulolitico destacam-se trés enzimas: endoglicanases, que clivam randomicamente o
polimero de celulose, alterando rapidamente o grau de polimerizagdo da celulose, as
celobiohidrolases, que hidrolisam o polimero nos terminais ndo redutores, liberando
celobiose e as celobiases (B-glicosidase) que s@o responsaveis por clivar a celobiose
a glicose, permitindo o uso desse monossacarideo nas vias metabdlicas dos micro-

organismos (Lee, 1997; Buckeridge, 2008).

2.5. Processo fermentativo
2.5.1. Micro-organismos
Ap0s o pré-tratamento, muitos compostos inibidores poderao estar presentes no

hidrolisado e nos materiais pré-tratados, isso dependera do pré-tratamento e material
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utilizado, podendo causar efeitos negativos sobre o desempenho fermentativo
(Almeida et al., 2007). Alguns estudos realizados demonstraram o importante papel de
alguns micro-organismos na producao de etanol celulésico, coprodutos e subprodutos,
por exemplo, a fermentacdo do hidrolisado contendo hexoses e pentoses pela P.
stipitis (Parekh et al., 1986; Delgenes et al., 1996; Marques et al., 2008; Rudolf et al.,
2008; Gupta et al., 2009; Fu et al., 2009; Silva et al., 2010; Bellido et al., 2011; Cho et
al., 2011; Dubey et al., 2012; Scordia et al., 2012; Bellido et al., 2013; Liang et al.,
2013; Singh et al.,, 2014a; Singh et al., 2014b) e a fermentacdo do hidrolisado
contendo hexoses pela S. cerevisiae (Delgenes et al., 1996; Rudolf et al., 2008; Gupta
et al., 2009; Santos et al., 2010; Jutakanoke et al., 2012; Santos et al., 2012; Das et
al., 2013; Goncalves et al., 2013c; Lu et al., 2013; Singh et al., 2014a) e Z. mobilis
(Delgenes et al., 1996; Mohaghegi et al., 2004; Ruanglek et al., 2006; Fu et al., 2009;
Zhang e Feng, 2010; Wirawan et al., 2012; Das et al., 2013; Singh e Bishnoi, 2013;
Wang et al.,, 2013; Singh et al., 2014b). Além disso, esses micro-organismos Sao
importantes produtores de etanol em escala industrial. Portanto, esses micro-

organismos foram selecionados e utilizados neste trabalho.

2.5.2. Estratégias fermentativas

Ap6s a etapa de pré-tratamento, as etapas de hidrolise enzimética e
fermentagéo alcoodlica podem ser realizadas em etapas separadas ou simultaneas. Na
estratégia de hidrélise e fermentacdo separada (SHF), a hidrélise enzimatica e a
fermentagdo sdo executadas em etapas diferentes. Nesse processo, cada etapa pode
ser realizada em condi¢des 6timas de pH e temperatura. No entanto, a glicose e a
celobiose poderiam se acumular durante a hidrélise e consequentemente, inibiriam a
acao enzimatica (Xiao et al., 2004). Na estratégia de fermentacdo e sacarificacdo
simultanea (SSF), a hidrolise enzimatica e a fermentagdo seriam executadas na
mesma etapa, assim, os acglcares fermentesciveis liberados pela agdo enzimética sdo
convertidos em etanol pelo micro-organismo e a assimilagdo continua desses
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acucares fermentesciveis minimizam a inibicdo enzimatica (de Souza et al., 2012),
dessa forma, possibilitam maiores conversdes de celulose e hemicelulose em
acucares fermentesciveis.

Por conseguinte, o processo SSF possibilita menor custo devido a reducédo da
carga enziméatica utilizada durante a hidrélise do material (Shen e Agblevor, 2010). A
SSF geralmente possui maior producao e produtividade volumétrica de etanol, quando
comparado a SHF (Shen e Agblevor, 2010). Além disso, na SSF, a presenca de etanol
no hidrolisado evita a contaminacdo microbiana. Embora, a SHF apresente maior
velocidade de hidrolise (Shen e Agblevor, 2010; de Souza et al., 2012). Sendo
desvantagem da SSF o uso da temperatura e pH 6timos apenas para a fermentagéo
(de Souza et al., 2012). A estratégia de fermentacao e sacarificacdo semi-simultanea
(SSSF) permite amenizar esses inconvenientes (Mesa et al., 2011), por mesclar as
vantagens proporcionadas pela SSF e SHF, a qual inclui uma fase de pré-
sacarificacdo e a etapa de SSF (Ohgren et al., 2007; Shen e Agblevor, 2010). Dessa
forma, espera-se que a SSSF tenha maior produgéo, produtividade e rendimento de
etanol, quando comparado a SSF e SHF, se o tempo de pré-sacarificacdo for
apropriado (Ohgren et al., 2007; Shen e Agblevor, 2010), pois existe um tempo ideal
para iniciar o processo fermentativo, considerando o ponto de equilibrio entre os
fatores inibitérios e as taxas de conversdes dos acucares fermentesciveis (Shen e

Agblevor, 2010; Mesa et al., 2011).

2.6. Compostos inibitorios
2.6.1. Compostos inibitérios oriundos dos materiais lignocelulésicos

A etapa de pré-tratamento gera e libera inlmeros compostos inibitérios para a
etapa de hidrélise enzimética e fermentagéo alcodlica, os quais variam de acordo com
0 pré-tratamento e material utilizado (Figura 2.5). Segundo Luo et al. (2002), mais de
100 compostos foram detectados como potenciais inibidores presente nos hidrolisados
lignocelulésicos. Alguns desses compostos inibitérios possuem efeitos sinérgicos
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negativos (Almeida et al., 2007). Sendo compostos inibitérios aos micro-organismos
industriais (Palmqvist et al., 1999; Taherzadeh et al., 2000; Liu et al.,, 2004) e
proporcionam impacto negativo no desempenho fermentativo (crescimento celular,
formacdo de ATP, consumo de agucares e producdo de etanol) (Delgenes et al.,1996;
Taherzadeh et al., 1999; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Taherzadeh et al., 2000;
Liu et al., 2004; Almeida et al., 2009; Huang et al., 2011; Lee et al., 2011b). Segundo
Liu et al. (2004), os efeitos de diferentes inibidores variam amplamente entre os micro-
organismos e normalmente, os acidos organicos sdo mais toéxicos nas bactérias que
em leveduras. Porém, os acidos organicos apresentam acentuado efeito inibitério em
levedura (Huang et al.,, 2011). Essa sinergia negativa sugere que 0S compostos
inibitérios podem agir por mecanismos diferentes ou como cada micro-organismo se

adapta a presenca do inibidor (Liu et al., 2004).
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Fonte: modificado de Almeida et al. (2007).
Figura 2.5. Composicéo e degradacao do material lignocelulosico

Durante a degradacdo do material lignocelulésico promovido pelo pré-
tratamento, a lignina, celulose e hemicelulose poderdo resultar na liberacdo de

monbémeros de acucar, derivados furénicos, acidos fracos e compostos fendlicos
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(Palmgvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Almeida et al., 2007). Os derivados furanicos sao o
HMF, produto da desidratacdo da hexose e o furfural, produto da desidratacdo da
pentose. A degradacdo do HMF libera o &cido levulinico e acido férmico. O acido
férmico também pode ser liberado pela degradacgéo do furfural (Figura 2.5). A hidrélise
de grupos acetil ligados aos aclcares gera o acido acético. Os compostos fendlicos e
aldeidos sdo formados da degradacéo da lignina e carboidratos. O acido acético, acido
formico e acido levulinico sdo os acidos fracos mais comuns nos hidrolisados
lignocelulésicos (Palmqgvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Almeida et al., 2007). Diante
disso, foi avaliado neste trabalho a presenca simultanea de HMF, furfural, &cido
acético, acido levulinico e acido formico nos meios de cultivos da S. cerevisiae, Z.

mobilis e P. stipitis.

2.6.2. Uso de 4gua marinha em processo de producéo de etanol

Além da necessidade de utilizar os residuos organicos fotossintéticos, a oferta
de &gua doce torna-se uma barreira ambiental ao aumento da producgdo de energia.
Segundo o WWAP (2012), Otto et al. (2011) e Gheewala et al. (2011), a mudanca
climéatica e o aumento na demanda mundial por agua doce propicia elevada pressao
sobre a disponibilidade de 4gua e promove aumento substancial do estresse hidrico.
Atualmente, existe 1 bilhdo de pessoas sem acesso a agua potavel, cerca de 120
milhdes de pessoas no continente europeu, dessa forma, a sociedade se torna mais
vulneravel a fome, sede, doencas e morte, crises econfmicas e ecossistemas
degradados (WWAP, 2012). Essa escassez de agua associado a desertificacdo e
degradagcdo do solo intensifica a insegurangca alimentar entre as comunidades
afetadas (WWAP, 2012). A agua subterranea é crucial para a subsisténcia e a
seguranca alimentar de 1,2 a 1,5 bilhdo de familias rurais nas regiées mais pobres da
Africa e Asia (WWAP, 2012) e a falta de agua potavel gera crise de preocupaGao

global, além de motivar conflitos de diferentes intensidades (Otto et al., 2011; WWAP,
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2012). A Regido Arabe apresenta conflitos ciclicos relacionados a oferta de agua, pois
66,0% da agua de superficie se originam em paises circunvizinhos, caracterizando
assim, um dos motivos geradores dos conflitos com os paises a montante, além dos
possiveis conflitos internos por 4gua entre os distritos administrativos, comunidades e
tribos (WWAP, 2012).

Além disso, mais de 1 bilhdo de pessoas ndo possui acesso a eletricidade ou a
outra fonte limpa de energia, se medidas eficientes ndo forem tomadas, a situacao
global tende a agravar, pois a populacdo urbana mundial chegara a 6,3 bilhdes de
pessoas em 2050 (WWAP, 2012), criando uma onda de consumo de energia,
particularmente em paises nao-Europeu (WWAP, 2012).

As preocupacdes sobre a seguranca alimentar, energética e mudancas
climaticas estimulam a evolucao da oferta de energia renovavel. A energia a partir de
biomassa lignoceluldsica oferece fonte energética limpa, energia segura, reducdo da
emissdo de gases do efeito estufa e substituicdo da gasolina (Borrion et al., 2012;
Hussin et al., 2013). Sendo a producdo de etanol por fermentacdo de acglcares a
principal tecnologia para a geracdo de combustiveis liquidos a partir dos recursos
renovaveis (Fierro, 2012). O etanol celulésico apresenta alguns aspectos positivos,
como: econdmico, energético, desempenho ambiental e oferta de energia limpa, mas
pode aumentar 0s impactos negativos sobre o uso de agua, aquecimento global,
toxicidade e ecotoxicidade aquatica (Liang et al., 2013; Ramchandran et al., 2013).
Todavia, a producdo de biomassas fotossintéticas utilizadas como matérias-primas
para producdo de biocombustiveis liquidos é vulneravel aos efeitos das mudancas
climéticas, como a temperatura, precipitacao e niveis de CO, (Schaeffer et al., 2012).

A producdo de biocombustiveis representa uma demanda adicional sobre os
recursos hidricos e compete com a producdo de alimentos por dgua e terra araveis
(Koh e Ghazoul, 2008; Dale, 2011; Schornagel et al., 2012; WWAP, 2012; Xing et al.,
2012; Ramchandran et al., 2013). Segundo Gerbens-Leenes et al. (2012), a estimativa
de uso de &gua doce para a producdo de biocombustiveis crescera em 5,5% sobre a
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disponibilidade de agua até 2030, promovendo assim, uma pressado extra sobre esse
recurso natural. E o consumo de agua varia de acordo com o tipo de biomassa
cultivada, da necessidade de irrigacdo e das praticas de irrigacdo regionais (Koh e
Ghazoul, 2008; Borrion et al., 2012), podendo variar até 60,0% entre as diferentes
matérias-primas (Fingerman et al., 2010). A producdo de biocombustiveis pode afetar
além da quantidade de agua, a qualidade da agua (Dale, 2011; Diaz-Chavez et al.,
2011), considerando-se a soma da agua usada para o cultivo da matéria-prima e a
agua utilizada durante o processo produtivo (Dale, 2011). Entretanto, algumas
localidades possuem limitacdo na oferta de agua, sendo que o cultivo da biomassa
energética para a producédo de biocombustiveis exercera maior pressédo sobre a Bacia
Hidrogréfica e Aquifero (Dale, 2011).

De acordo com Babel et al. (2011), a producdo de etanol proporciona impacto
negativo sobre a qualidade da agua da bacia Khlong Phlo Watershed na Tailandia. A
agua de Bacia do Rio lowa também sofre impactos negativos sobre a sua quantidade
e qualidade a partir da destinacdo para a produgédo de etanol da palha de milho e
Panicum virgatum, sendo menor a interferéncia na quantidade e qualidade da agua
guando a palha de milho é utilizada, em comparacao a Panicum virgatum (Wu e Liu,
2012). A producao de etanol de primeira geragdo necessita de maior quantidade de
agua, quando comparado a producdo de etanol celulésico (Wu et al., 2009;
Schornagel et al., 2012). Cerca de 70,0% do milho cultivado para a produgéo de etanol
nos Estados Unidos consome entre 10 a 17 litros de agua por litro de etanol produzido
(Wu et al., 2009) e a produgéo de etanol a partir de Panicum virgatum consome entre
1,9 a 9,8 litros de agua por litro de etanol produzido (Wu et al., 2009). Existe também a
necessidade de verificar a qualidade da agua residual oriunda dos pré-tratamentos
realizados nos materiais lignoceluldsicos (Galbe e Zacchi, 2012) e durante o processo
produtivo (Qiu et al., 2012; Ramchandran et al., 2013).

Nesse contexto, surge como alternativa para minimizar o uso de agua potavel, a
possibilidade de utilizar dgua marinha no processo produtivo de etanol, o que
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amenizara o impacto do uso de agua doce, permitindo acompanhar a demanda
crescente de bioenergia e proporcionar oportunidade para uma gestdo sustentavel da
agua (Gheewala et al., 2011), além da possibilidade de utilizar a emergente producao
de biocombustiveis como modelo para manter a qualidade da agua (Dale, 2011). Essa
possibilidade viabilizara a producéo de etanol em algumas regides com baixa oferta de
agua doce e circundada por agua marinha. No Brasil, a Regido Nordeste se enquadra
nessa situacao e a possibilidade de uso da 4gua marinha sera de grande valia. Alguns
estudos caminham nesse sentido, como o uso da agua marinha durante o processo de
pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos (vom Stein et al., 2010) e na etapa de
hidrolise enzimatica (Grande et al., 2012). Utilizacdo de leveduras marinhas
(Senthilraja et al., 2011) e Kluyveromyces marxianus em processos fermentativos em
meio de cultivo com 4gua marinha (Yuan et al., 2008), selecéo de leveduras marinhas
com capacidade halogénica e fermentativa visando a utilizacdo de biomassa
fotossintética de origem marinha (Ueno et al., 2001) e residuos de algas (Ellis et al.,
2012), geralmente ricas em sais, na producéo de etanol holocelulésico. Portanto, a
fermentacdo em meio hipersalino reduzira a necessidade de agua doce durante a

producao de etanol (Doan et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria-prima

Os materiais lignoceluldsicos utilizados foram a fibra de coco maduro, casca de
coco maduro, casca de coco verde e cacto (Opuntia ficus-indica) provenientes das
agroindustrias e localidades urbanas da Regido Nordeste do Brasil, apresentados na
Figura 3.1. As matérias-primas foram lavadas cinco vezes com agua destilada a 70 °C
para a remocdo de compostos residuais presentes nos materiais. ApOs esse
procedimento, os materiais foram secos a 40 °C em estufa com circulagdo de ar

durante 24 h, moidos e selecionados na granulometria de 48 mesh (menor ou igual a

0,3 mm).

Figura 3.1. Materiais lignocelulésicos: (A) Cacto; (B) Casca de coco verde; (C) Fibra de
coco maduro; (D) Casca de coco maduro

Neste trabalho, todos os experimentos e analises das amostras foram realizados
em duplicata. Além disso, as fragBes sdlida e liquida (licor) resultantes da etapa de

pré-tratamentos foram separadas por filtracéo a vacuo e caracterizadas.

3.2. Processo de pré-tratamento

3.2.1. Pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino (PHA) e pré-tratamento com
hidréxido de sédio (PHS)

O pré-tratamento PHA foi realizado em cacto, casca de coco verde, fibra de coco
maduro e casca de coco maduro. Foram misturados 4,0 g de material lignocelulésico

(4,0% m/v de material) com 31,75 mL de peréxido de hidrogénio (concentracdo de
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7,35% viv de perdxido de hidrogénio) em um frasco a 25 °C e agitado a 150 rpm
durante 1 h. A solucdo de peréxido de hidrogénio foi ajustada a pH 11,5, com adicdo
de hidréxido de sédio (Rabelo et al., 2011).

Os materiais pré-tratados por PHA foram submetidos ao pré-tratamento PHS, a
partir da transferéncia do material para um frasco, com solu¢do de 4,0% m/v de
hidréoxido de sédio. A mistura foi mantida a 100 °C sobre agitacdo de 100 rpm durante

1 h (Santos e Gouveia, 2009).

3.2.2. Pré-tratamento por autohidrélise (PA)

O pré-tratamento PA foi realizado nos materiais lignoceluldsicos utilizando
planejamento experimental, a partir da obtengdo de uma suspensdo contendo agua e
o material na propor¢cdo de 10:1 de liquido/sélido, de acordo com as condi¢des
operacionais do pré-tratamento e fatores de severidade apresentadas nas Tabelas 3.1
e 3.2, respectivamente. Esses experimentos foram realizados em 50,0 mL de volume
total, em reatores cilindricos de acgo inoxidavel. O reator foi fechado e colocado
verticalmente em um banho de 6leo Julabo (Julabo, Alemanha), com controle de
temperatura PID, apresentado na Figura 3.2, previamente aquecido a temperatura de
reacdo desejada. No final do tempo de reacdo desejado, o reator foi removido do
banho de 6leo e arrefecido por imersdo em banho de gelo durante 5 min.

O fator de severidade foi interpretado de acordo com Overend e Chornet (1987),
que se baseia nos efeitos proporcionados pelo tempo e temperatura sobre o pré-

tratamento, representado pela Equacéo 3.1.

L

’ I'—100 (Equacdo 3.1)
Ry = (—) dt
0 J “P\14.75

0

Sendo: R, = fator de severidade;
dt = tempo de pré-tratamento (min);
T = temperatura de pré-tratamento (°C);
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100 = temperatura de referéncia (°C);
14,75 = pardmetro empirico relacionado a energia de ativacéo.

Tabela 3.1. Condi¢des operacionais do pré-tratamento PA

CondicGes operacionais

Experimento  valor real? Variavel codificada
T(CC) t(min) X; X,
1 160 10 -1 -1
2 160 50 -1 1
3 160 30 -1 0
4 200 10 1 -1
5 200 50 1 1
6 200 30 1 0
7 180 10 0 -1
8 180 50 0 1
9 180 30 0 0
10 180 30 0 0
% X1: Temperatura, Xz: Tempo
Tabela 3.2. Fator de severidade do pré-tratamento PA
Fator de severidade (Ry)

T °C/t min 10 50

160 2,76 3,24 3,46

180 3,35 3,83 4,05

200 3,94 4,42 4,64

< sy Biorreator  Biorreator 6,45 cm
® N\ \ L
OO l l_ Tampa com vedagio
] | Motor - :
| Termo- wan
metro | agitador = Ly 5 — 4,93 cm de diametro externo
//’ o _‘L — 4,02 cm de diametro interno
Bao

Fonte: modificado de Ruiz et al. (2013).
Figura 3.2. Sistema de reator em batelada

45



A fim de relacionar a variavel dependente (celulose, %) e as variaveis
independentes: temperatura (X;, °C) e tempo (X, min) nos materiais pré-tratados por
PA, de acordo com o numero minimo possivel de experimentos, foi realizado o
delineamento experimental composto central 2° (CCD) para 2 fatores que permitiram a
obtencdo de polinbmios de segunda ordem nas variaveis independentes e a
identificacdo de significancia estatistica nas variaveis.

O modelo matemético (Equacdo 3.2) correspondente ao planejamento

experimental foi dado na forma:

Yi=Bo + BuXy+ BoXo+ BruXi+ BoX5 + P12 X1 Xz (Equacéo 3.2)

Sendo: Y; = funcao resposta;
X1, X, = valores das variaveis independentes;
Bo = coeficiente relativo a intercepcéo do plano com o eixo de resposta;
B1, B2 = coeficientes lineares estimados pelo método dos minimos quadrados;
B11, B2> = coeficiente das variaveis quadraticas;
B1. = coeficiente de interacdo entre as variaveis independentes.

A qualidade do ajuste da Equacdo polinomial foi avaliada pelo coeficiente de
determinacdo R? e a significancia estatistica foi avaliada pelo teste F de Fisher para
andlise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95,0%. O efeito de cada
variavel independente e também de seus efeitos de interacdo foram determinados. O
programa Statistica 7.0 (Statsoft, EUA) foi usado para avaliar os resultados de ANOVA
e dos gréficos de Pareto das interacdes e efeitos. Esses procedimentos também foram

realizados nos planejamentos experimentais dos materiais pré-tratados por PHCHS e

POEA.

3.2.3. Pré-tratamento hidrotérmico catalisado com hidroxido de sédio (PHCHS)
O pré-tratamento PHCHS foi realizado na fibra de coco maduro utilizando
planejamento experimental, a partir da mistura da solucéo alcalina (1,0; 2,5 ou 4,0%

m/v de hidréxido de sodio) e a fibra de coco maduro, em proporcao de 10:1 de
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liguido/solido. A temperatura, tempo e concentracdo de hidroxido de sodio utilizados
no pré-tratamento PHCHS estdo apresentados na Tabela 3.3. Esses experimentos
foram realizados em 50,0 mL de volume total em reatores cilindricos de aco inoxidavel.
O reator foi fechado e colocado verticalmente em um banho de 6leo Julabo (Julabo,
Alemanha), com controle de temperatura PID (conforme Figura 3.2), previamente
aguecido a temperatura de reacdo desejada. No final do tempo de reacéo desejado, o
reator foi removido do banho de 6leo e arrefecido por imersdo em banho de gelo

durante 5 min.

Tabela 3.3. Condigbes operacionais do pré-tratamento PHCHS usando a fibra de coco
maduro

Condi¢des operacionais

) Valor real Variavel codificada
Experimento (°C) (min) (%) | T(C) t(min) NaOH (%)
Temperatura Tempo NaOH Xy X X3
1 160 10 1,0 -1 -1 -1
2 160 10 4,0 -1 -1 1
3 160 50 4,0 -1 1 1
4 160 50 1,0 -1 1 -1
5 200 10 1,0 1 -1 -1
6 200 10 4,0 1 -1 1
7 200 50 4,0 1 1 1
8 200 50 1,0 1 1 -1
9 180 30 2,5 0 0 0
10 180 30 2,5 0 0 0
11 160 30 2,5 -1 0 0
12 200 30 2,5 1 0 0
13 180 10 2,5 0 -1 0
14 180 50 2,5 0 1 0
15 180 30 1,0 0 0 -1
16 180 30 4,0 0 0 1

A fim de relacionar a variavel dependente (celulose, %) e as variaveis
independentes: temperatura (X;, °C), tempo (X,, min) e concentracdo de hidroxido de
sédio (X3, %) sobre a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS, de acordo com o

namero minimo possivel de experimentos, foi realizado o delineamento experimental
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composto central 2% (CCD) para 3 fatores que permitiram a obtencdo de polindmios de
segunda ordem nas varidveis independentes e a identificagdo de significAncia
estatistica nas variaveis.
O modelo matemético (Equacdo 3.3) correspondente ao planejamento

experimental foi dado na forma:
Yi= Bo + BuX1+ BoXot+ BaXs+ BruXi+ BoX3 + BasX3 (Equacao 3.3)
+ B12 Xq Xz + Bra Xy X3+ B2z Xz X3
Sendo: Y, = fungdo resposta;

X1, X5, X3 = valores das variaveis independentes;

Bo = coeficiente relativo a intercepcéo do plano com o eixo de resposta;

B, B2, Bs = coeficientes lineares estimados pelo método dos minimos

guadrados;

Bi1, B22, Bss = coeficiente das varidveis quadréticas;
B12, B13, B2z = coeficiente de interagdo entre as variaveis independentes.

3.2.4. Pré-tratamento por organosolv usando etanol alcalino (POEA)

O pré-tratamento POEA foi realizado nos materiais lignoceluldsicos utilizando
planejamento experimental, a partir da mistura da solucdo alcalina (0,5% m/v de
hidréxido de sédio) com concentracao de etanol (40,0, 60,0 ou 80,0% v/v) e material, a
fim de se obter uma propor¢cdo de 10:1 de liquido/sélido. A temperatura, tempo e
concentracdo de etanol utilizados no pré-tratamento POEA estdo apresentados na
Tabela 3.4. Esses experimentos foram realizados em 50,0 mL de volume total, em
reatores cilindricos de acgo inoxidavel. O reator foi fechado e colocado verticalmente
em um banho de 6leo Julabo (Julabo, Alemanha), com controle de temperatura PID
(conforme Figura 3.2), previamente aquecido a temperatura de reacdo desejada. No
final do tempo de reacdo desejado, o reator foi removido do banho de éleo e arrefecido

por imersdo em banho de gelo durante 5 min.
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Tabela 3.4. Condi¢des operacionais do pré-tratamento POEA

Condic6es operacionais

. Valor real Variavel codificada
Experimento =5 %) (min) | T(C) Etanol (%) t(min)

Temperatura Etanol Tempo X, X, X3
1 160 400 10 1 -1 -1
2 160 400 60 -1 -1 1
3 160 800 60 -1 1 1
4 160 800 10 -1 1 -1
5 200 400 10 1 -1 -1
6 200 400 60 1 -1 1
7 200 800 60 1 1 1
8 200 800 10 1 1 -1
9 180 600 35 0 0 0
10 180 600 35 0 0 0
11 160 600 35 -1 0 0
12 200 600 35 1 0 0
13 180 400 35 0 -1 0
14 180 800 35 0 1 0
15 180 600 10 0 0 -1
16 180 600 60 0 0 1

A fim de relacionar a variavel dependente (deslignificacdo, %) e as variaveis
independentes: temperatura (X1, °C), concentracdo de etanol (X;, %) e tempo (X3, min)
em materiais pré-tratados por POEA, de acordo com o nimero minimo possivel de
experimentos, foi realizado o delineamento experimental composto central 2° (CCD)
para 3 fatores que permitiram a obtencdo de polinbmios de segunda ordem nas
variaveis independentes e a identificacdo da significancia estatistica nas variaveis.

O modelo matemético (Equacdo 3.4) correspondente ao planejamento
experimental foi dado na forma:

Yi= Bo + BiX1 + BoXot BsXst+ BuuXit B2oX5 + BasX3 (Equacéo 3.4)
+ B2 X1 Xo+ B1z X1 Xz + Baz Xz X3
Sendo: Y; = funcao resposta;
X1, X2, X3 = valores das variaveis independentes;
Bo = coeficiente relativo a intercepcdo do plano com o eixo de resposta;
B, B2, Bs = coeficientes lineares estimados pelo método dos minimos
gquadrados;

Bi1, B22, Bas = coeficiente das variaveis quadraticas;
B12, B13, B2s = coeficiente de interacdo entre as variaveis independentes.
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3.3. Caracterizagdo dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados

3.3.1. Composicao quimica dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados

As composicdes dos materiais foram realizadas de acordo com Gouveia et al.
(2009), complementada pelos protocolos do Laboratério Nacional de Energia
Renovavel (NREL, Estados Unidos) (Sluiter et al., 2008) e métodos padrbes da
Associacdo Técnica da Industria de Papel e Celulose (TAPPI). Os materiais tiveram a
composi¢do quimica realizado da seguinte maneira: o material (0,5 g) foi submetido a
hidrélise acida com 5,0 mL de acido sulftrico a 72,0% m/m a 30 °C durante 1 h. Em
seguida, esse hidrolisado foi ajustado a concentragdo de acido sulfurico de 4,0% m/m
(adicdo de &gua de até 148,67 g) a 121 °C durante 1 h. Antes da andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o residuo sélido do processo de pos-
hidrélise foi recuperado por filtracdo e considerado como lignina Klason (Browning,
1967). Os monossacarideos, acido acético, HMF e furfural contidos no hidrolisado
foram determinados por CLAE (conforme secdo 3.8) para estimar o conteudo das

amostras de celulose, xilana, arabinano e grupos acetil.

3.3.2. Determinagéo de cinzas e umidade

O teor de cinza residual foi estimado a partir de 2,0 g de amostra mantida a 550
°C durante 5 h e pesado para aferir o teor de cinza residual (Sluiter et al., 2005). A
umidade foi estimada a partir de 2,0 g da amostra mantida a 105 °C durante 24 h e

aferida para calcular o teor residual (Sluiter et al., 2008).

3.3.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR dos materiais in natura e pré-tratados foram medidos em
um espectrébmetro FTIR (Spectrun 65 FTIR, Perkin Elmer, EUA). As condi¢cGes de

anélise foram em resolucéo de 4 cm™ e na regido de 400-4000 cm™.
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Os dados obtidos na analise de FTIR foram utilizados para avaliar a estrutura
dos materiais in natura e pré-tratados, a partir de duas equacgfes relacionadas a
estrutura celulésica. A Equacéo 3.5 consiste ha razéo entre as areas dos picos 1426 e
896 cm™, referindo-se ao indice de cristalinidade (O'Connor et al., 1958) ou indice de
ordem lateral (LOI) (Hurtubise e Krassig, 1960). A Equacao 3.6 consiste na razao entre
as areas dos picos 1373 e 2917 cm™, referindo-se ao indice de cristalinidade total

(TCI) (Nelson e O'Connor, 1964a).

area do comprimento de onda de 1426 cm—1

LOI =

(Equacéo 3.5)

area do comprimento de onda de 896 cm—1

area do comprimento de onda de 1373cm—1

TCI =

(Equacéo 3.6)

area do comprimento de onda de 2917cm—1

3.3.4. Andlise de difracéo de raios-X e cristalinidade

Analise de difracdo de raios-X foi realizada nos materiais in natura e pré-tratados
utilizando difratbmetro de raios-X (Bruker D8 Discover, EUA), com radiagdo Ka de
cobre, voltagem de 40 kV, corrente elétrica de 40 mA e velocidade de 2,0 graus por
minuto utilizando varredura continua de angulo 20 de 4,0 a 70,0.

O indice de cristalinidade (IC) foi determinado de acordo com a Equagéo 3.7

(Segal et al., 1959).

IC = loz7lam 4 (Equacdo 3.7)

loo2

Sendo: lpe; = intensidade maxima (26, 22,6°), correspondendo ao angulo de maior
cristalinidade da celulose;
lam = intensidade de difracdo amorfa (26, 18,7°), correspondendo ao angulo
de menor cristalinidade da celulose.

3.3.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A superficie dos materiais in natura e pré-tratados foram visualizadas usando

MEV (Nova NanoSEM 200, Holanda). As amostras foram inicialmente revestidas por
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uma camada de ouro pelo processo de pulverizagdo catddica na voltagem de 15 kV e

posteriormente visualizada por MEV.

3.4. Caracterizacéo dos licores

3.4.1. Caracterizagao dos licores dos materiais lignocelulosicos pré-tratados por PA

Os licores foram analisados utilizando CLAE (conforme sec¢&o 3.8). Além disso,
os licores foram submetidos a etapa de pds-hidrélise (4,0% v/v de &cido sulfurico a
121 °C durante 1 h) e analisados por CLAE (Garrote et al., 2002).

As Equacgbes 3.8 a 3.17 foram usadas para calcular: (a) porcentagem de xilana
convertida em xilooligossacarideos (XOS¢), xilose (Xilc) e furfural (Fc); (b)
porcentagem de arabinano convertido em arabinooligossacarideos (AOSc) e arabinose
(Arac); (c) porcentagem de grupos acetil convertido em grupos acetil ligados aos
oligossacarideos (AcOc) e acido acético (AclLc); (d) porcentagem de celulose

convertida em glicooligossacarideos (GOc), glicose (Glic) e HMF (HMF¢).

132 XO0S wp

X0S, = 150 " Xilps Wi .10 (Equacéo 3.8)
Xil, = % X)l(lisVI//:Ls .10 (Equagéo 3.9)
A0S, = =2 %% .10 (Equacéo 3.10)
Ara, = =2 Ara, WL 10 (Equagéio 3.11)

" 150 Arags ) Wrs

_ g F Wy, ~
F. = %6 "Xilos' Wpe .10 (Equacgéo 3.12)

_ 43 A0S W

Al = o =iy - 10 (Equacao 3.13)
_8 Al Wy ]

Acle = 60 "Aclps Wgs -10 (Equagéo 3.14)

GO: = 1o iy - 10 (Equagdo 3.15)

" 180 Glips ) Wrs

. 162 Gli  wy )
Gli, = T80 " Glips W .10 (Equacao 3.16)
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162 HMF W
HME, = == — . —*
126 Glips Wgs

.10 (Equagéo 3.17)

Sendo: XOS¢ = xilooligossacarideos;

Xile = xilose;

Fc = furfural;

AOS. = arabinooligossacarideos;

Arac = arabinose;

AcOc¢ = grupos acetil ligados aos oligossacarideos;

A.Lc = &cido acético;

GOc¢ = glicooligossacarideos;

Glic= glicose;

HMF¢ = hidroximetilfurfural;

W_ = peso inicial do licor;

Wes = peso final do licor submetido a etapa de pés-hidrélise;

¢ = convertido;

L = inicial;

rs = final.

Os termos seguintes correspondem ao fator estequiométrico para a conversao
de xilana em xilose ou arabinano em arabinose (132/150), xilose em furfural (132/96),
0s grupos acetil em acido acético (43/60), celulose em glicose (162/180) e celulose em

HMF (162/126) (Garrote et al., 2001; Garrote et al., 2002; Carvalheiro et al., 2005).

3.4.2. Caracterizacdo dos licores dos materiais lignocelulésicos pré-tratados por
PHCHS e POEA

As concentracdes de agucares monomeéricos, HMF, furfural e &acido acético
presentes nos licores dos materiais pré-tratados por PHCHS e POEA foram analisados

utilizando CLAE (conforme secéo 3.8).

3.4.3. Compostos fendlicos totais presentes nos licores dos materiais lignocelulésicos
pré-tratados por PHCHS e POEA

Os compostos fendlicos totais presentes nos licores foram determinados pelo
método espectrofotométrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,

1999). Foram adicionados 100,0 uL de licor, 2,0 mL de solucéo de carbonato de sédio,
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500,0 pL de reagente de Folin-Ciocalteu e 7,5 mL de 4gua destilada. Os tubos foram
colocados em um banho com agua a 50 °C durante 5 min. Apés o arrefecimento dos
tubos a temperatura ambiente, foram agitados em vértex e efetuaram-se as leituras da
absorbancia das amostras em comprimento de onda de 700 nm. O acido gélico foi
usado como padrao, construindo-se uma curva com sete pontos (0 a 2000 mg/L). As

concentracdes de compostos fendlicos totais foram determinadas em triplicata.

3.4.4. Precipitacdo acida da lignina insoluvel presente nos licores dos materiais
lignocelulésicos pré-tratados por PHCHS e POEA

A precipitacdo acida foi utilizada para recuperar a lignina insollvel presente nos
licores. Para esse efeito, os licores foram acidificados até pH 2,0, com &cido sulfdrico a
72,0% m/m e armazenados durante 48 h para decantar. Posteriormente foi realizada a
lavagem com &gua da fracéo precipitada, seguida da secagem em estufa a vacuo a 50
°C até peso constante (modificado de Eglés et al., 2012).

A lignina tedrica solubilizada (LTS) foi calculada pela Equacao 3.18:

LTS = ((MLSx0,1) x (LMLx 0,1)) + (((MLIx 0,1) x (LML — LMLP) x 0,1) (Equaco 3.18)

Sendo: MLS = % de material solubilizado;
LML = % de lignina contida no material in natura;
MLI = % de material insolubilizado;
LMLP = % de lignina no material pré-tratado;
0,1 = fator de converséo de % para g.

3.4.4.1. Caracterizacdo da lignina presente no licor dos materiais lignocelulésicos pré-

tratados por PHCHS e POEA

3.4.4.1.1. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR da lignina presente nos licores dos materiais pré-tratados

foram medidos em espectrdmetro FTIR (Spectrun 65 FTIR, Perkin Elmer, EUA). As
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condicdes de andlise foram realizadas em resolucdo de 4,0 cm™, na regido de 500-

4000 cm™. Foi utilizada como padréo a lignina comercial (Sigma).

3.4.4.1.2. Analise termogravimétrica (TGA) da lignina

A estabilidade térmica das amostras foi analisada por TGA utilizando o
equipamento Shimadzu TGA-50 (Shimadzu Corporation, Japdo), com o software
TASYS thermal. As amostras foram pesadas (entre 10,0 a 15,0 mg) em recipientes de
aluminio. Os experimentos foram realizados sobre a atmosfera de N,, com taxa de
aguecimento de 10 °C por minuto, ao longo de intervalo de temperatura entre 20 a 600

°C. Foi utilizada como padréo a lignina comercial (Sigma).

3.5. Enzimas
As solugbes de enzimas, celulases e [-glicosidase (Cellic CTec 2), e
endoxilanase (Cellic HTec 2) foram gentilmente fornecidas pela Novozymes

(Bagsvaerd, Dinamarca).

3.5.1. Celulases

A atividade total de celulase da Cellic CTec 2 foi analisada em conformidade
com a metodologia padrdo estabelecida por Mandels et al. (1976). Em um tubo de
ensaio foi adicionados 0,3 mL de enzima comercial diluida, 1,2 mL de tampao citrato
de sédio 0,5 mM a pH 4,8 e 50,0 mg de papel de filtro Whatman N° 1 como substrato.
O meio foi incubado em um banho de agua a 50 °C durante 1 h e a quantidade de
glicose liberada foi medida utilizando o método de DNS descrito por Ghose (1987).
Uma unidade de atividade enzimética (FPU) foi definida como sendo a quantidade
necessaria de enzima capaz de liberar 1,0 umol do respectivo produto por minuto de

reacao.
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3.5.2. B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase da Cellic CTec 2 foi medida através da incubacdo
de 0,1 mL de enzima com 15,0 mM de celobiose em tampé&o citrato de sddio 50,0 mM
(pH 4,8) a 50 °C durante 30 min. A reacdo foi interrompida pela imerséo dos tubos de
ensaios em agua fervente durante 5 min. Em seguida, a concentracdo de glicose foi
determinada utilizando o método GOD-POD a 25 °C durante 10 min e a quantidade de
glicose liberada foi medida por espectrofotbmetro a 500 nm (Ghose, 1987). Uma
unidade de atividade enzimatica (CBU) foi definida como sendo a quantidade
necessaria de enzima capaz de liberar 1,0 umol do respectivo produto por minuto de

reacao.

3.5.3. Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada no complexo Cellic HTec 2. A mistura de
reacdo tiveram 0,1 mL de enzima e 0,5% m/v da solucdo de xilana de oat spelts em
tampao acetato com pH 5,0. A mistura foi incubada a 50 °C durante 10 min. ApGs o
periodo determinado, os acgucares redutores liberados foram quantificados pelo
método de DNS, medido por espectrofotometro a 540 nm (Ghose, 1987). Uma unidade
de atividade enzimética (Ul/mL) foi definida como sendo a quantidade necesséria de

enzima capaz de liberar 1,0 umol do respectivo produto por minuto de reacao.

3.6. Hidrolise enzimatica

Os materiais foram utilizados como substrato nas hidrolises enziméticas. As
hidrolises enzimaticas foram realizadas com 4,0% m/v de materiais usando kit
enzimatico Cellic CTec 2 e HTec 2, com carga enzimética de 30,0 FPU, 75,0 CBU e
130,0 Ul de xilanase por grama de sélido, em frasco Erlenmeyer com 48,0 mL de
tampdo citrato de sodio a 50,0 mM e 0,02% m/v de azida de sbédio para prevenir o

crescimento microbiano, a 50 °C e agitado a 150 rpm durante 96 h. As amostras foram
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coletadas em intervalos de 6 h para as primeiras 12 h e nos intervalos de 12 h, durante
96 h (Dowe e Mcmillan, 2001; Santos et al., 2010). As concentracdes de agucares
foram determinadas por CLAE (conforme sec¢éo 3.8).

A digestibilidade do material foi calculada usando a Equacdo 3.19 (Dowe e

McMillan, 2001).

__[glicose] + 1,053 [celobiose]
- 1,111f . [biomassa]

Digestibilidade (%) .100 (Equacéo 3.19)

Sendo: glicose = concentracao de glicose (g/L);
celobiose = concentracédo de celobiose (g/L);
biomassa = concentra¢cdo do material seco inicial na hidrolise enziméatica (g/L);
f = consiste na frag&o de celulose da biomassa seca (9/9);
1,111 = consiste no fator de conversao de celulose em glicose equivalente;
1,053 = consiste no fator de converséo de celobiose em glicose equivalente.

3.7. Processo fermentativo

3.7.1. Micro-organismos

Os micro-organismos S. cerevisiae, Z. mobilis e P. stipitis foram usados no
presente trabalho. As linhagens P. stipitis Y7124 e Z. mobilis B14023 foram adquiridas
do banco de linhagens Northern Regional Research Laboratory e a S. cerevisiae PE2
foi adquirida da empresa Fermentec Ltda (Piracicaba, Brasil). Os micro-organismos

foram mantidos em glicerol -80 °C, posteriormente, liofilizados para uso como estoque.

3.7.2. Preparo do in6culo

A S. cerevisiae e P. stipitis foram mantidas em placas de Petri com meio de
cultivo contendo agar batata dextrose (PDA) e a Z. mobilis foi mantida em placas de
Petri com meio de cultivo contendo agar para contagem em placa (PCA) a 30 °C
durante 24 h, ambos em pH 6,0. As linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyer
de 250 mL, com 100,0 mL de meio de cultivo (MC) estéril contendo: 50,0 g/L de
glicose; 1,0 g/L de sulfato de aménia; 0,5 g/L de fosfato de potassio; 0,25 g/L de

sulfato de magnésio; 10,0 g/L extrato de levedura; 10,0 g/L de peptona e incubado a
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30 °C em agitador orbital durante 12 h (Santos et al., 2010), com agitacdo de 200, 250

e 150 rpm para a S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis, respectivamente.

3.7.3. Sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF)

As SSF foram realizadas utilizando materiais pré-tratados, de acordo com o
procedimento padrdo NREL (Dowe e Mcmillan, 2001), em frascos Erlenmeyer (Figura
3.3). A SSF foram realizadas com 4,0% m/v de solidos pré-tratados e 48,0 mL de
tampao citrato de sédio 50,0 mM (pH 5,0), carga enzimatica de 30,0 FPU, 75,0 CBU e
130,0 Ul xilanases (kit enziméatico Cellic CTec 2 e HTec 2) por grama de material pré-
tratado, suplementado com: 1,0 g/L de sulfato de ambnia; 0,5 g/L de fosfato de
potassio; 0,25 g/L de sulfato de magnésio; 2,0 g/L de extrato de levedura e 1,0 g/L de
peptona (Santos et al., 2010). A SSF foi iniciada pela adicdo das enzimas e 0 micro-
organismo, incubados a 30 °C em agitador orbital a 200, 250 e 150 rpm para a S.
cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis, respectivamente. As amostras foram retiradas nos
tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h, apds cada retirada de amostra foi inserido nitrogénio
gasoso no meio de cultivo. Etanol e agucares foram determinados por CLAE
(conforme secdo 3.8). A concentracdo celular inoculada foi equivalente a densidade
Optica de 2,0 em comprimento de onda de 600 nm medido por espectrofotbmetro de

UV-VIS (de Souza et al., 2012).

Fonte: Ruiz (2011).
Figura 3.3. Frasco Erlenmeyer adaptado para fermentacao de etanol celulésico
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3.7.4. Sacarificagé@o e fermentacao semi-simultanea (SSSF)

A SSSF foi realizada durante 12 h de pré-sacarificacdo e mais 36 h de processo
SSF utilizando os materiais pré-tratados, em frascos Erlenmeyer (conforme Figura
3.3). As SSSF foram realizadas com 4,0% m/v de sélidos pré-tratados e 48,0 mL de
tampdo citrato de sddio 50,0 mM (pH 5,0), carga enzimatica de 30,0 FPU, 75,0 CBU e
130,0 Ul xilanases (kit enzimético Cellic CTec 2 e HTec 2) por grama de material pré-
tratado, no periodo de pré-sacarificacdo, a temperatura do meio foi mantido a 50 °C e
agitacdo de 150 rpm. Ap6s 12 h de pré-sacarificacdo, a temperatura do meio foi
ajustado para 30 °C e suplementado com uma solucéo contendo: 1,0 g/L de sulfato de
amonia; 0,5 g/L de fosfato de potassio; 0,25 g/L de sulfato de magnésio; 2,0 g/L de
extrato de levedura e 1,0 g/L de peptona. Em seguida, o processo fermentativo foi
iniciado com a adicdo do micro-organismo, em um agitador orbital a 200, 250 e 150
rpm para a S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis, respectivamente. As amostras foram
retiradas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h, ap0s cada retirada de amostra foi inserido
nitrogénio gasoso no meio de cultivo. Etanol e agucares foram determinados por CLAE
(conforme secdo 3.8). A concentracdo celular inoculada foi equivalente a densidade
Optica de 2,0 em comprimento de onda de 600 nm medido por espectrofotdmetro de

UV-VIS (de Souza et al., 2012).

3.7.5. Sacarificagéo e fermentacdo semi-simultdnea em biorreator

Os experimentos foram realizados em um biorreator de tanque agitado de 2,0 L
(Bioengineering AG, Suica), com volume de trabalho de 1,0 L (Figura 3.4). Foram
utilizados materiais pré-tratados, S. cerevisiae e a estratégia fermentativa de SSSF,
selecionados de acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados em
frascos Erlenmeyer (conforme secdes 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3 € 4.6.4).

Os procedimentos realizados foram similares aos descritos anteriormente para a

SSSF em frascos Erlenmeyer (conforme sec¢éo 3.7.4) e contendo 960,0 mL de tampéao
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citrato de sédio 50,0 mM (pH 5,0), realizados em condi¢cdes estéreis e contendo
antiespumante (antiespumante 204, Sigma). Os experimentos foram realizados na
presenca de nitrogénio gasoso, exceto durante os 30 minutos iniciais do processo
fermentativo. As amostras foram retiradas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h. Etanol e

acucares foram determinados por CLAE (conforme secao 3.8).

:
e o

Fonte: Ruiz (2011).

Figura 3.4. Diagrama do biorreator usado em SSSF: (1) motor; (2) coletor de amostra;
(3) entrada de gas; (4) medidor de pH; (5) termbmetro; (6) condensador; (7) tampa; (8)
parede do tanque; (9) revestimento do banho-maria; (10) saida da agua do
revestimento do banho-maria; (11) eixo de transmissao; (12) impelidor do tipo turbina
de laminas planas; (13) entrada de agua no banho-maria

3.7.6. Fermentac&o alcodlica na presenga dos compostos inibitorios

As fermentacdes alcodlicas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100,0 mL de meio de cultivo MC (conforme secdo 3.7.2.) e a presenca de
diferentes concentracdes de compostos inibitérios: furfural (1,0; 2,0; 3,0 g/L), HMF
(1,0; 2,0; 3,0 g/L), acido acético (2,5; 5,0; 7,5 g/L), acido levulinico (0,3; 0,6; 0,9 g/L) e
acido férmico (0,5; 0,8; 1,1 g/L), realizado a partir de um planejamento experimental,
de acordo com a Tabela 3.5. O cultivo da S. cerevisiae foi realizado em meio de cultivo
com pH 5,0 e acondicionado a 200 rpm, 30 °C durante 48 h. O cultivo da P. stipitis foi

realizado em meio de cultivo com pH 5,5 e acondicionado a 250 rpm, 30 °C durante 48
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h. O cultivo da Z. mobilis foi realizado em meio de cultivo com pH 5,5 e acondicionado
a 150 rpm, 30 °C durante 48 h (modificado de Wikandari et al., 2010). As amostras
foram retiradas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h. Etanol, compostos inibitérios e
acucares foram determinados por CLAE (conforme sec¢éo 3.8).

Tabela 3.5. Planejamento experimental dos meios de cultivos contendo compostos
inibitérios

Compostos inibitérios (g/L)
Furfural HMF Acido acético Acido formico Acido levulinico

Experimento

1 1,0 1,0 2,5 0,5 0,9
2 3,0 1,0 2,5 0,5 0,3
3 1,0 3,0 2,5 0,5 0,3
4 3,0 3,0 2,5 0,5 0,9
5 1,0 1,0 7,5 0,5 0,3
6 3,0 1,0 7,5 0,5 0,9
7 1,0 3,0 7,5 0,5 0,9
8 3,0 3,0 7,5 0,5 0,3
9 1,0 1,0 2,5 1,1 0,3
10 3,0 1,0 2,5 1,1 0,9
11 1,0 3,0 2,5 1,1 0,9
12 3,0 3,0 2,5 1,1 0,3
13 1,0 1,0 7,5 1,1 0,9
14 3,0 1,0 7,5 1,1 0,3
15 1,0 3,0 7,5 1,1 0,3
16 3,0 3,0 7,5 1,1 0,9
17 (C) 2,0 2,0 5,0 0,8 0,6
18 (C) 2,0 2,0 5,0 0,8 0,6
19 (C) 2,0 2,0 5,0 0,8 0,6

A concentragdo celular inoculada foi equivalente a densidade 6ptica de 0,5 em
comprimento de onda de 600 nm medido por espectrofotbmetro de UV-VIS.
Subsequentemente, as células foram inoculadas em 100,0 mL de meio de cultivo para

0 inicio da fermentacao alcoodlica na presenca dos compostos inibitérios.

3.7.7. Fermentacéo alcodlica em meio de cultivo diluido com agua marinha
As fermentacdes alcodlicas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100,0 mL do meio de cultivo MC (conforme secédo 3.7.2.), com modificacdo

na concentracdo de glicose (pureza analitica) de 50,0 g/L para 20,0 g/L, diluido com

61



agua marinha, segundo Lin et al. (2011), a 4gua possui a seguinte composicdo: 0,09
g/L de NaBr; 0,74 g/L de KCI; 1,67 g/L de CaCl,; 3,38 g/L de Na,SO,; 2,50 g/L de
MgCl,; 27,13 g/L de NaCl e 0,21 g/L de NaHCOs. O cultivo da Z. mobilis foi realizado
em meio de cultivo com pH 5,5 e acondicionado a 150 rpm, 30 °C durante 11 h. O
cultivo da P. stipitis foi realizado em meio de cultivo com pH 5,5 e acondicionado a 250
rpm, 30 °C durante 11 h. O cultivo da S. cerevisiae foi realizado em meio de cultivo
com pH 5,0 e acondicionado a 200 rpm, 30 °C durante 11 h (modificado de Wikandari
et al., 2010). As amostras foram retiradas em intervalos de 1 h, até 11 h de
fermentacdo. Etanol e agUcares foram determinados por CLAE (conforme sec¢éo 3.8).
A concentragdo celular inoculada foi equivalente a densidade optica de 0,5 em
comprimento de onda de 600 nm medido por espectrofotometro de UV-VIS.
Subsequentemente, as células foram inoculadas em 100,0 mL de meio de cultivo para

inicio da fermentacgéo alcodlica em meio de cultivo diluido com agua marinha.

3.7.8. Determinacgéo da concentracao celular microbiana
A concentracdo celular foi obtida a partir da correlacéo entre o valor da leitura da
amostra em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm e o valor dessa

amostra submetida ao processo de secagem (massa seca).

3.7.9. Rendimento em etanol

O rendimento em etanol (Equagéo 3.20) foi calculado assumindo que toda a
glicose presente nos materiais pré-tratados estara disponivel para a fermentacédo e
que 1,0 g de glicose resultara em 0,51 g de etanol, e que 1 g de celulose resultara em
0,9 g de glicose (Dowe e McMillan, 2001). Além disso, o rendimento em etanol a partir
da xilose foi calculado de acordo com Dowe e McMillan (2001), porém com a insercéo

da xilose ao invés da glicose (Equacdo 3.21). E considerando que 1,0 g de xilose
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resultara em 0,51 g de etanol (Parekh et al., 1986; Singh e Bishnoi, 2012; Singh et al.,

2014a; Singh et al., 2014b).

[etanol]

Rendimento em etanol (%) = .100 (Equacéo 3.20)

[glicose inicial] . 0,511

[etanol]

Rendimento em etanol (%) = .100 (Equacéo 3.21)

[xilose inicial—xilose final] . 0,511

Sendo: etanol = concentracgdo final de etanol (g/L);
glicose inicial = concentracéo inicial de glicose (g/L);
xilose inicial = concentracao inicial de xilose (g/L);
xilose final = concentracgéo final de xilose (g/L);
0,511 = consiste no fator de conversao de glicose ou xilose para etanol.

3.8. Andlise das amostras em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras analisadas no Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Natal, Brasil) foram centrifugadas e
filtradas para quantificar os acucares, acido férmico, acido levulinico, acido acético,
furfural, HMF e etanol. A separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando coluna
Shim-Pack SCR-101H (300 x 7,8 milimetros, Shimadzu, Jap&o), com as seguintes
condigbes: fase movel de 0,005 mol/L de &cido sulfarico, fluxo 0,6 mL/min e
temperatura da coluna de 65 °C, utilizando cromatografo Shimadzu (Shimadzu,
Japéo), equipado com detector de indice de refragdo (Shimadzu, Japéo). O volume
injetado foi 20,0 uL.

As amostras analisadas no Laboratorio de Analise | da Universidade do Minho
(Braga, Portugal) foram centrifugadas e filtradas para quantificar os acucares, acidos
organicos, glicerol, xilitol, HMF, furfural e etanol. A separacdo cromatografica foi
realizada utilizando coluna Metacarb 87H (300 x 7,8 milimetros, Varian, EUA), com as
seguintes condicbes: fase movel de 0,005 mol/L de acido sulftrico, fluxo 0,7 mL/min e

temperatura da coluna de 60 °C, utilizando cromatografo Jasco 880-PU (Jasco, Japao)
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equipado com Jasco 830-IR detector de indice de refracdo (Jasco, Japdo) e

amostrador automatico Jasco AS-2057 (Jasco, Japao). O volume injetado foi 20,0 uL.

3.9. Determinacdo de parametros cinéticos para fermentacdes na presenca de
compostos inibitorios

A determinacdo da velocidade especifica de crescimento (J,), velocidade
especifica de consumo de substrato (Us) e velocidade especifica de formacédo de
produto (p,) foram realizadas conforme o método geomeétrico proposto por Le Duy e
Zajic (1973), com as Equacdes desse método implementadas em planilha de célculo
do programa Microsoft Office Excel (Schmidell et al., 2001) e estdo representadas

pelas Equacdes 3.22, 3.23 e 3.24.

Sendo: |, = velocidade especifica de crescimento (h™);
Us = velocidade especifica de consumo de substrato (g/(L.h));
H, = velocidade especifica de formagéo de produto (g/(L.h));
X = massa celular (g/L);
t = tempo (h);
S = massa de substrato (g/L);
P = massa de produto (g/L).

O rendimento de etanol baseado no consumo de glicose (Ypss) € a producéo de
biomassa baseado no consumo de glicose (Yys) foram estimados de acordo com as
Equacdes 3.25 e 3.26. E as produtividades de etanol (PF) e biomassa (P*) foram

determinadas pelas Equacdes 3.27 e 3.28.

X-X .
Y s = S SO (Equagéo 3.25)
0
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P-P,

YP’S=SO—-S
pe_P

t
Px :X'Xo

(Equacéo 3.26)

(Equacéo 3.27)

(Equacéo 3.28)

Sendo: Yy = rendimento do crescimento celular baseado no consumo de substrato (g

células/g substrato);

Yris = rendimento de produto (etanol) baseado no consumo de substrato (g

etanol/g substrato);

X = concentragao celular final (g/L);

Xo = concentragao celular inicial (g/L);

P = concentracgédo final de etanol (g/L);

P, = concentragéo inicial de etanol (g/L);

S = concentracgao final de substrato (g/L);
Sy = concentragdo inicial de substrato (g/L);
PE = produtividade de etanol (g/(L.h)):

P* = produtividade celular (g/(L.h));

t = tempo (h).

3.10. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas

Office Excel e Statistica 7.0.

Microsoft
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composi¢do da matéria-prima

A composicdo quimica do cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e
casca de coco maduro esta apresentada na Tabela 4.1. As umidades de cacto, casca
de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro foram 12,60%, 8,99%,
6,14% e 5,52%, respectivamente. O maior componente presente nos materiais foi a
celulose, sendo 38,12%, 33,23%, 32,12% e 29,58% para o cacto, casca de coco
verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro, respectivamente, seguido pela
hemicelulose e lignina, exceto para a casca de coco maduro, que apresenta
porcentagem de lignina mais elevada que a hemicelulose. Existem poucos relatos
sobre a composigéo de cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de
coco maduro na literatura. Além disso, a composicdo de celulose, hemicelulose e
lignina, por exemplo, do cacto, pode variar dependendo do tempo de cultivo, tempo de
colheita e solo (Oliveira et al., 2010), embora se observe que, o cacto apresenta
composi¢ao similar a outros materiais lignocelulésicos (Garcia-Aparicio et al., 2011).
Com relagdo a casca de coco in natura, Vaithanomsat et al. (2011) relataram a
composicdo quimica da casca de coco como sendo 39,31% de celulose, 16,15% de
hemicelulose e 29,79% de lignina. Ding et al. (2012) relataram a composi¢cao quimica
da casca de coco in natura contendo 21,26% de celulose, 17,33% de hemicelulose e
46,36% de lignina. Desse modo, esses materiais podem ser considerados promissores
para a producdo de etanol, devido as caracteristicas apresentadas nas composi¢cées

guimicas.
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Tabela 4.1. Composicdes quimicas dos materiais lignoceluldsicos in natura

Material Fase solida (%0)
lignocelulésico Celulose  Hemicelulose Lignina Klason Cinzas
Fibra de coco maduro 32,18 + 0,12 2781 + 0,74 2502 + 001 331 =+ 0,02
Casca de cocoverde 3323 + 024 2914 + 022 2544 + 012 234 + 011
Casca de coco maduro 2958 + 050 27,77 + 079 3104 + 010 384 + 0,08
Cacto 3812 + 0,75 2350 + 042 1951 + 013 564 =+ 021

4.2. Materiais lignoceluldsicos pré-tratados com peroxido de hidrogénio alcalino (PHA)
e hidroxido de sddio (PHS) visando a producao de etanol
4.2.1. Caracterizacdo dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados
4.2.1.1. Composigao dos materiais lignoceluldsicos in natura e pré-tratados

A finalidade de uso do peroxido de hidrogénio alcalino consiste em melhorar o
processo de deslignificacdo do material (Gould e Freer, 1984; Gould, 1985; Rabelo et
al., 2008; Selig et al., 2009; Banerjee et al., 2011; Correia et al., 2013) juntamente com
0 uso do hidréxido de sodio (Santos e Gouveia, 2009; Wang et al., 2010; Kang et al.,
2012).

Os materiais pré-tratados por PHA apresentaram reducgéo de sélido, sendo para
0 cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro de
35,89%, 44,69%, 48,03% e 40,30%, respectivamente. O pré-tratamento sequencial
PHS nos materiais possibilitou a reducdo de sélido entre 10,0 e 30,0%. A realizacédo
sequencial dos pré-tratamentos PHA-PHS possibilitaram a redugdo de solido em
cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro em
49,10%, 61,60%, 53,65% e 50,24%, respectivamente (Figura 4.1). Esses dados
indicam as solubilizacbes dos materiais submetidos aos pré-tratamentos PHA e PHA-
PHS, sendo importante a seletividade desses pré-tratamentos, proporcionando assim,
a reducao da lignina e mantendo a celulose no material. Portanto, os pré-tratamentos
promovem a redugdo de solido, sem reduzir o teor de celulose do material.

O pré-tratamento PHA realizado nos materiais possibilitou a reducéo da lignina

contida no cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro
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em 28,56%, 63,99%, 35,03% e 41,02%, respectivamente. Em recente trabalho,
Correia et al. (2013) relataram a reducédo de 43,76% de lignina em bagaco de caju pré-
tratado por PHA (4,3% v/v de peréxido de hidrogénio em pH 11,5 a 35 °C por 24 h).
Selig et al. (2009) relataram a reducgédo de 19,6% de lignina em palha de milho pré-
tratada com PHA. Gould et al. (1984) realizaram o pré-tratamento PHA em palha de
trigo (1,0% v/v de peréxido de hidrogénio em pH 11,5 a 25 °C por 24 h), resultando em
reducdo de 50,0% da lignina contida na palha de trigo. Ayeni et al. (2013) realizaram
pré-tratamento PHA em Vitellaria paradoxa sawdust (1,0% v/v de peréxido de
hidrogénio em pH 11,5 a 150 °C por 45 min), resultando no aumento de 60,0% de
celulose, reducdes de 80,0% de hemicelulose e 17,0% de lignina. Esses resultados
corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, evidenciando a reducédo da
lignina no soélido apés o pré-tratamento PHA. No entanto, Brigida et al. (2010)
realizaram o pré-tratamento PHA sobre a fibra de coco verde (5,4% v/v de peréxido de
hidrogénio a 85 °C por 2 h), resultando na reducgéo de 4,31% de celulose e aumento

de 3,31% de lignina.
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Fibra de coco
maduro

/

127 mL de peroxido de hidrogénio

Adicdo de 12 g de hidroxido de sddio
(solugdo pH 11,5 a 25 °C por 1 h) Y,

\

Perdxido de hidrogénio

Lavagem

273 mLde dgua 4L dedgua

}

20 g de material in natura

10,39 g de material (+0,1)

—

Hidroxido de sadio

Lavagem
4 de agua

l

9,27g de material (£ 0,32)

300 mL de 4 % hidroxido
de sodio
(solugdo a 100°C por 1 h)

% % %
Celulose 31,60 + 051 Celulose 4153 + 089 Celulose 5180 + 0,78
. _— _—
Hemicelulose 2633 + 089 Hemicelulose 2840 + 0,74 Hemicelulose 2581 + 0,34
L Perda de 48,03% de o Perdade 10,79%de = = .
Lignina insolivel ~ 25,02 + 0,78 material Lignina insohivel 1651 + 026 material Lignina insohivel ~ 8,83 + 0,18
Lignina solivel 1,67 + 019 Lignina solivel 083 + 015 Lignina solivel 0,09 + 001
Extraiveis 544 £ 024 Extraiveis 036 + 013 Extraiveis 005 + 0,04
Cinzas 331 £ 032 Cinzas 292 + 022 Cinzas 298 + 0,14
T
Perda de 53,65% de material
Casca de coco verde
20¢g de material in natura 11,06g de material (+ 0,70) 7,68 g de material (+0,29)
% % %
Celulose 3288 + 088 Celulose 51,58 + 087 Celulose 5414 + 014
. _— _—
Hemicelulose 26,50 + 045 Hemicelulose 2794 + 090 Hemicelulose 2836 + 028
Lo Perda de 44,69 % de Perda de 30,57 % de
Lignina insolivel ~ 2544 + 0,75 material Lignina insohivel 907 + 0,04 material Lignina insohivel 7,64 + 043
Lignina sohivel 1,44 + 027 Lignina solivel 061 + 001 Lignina solivel 025 + 0,01
Extraiveis 327 + 0,15 Extraiveis 077 + 028 Extraiveis 026 + 045
Cinzas 434 £ 020 Cinzas 195 + 0,06 Cinzas 1,07 + 007
T A
Perda de 61,60 % de material
Casca de coco maduro
20g de material in natura 11,94 g de material (+ 0,16) 9,8 g de material (+ 0,40)
% % %
Celulose 3047 + 086 Celulose 3724 & 069 Celulose 5388 + 041
. s - 5
Hemicelulose 2542 + 029 Hemicelulose 2029 + 074 Hemicelulose 23,02 + 059
T Perda de 40,30% de Perda de 17,83% de
Lignina insolivel 31,04 + 0,18 . Lignina insohivel 1811 % 0,26 ' Lignina insohivel 9,33 + 0,21
o i material material
Lignina sohivel 2,11 + 0,09 Lignina solivel 14 £ 014 Lignina solivel 080 + 003
Extraiveis 2,711 + 031 Extraiveis 084 =+ 0,04 Extraiveis 053 + 003
Cinzas 484 + 0,09 Cinzas 434 £ 027 Cinzas 380 £ 007
T A
Perda de 50,24 % de material
Cacto
20g de material in natura 12,83 g de material (x 0,15) 10,18 g de material (+ 0,34)
% % %
Celulose 3833 + 0,64 Celulose 4400 = 0,79 Celulose 5491 + 072
. _—> _—
Hemicelulose 22,19 + 059 Hemicelulose 2139 £ 075 Hemicelulose 17,65 + 0,29
Lo R Perda de 35,89 % de o Perdade 23,51%de = = =
Lignina insolivel 19,51 + 0,29 . Lignina insohivel 13,66 + 045 ' Lignina insohivel 8,74 + 0,11
o i material material
Lignina solivel 139 + 013 Lignina solivel 127 + 024 Lignina solivel 071 £ 0,06
Extraiveis 582 + 024 Extraiveis 192 + 005 Extraiveis 048 + 0,05
Cinzas 6,64 + 021 Cinzas 880 =+ 030 Cinzas 877 + 0,12
T A

Perda de 49,10 % de material

Figura 4.1. Composi¢cdes quimicas e rendimentos dos materiais lignoceluldsicos in
natura, pré-tratados por PHA e PHA-PHS
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O pré-tratamento sequencial PHA-PHS apresentou reducéo de lignina em cacto,
casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco maduro de 36,70%,
18,49%, 48,56% e 47,72% em relacdo aos materiais pré-tratados por PHA,
respectivamente. Apds a realizagdo dos pré-tratamentos PHA-PHS houve a redugao
da lignina em cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco
maduro de 54,31%, 70,65%, 66,58% e 69,17% em relacdo aos materiais in natura,
respectivamente. Wang et al (2010) realizaram o pré-tratamento PHS sobre a
Cynodon dactylon (3,0% v/v de hidroxido de sédio a 121 °C por 1 h), obtendo remocao
de 86,0% da lignina contida no material. De acordo com Siqueira et al. (2013), a
remocdo da lignina facilita a hidrélise enziméatica do material, porém ndo héa
necessidade da remocdo completa da lignina no material para hidrolisar mais de
80,0% de celulose. Dessa forma, os materiais pré-tratados por PHA e PHA-PHS
apresentaram reducdes de lignina (conforme Figura 4.1), porém ainda contém lignina.
Portanto, esses materiais poderdo apresentar eficientes digestibilidades ao serem
submetidos a agdo enzimatica.

Os materiais submetidos ao pré-tratamento PHA-PHS apresentaram aumento
acima de 50,0% de celulose e baixa reducao de hemicelulose (Figura 4.1). Esse fato é
caracteristico dos pré-tratamentos alcalinos, por exemplo, o PHA e PHA-PHS, que
visam a remocao da lignina e a permanéncia da celulose nos materiais. Porém, a
reducdo da hemicelulose nos materiais pré-tratados depende da severidade dos preé-
tratamentos alcalinos e das caracteristicas fisico-quimicas dos materiais utilizados.
Azzam (1989) e Rabelo et al. (2011) realizaram pré-tratamento PHA sobre o bagaco
de cana-de-acUcar, resultando no aumento de celulose, reducgéo significativa de lignina
e hemicelulose. Entretanto, o presente trabalho também apresenta aumento da
celulose e reducdo significativa da lignina nos materiais pré-tratados, mas diverge
sobre a reducdo da hemicelulose, a qual se mantém elevada apds os pré-tratamentos
(PHA e PHA-PHS). Resultados similares foram apresentados por Correia et al. (2013)
e Selig et al. (2009) em bagaco de caju e palha de milho pré-tratados por PHA,
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respectivamente. Dessa forma, esses dados indicam que o0s pré-tratamentos

apresentam acéao seletiva sobre a lignina dos materiais utilizados neste trabalho.

4.2.1.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV apresentadas na Figura 4.2 permitem visualizar os efeitos
promovidos pelos pré-tratamentos sobre os materiais lignocelulésicos. As amostras in
natura apresentaram fibras rigidas, superficies intactas e altamente ordenadas (Figura
4.2: 1A, 2A, 3A e 4A). Entretanto, os materiais pré-tratados por PHA (Figura 4.2: 1B,
2B, 3B e 4B) e os materiais pré-tratados por PHA-PHS (Figura 4.2: 1C, 2C, 3C e 4C)
apresentaram estruturas modificadas, fibras desordenadas e separadas.

As influéncias dos pré-tratamentos PHA e PHA-PHS sobre as estruturas dos
materiais sdo visiveis na Figura 4.2 e essas caracteristicas estruturais poderéao
proporcionar maior suscetibilidade dos materiais pré-tratados a agdo enzimatica, a
partir da reducao da lignina e maior exposi¢ao dos agucares na superficie do material.

Além disso, a casca de coco verde (Figura 4.2: 2B) e a casca de coco maduro
(Figura 4.2: 3B), ambas pré-tratadas por PHA apresentaram estruturas mais
fragmentadas e descontinuadas em comparacdo aos demais materiais pré-tratados
por PHA, evidenciando os maiores teores de deslignificacdo obtida nesses materiais

(conforme Figura 4.1).
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Figura 4.2. MEV dos materiais lignocelulésicos: (1A) Fibra de coco maduro in natura;
(1B) Fibra de coco maduro pré-tratada por PHA; (1C) Fibra de coco maduro pré-
tratada por PHA-PHS; (2A) Casca de coco verde in natura; (2B) Casca de coco verde
pré-tratada por PHA; (2C) Casca de coco verde pré-tratada por PHA-PHS; (3A) Casca
de coco maduro in natura; (3B) Casca de coco maduro pré-tratada por PHA; (3C)
Casca de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS; (4A) Cacto in natura; (4B) Cacto
pré-tratado por PHA; (4C) Cacto pré-tratado por PHA-PHS
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4.2.1.3. Andlise de difracéo de raios-X e indice de cristalinidade

A andlise de difracdo de raios-X e a determinacéo do indice de cristalinidade (IC)
foram realizadas nos materiais in natura e pré-tratados (PHA e PHA-PHS) visando
analisar a estrutura cristalina.

Os indices de cristalinidade dos materiais estudados foram entre 23,20% e
55,98% (Figura 4.3 e Tabela 4.2). Os indices de cristalinidade dos materiais in natura
apresentaram aumento ap0s serem submetidos ao pré-tratamento PHA. Os indices de
cristalinidade na casca de coco verde pré-tratada por PHA e a pré-tratada por PHA-
PHS foram similares, ja o cacto e a fibra de coco maduro apresentaram aumento nos
indices de cristalinidade ao serem submetidos aos dois pré-tratamentos e a casca de
coco maduro apresentou reducdo no indice de cristalinidade ao ser submetido aos
dois pré-tratamentos (Tabela 4.2). De acordo com Wei e Cheng (1985), a remoc¢éao da
lignina amorfa e da hemicelulose leva ao aumento da cristalinidade, embora o inchago
da celulose submetida em solucdo de peréxido de hidrogénio proporciona
amolecimento da estrutura lignocelulésico, portanto, reduzindo a recalcitrancia do

material e possibilitando melhor digestibilidade desse material a acao enzimatica.

Tabela 4.2. indice de cristalinidade do cacto, casca de coco verde, fibra de coco
maduro e casca de coco maduro in natura, pré-tratados por PHA e PHA-PHS

- . IC (%)
Material lignocelulésico
In natura PHA PHA-PHS
Cacto 23,20 46,09 48,43

Casca de coco verde 29,31 49,18 49,89
Fibra de coco maduro 34,34 50,79 55,73
Casca de coco maduro 28,03 55,98 53,77
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Figura 4.3. Difracdo de raios-X dos materiais lignoceluldsicos: (1A) Fibra de coco
maduro in natura; (1B) Fibra de coco maduro pré-tratada por PHA; (1C) Fibra de coco
maduro pré-tratada por PHA-PHS; (2A) Casca de coco verde in natura; (2B) Casca de
coco verde pré-tratada por PHA; (2C) Casca de coco verde pré-tratada por PHA-PHS;
(3A) Casca de coco maduro in natura; (3B) Casca de coco maduro pré-tratada por
PHA; (3C) Casca de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS; (4A) Cacto in natura;
(4B) Cacto pré-tratado por PHA; (4C) Cacto pré-tratado por PHA-PHS

Em trabalho realizado por Wei e Cheng (1985) utilizando a palha de arroz pré-
tratada por PHA (4,0% v/v de peroxido de hidrogénio e 1,0% v/v de hidroxido de sodio
a 32 °C em pH 10,7 por 5 h), resultou na reducao do indice de cristalinidade de 83,8%
(material in natura) para 81,6%. Thompson e Chen (1992) realizaram pré-tratamento
PHA em madeira nativa mista (2,5% v/v de peroxido de hidrogénio em pH 11,5 a 25

°C), resultando em indice de cristalinidade de 68,4%, 69,0% e 77,2% em material pré-
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tratado por 0,5 h, 5 h e 19 h, respectivamente. A madeira nativa mista in natura possui
indice de cristalinidade de 71,6%. Esses trabalhos realizados por Wei e Cheng (1985)
e Thompson e Chen (1992) apresentaram proximidade nos indices de cristalinidade
entre 0S seus materiais in natura e os materiais pré-tratados por PHA, além de
elevados valores nos indices de cristalinidade dos materiais in natura. Embora,
diferem dos resultados obtidos neste trabalho, pois o0os materiais in hatura
apresentaram indices de cristalinidade entre 23,20% e 34,34%, e 0s materiais in
natura apresentaram aumento significativo nos indices de cristalinidade apds serem
submetidos ao pré-tratamento PHA (entre 46,09% e 55,98%) (Tabela 4.2).

O pré-tratamento PHS visa manter a celulose e reduzir a lignina nos materiais
pré-tratados por PHA. Neste sentido, a fibra de coco maduro, cacto e casca de coco
maduro alcancaram os resultados almejados (conforme Figura 4.1). Entretanto, a
casca de coco verde submetida ao pré-tratamento PHA-PHS resultou na redugéo de
sélido de 30,57%, com aumento de 2,56 pontos percentuais de celulose e reducdo
1,79 pontos percentuais de lignina, apresentando elevada redugédo de sdlido, baixo
aumento de celulose e baixa reducédo de lignina. Esses dados corroboram com o0s
indices de cristalinidade da casca de coco verde pré-tratada por PHA de 49,18% e
PHA-PHS de 49,89%, indicando baixa modificagdo na estrutura da casca de coco
verde pré-tratada por PHA e a casca de coco verde submetida ao pré-tratamento PHA-
PHS. As imagens de MEV (conforme Figuras 4.2B-C) apresentaram similaridades
entre a casca de coco verde pré-tratada por PHA e a casca de coco verde pré-tratada
por PHA-PHS. Diante disso, esses dados evidenciam a baixa influéncia do pré-

tratamento PHA-PHS sobre a casca de coco verde pré-tratada por PHA.

4.2.1.4. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
As andlises por infravermelho foram realizadas com a finalidade de obter
informagfes dos grupamentos quimicos presentes nos materiais e a deteccdo das

formacdes de radicais livres em cadeias poliméricas, indicando as possiveis ligagbes
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Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

covalentes rompidas, método comumente utilizado pela simplicidade e eficiéncia nas

andlises bioldgicas (Sun et al., 2004). Os espectros de FTIR na regido entre 400 a

4000 cm™ dos materiais estdo apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.4. FTIR dos materiais lignoceluldsicos: (1A) Fibra de coco maduro in natura;
(1B) Fibra de coco maduro pré-tratada por PHA; (1C) Fibra de coco maduro pré-
tratada por PHA-PHS; (2A) Casca de coco verde in natura; (2B) Casca de coco verde
pré-tratada por PHA; (2C) Casca de coco verde pré-tratada por PHA-PHS; (3A) Casca
de coco maduro in natura; (3B) Casca de coco maduro pré-tratada por PHA; (3C)
Casca de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS; (4A) Cacto in natura; (4B) Cacto
pré-tratado por PHA; (4C) Cacto pré-tratado por PHA-PHS
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Algumas modificagdes foram observadas nos materiais pré-tratados, em relacéo
aos materiais in natura. A presenca no material in natura do pico no comprimento de
onda de 1238 cm™ esta relacionada com ésteres, éteres e grupos fendis, sendo
atribuido principalmente a presenca de ceras no tecido epidérmico. Esse pico €&
ausente nos materiais pré-tratados, o que pode indicar a remocdo da cera nos
materiais pré-tratados. Resultados similares foram descritos por Brigida et al. (2010)
usando fibra de coco verde pré-tratada por PHA. Além disso, a banda carboxilo (1636
cm™) nos espectros das amostras in natura esta relacionada aos grupos carboxilo da
pectina associada com as fibras de celulose (Calado et al., 2000).

No comprimento de onda de 1254 cm™ percebe-se auséncia de pico referente a
dupla ligacdo de carbono e oxigénio da lignina nos materiais pré-tratados, sendo
indicio da reducao ou auséncia da lignina nos materiais. Além disso, a reducdo da
intensidade do pico no comprimento de onda de 1329 cm™ (siringil e guaiacil) nos
materiais pré-tratados, indica reducédo da lignina (Zhu et al., 2012). Segundo Gupta e
Lee (2010), os comprimentos de onda de 1030, 1241, 1360, 1405, 1430 e 1500 cm™
sdo referentes a lignina e os materiais pré-tratados apresentaram reducfes na
intensidade ou auséncias desses picos, sinalizando as rupturas das ligacdes quimicas
com a lignina. Esses dados corroboram com a reducdo da lignina contida nas
composi¢des quimicas dos materiais pré-tratados por PHA e PHA-PHS (conforme
Figura 4.1) e as fragmentacdes apresentadas nas imagens de MEV dos materiais pré-
tratados por PHA e PHA-PHS (conforme Figura 4.2).

De acordo com Chen et al. (2012), a hemicelulose apresenta picos
caracteristicos nos comprimentos de onda de 897, 1043, 1164, 1248 e 1728 cm™.
Esses picos referentes a hemicelulose foram observados nos materiais in natura e pré-
tratados, sinalizando a permanéncia da hemicelulose nos materiais. Tais resultados
sdo corroborados com as composicdes quimicas dos materiais, conforme Figura 4.1.

A auséncia de pico entre o comprimento de onda de 1370 e 1390 cm™ refere-se
a estrutura simétrica e deformagéo assimétrica da celulose e hemicelulose, podendo

77



indicar maior exposicdo da celulose e hemicelulose na superficie dos materiais pré-
tratados (Brigida et al., 2010). Essa informag&o corrobora com os resultados obtidos
pelos indices de cristalinidade dos materiais pré-tratados (conforme Tabela 4.2).

Os espectros revelam pico no comprimento de onda de 3340 cm™ relacionado &
ligacao de hidrogénio, indicando a vibracdo de alongamento da estrutura de celulose e
lignina contida no material (Brigida et al., 2010). A banda em comprimento de onda de
3400 cm™ representa o alongamento da hidroxila e fenol no material. Indicando que o
processo de pré-tratamento proporciona aumento do pico, consequentemente menor
presenca de hidroxila e fenol. Possivelmente relacionado a reduc¢éo do grau de ligacao
do hidrogénio, resultando na reducdo da polaridade superficial do material (Calado et
al., 2000).

Diante disso, os resultados apresentados pelas analises de FTIR (Figura 4.4)
corroboram com as composi¢fes quimicas dos materiais pré-tratados (conforme
Figura 4.1), os quais apresentam redugao da lignina e permanéncia da hemicelulose e
celulose.

A partir das andlises de FTIR foram determinados o indice de cristalinidade
(IOL), obtido pelos valores contidos nos comprimentos de ondas de 1426 e 896, e o
indice de cristalinidade total (ICT), obtidos pelos valores contidos nos comprimentos
de ondas de 1373 e 2917 dos materiais in natura e pré-tratados. A banda em
comprimento de onda de 1426 cm™ representa a clivagem de CH, (Nelson e
O'Connor, 1964b). A banda em comprimento de onda de 896 cm™ indica a vibragéo
envolvendo carbono e os quatro atomos ligados, caracteristico de B-andmeros ou [3-
ligado aos polimeros de glicose (Nelson e O 'Connor, 1964b). Os resultados obtidos
por IOL (FTIR) e ICT (FTIR) estdo apresentados na Tabela 4.3 e evidenciam aumento
nos indices de cristalinidade dos materiais pré-tratados em comparacao aos materiais
in natura. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos pelos indices de
cristalinidade oriundos das andlises de difracdo de raios-X (conforme Figura 4.3 e
Tabela 4.2).
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Tabela 4.3. indice de cristalinidade do cacto, casca de coco verde, fibra de coco

maduro e casca de coco maduro in natura, pré-tratados por PHA e PHA-PHS

. . 0L (FTIR) ICT (FTIR) IC (difracdo de raios-X)
Material lignocelulésico
natura PHA  PHA-PHS| In natura PHA  PHA-PHS| In natura PHA  PHA-PHS
Cacto 0,6786 0,9079  0,9235 0,8157 09439  1,0140 0,2320 04605  0,4843

Cascade coco verde 0,8517 0,9103 09133 0,8607 1,0383  1,0562 0,2931 04918  0,4989
Fibra de coco maduro 0,8877 0,9338 09575 0,9192 1,0145  1,0729 0,3434 0,5079  0,5573
Casca de coco maduro 0,7827 09423 09370 0,8311 1,0675 1,0466 0,2803 05598  0,5377

|OL: indice de cristalinidade baseado em FTIR (1426/896 cm'l)

ICT: indice de cristalinidade total baseado em FTIR (1373/2917 cm'l)
IC: indice de cristalinidade baseado em difracdo de raios-X

4.2.2. Hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimatica foi realizada para avaliar a digestibilidade dos materiais
pré-tratados por PHA-PHS submetidos ao ataque enzimatico.

As atividades iniciais das enzimas comerciais foram 126,0 FPU/mL de celulase,
269,0 CBU/mL de B-glicosidase para Cellic CTec 2 e 1654,0 Ul/mL de endoxilanase
para HTec 2.

As conversdes de cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de
coco maduro em glicose foram 68,44% (0,50 g glicose/g material), 70,20% (0,56 g
glicose/g material), 76,21% (0,59 g glicose/g material) e 74,50% (0,57 g glicose/g
material), em 96 h de hidrélise enzimatica, respectivamente (Figura 4.5). Esses
resultados demonstram a acessibilidade dos materiais pré-tratados ao ataque
enzimatico. Rabelo et al. (2011) realizaram a hidrélise enzimatica sobre o bagaco de
cana-de-acUcar pré-tratado por PHA (7,35% v/v de peroxido de hidrogénio em pH 11,5
a 25 °C por 1 h), obtiveram conversdo e digestibilidade em acucares redutores de
84,07% e 0,49 g/g, em 48 h de hidrélise enzimatica, respectivamente. A hidrolise
enzimatica do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por PHA usando celulase de
Trichoderma viride (45 °C por 24 h), apresentou conversdo em glicose de 95,0%

(Azzam, 1989).
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Figura 4.5. Conversao em glicose dos materiais pré-tratados por PHA-PHS. Os
materiais pré-tratados estao representados pelo icone preto e os materiais in natura
estdo representados pelo icone branco

As conversfes em glicose dos materiais pré-tratados por PHA-PHS durante a
hidrolise enzimética foram avaliados pela ANOVA e apresentaram diferenca
significativa no nivel de confianca de 95,0%.

Em relagéo a taxa inicial de hidrélise maxima (dG/dt), que ocorre nas primeiras
12 h (concentracéo de glicose versus tempo), mostrada na Figura 4.6, para a fibra de
coco maduro e casca de coco maduro foram 1,49 g/(L.h) e 1,43 g/(L.h),
respectivamente. A casca de coco verde e cacto tiveram a taxa inicial de hidrélise de
1,28 g/(L.h) e 1,04 g/(L.h), respectivamente. Ruiz et al. (2012) relataram a taxa inicial
de hidrdlise da palha de trigo pré-tratada por autohidrélise de 0,47 g/(L.h), utilizando 30
FPU/g de celulose. Esses resultados demonstram a susceptibilidade dos materiais

pré-tratados por PHA-PHS ao ataque enzimatico.
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Figura 4.6. Taxa inicial de hidrélise dos materiais pré-tratados por PHA-PHS

Os resultados obtidos durante as hidrélises enziméticas (Figura 4.5) enfatizam
gque as maiores conversdes dos materiais pré-tratados em glicose ocorreram com 0S
materiais que apresentaram maiores indices de cristalinidade (conforme Tabelas 4.2 e
4.3). De acordo com Kim et al. (2012), o aumento na cristalinidade do material pode
proporcionar maior digestibilidade, devido a maior exposicdo da parte cristalina na

superficie do material.

4.3. Materiais lignocelulésicos pré-tratados por autohidrélise (PA) visando a producéo
de etanol
4.3.1. Caracterizacdo dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados
4.3.1.1. Composicao dos materiais lignoceluldsicos in natura e pré-tratados

Os materiais pré-tratados por PA apresentaram modificacdes significativas nas
composi¢des quimicas apés serem submetidos ao pré-tratamento (Tabela 4.4), com
destaque para os materiais submetidos ao fator de severidade de 4,64 (200 °C e 50
min), 0s quais apresentaram maiores modificacbes nas composicdes quimicas, em
comparagdo aos materiais in natura. A fibra de coco maduro apresentou aumento de
celulose de 40,55%, reducdo de hemicelulose de 50,16% e aumento de lignina de

19,10%. A casca de coco maduro apresentou aumento de celulose de 48,55%,
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reducdo de hemicelulose de 74,71% e aumento de lignina de 16,43%. A casca de
coco verde apresentou aumento de celulose de 23,38%, reducdo de hemicelulose de
72,27% e aumento de lignina de 62,26%. O cacto apresentou aumento de celulose de
35,39%, reducdo de hemicelulose de 76,77% e aumento de lignina de 37,72%. Além
disso, os materiais submetidos ao pré-tratamento PA utilizando o maior fator de
severidade (4,64) obteve-se composi¢do de celulose em cacto, casca de coco verde,
fibra de coco maduro e casca de coco maduro de 51,61%, 41,96%, 45,23% e 43,94%
(Tabela 4.4), respectivamente. Os materiais pré-tratados apresentaram reducédo de
hemicelulose, aumento de celulose e lignina. Segundo Ruiz et al. (2013), esses
aspectos séo estratégicos para o fracionamento do material, pois permitem solubilizar

a hemicelulose e enriquece o material de celulose e lignina.

Tabela 4.4. Composicdes e rendimentos dos materiais lignoceluldsicos pré-tratados
por PA. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco maduro; (C) Casca de coco
verde; (D) Cacto

Fase sdlida (%)

Ro Experimento Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

0,00 In natura 10000 £ 000 3218 =+ 012 2781 + 0,74 2502 + 001 331 * 002
2,76 1 92,74 + 050 3254 + 051 2915 + 046 2929 + 015 159 =* 007
3,24 2 8270 + 0,74 3386 + 037 1948 + 005 2820 * 025 160 + 016
3,46 3 8390 + 128 3459 + 021 1946 + 021 2666 * 041 260 + 0,16
3,94 4 90,80 + 042 3635 + 012 1741 + 003 2812 + 016 198 * 0,04
442 5 7541 + 033 4255 = 004 1667 + 012 2868 + 032 167 %= 019
4,64 6 76,89 + 087 4523 + 023 1386 + 006 2980 + 025 135 * 0,02
3,35 7 81,70 + 181 3452 + 056 1780 + 014 2701 = 020 118 + 0,03
4,05 8 8738 + 112 3998 + 024 1873 + 015 2837 * 040 253 + 007
3,83 9 8582 + 040 3953 + 015 1946 + 001 2744 + 008 202 + 002
3,83 10 8772 + 033 3985 + 015 1982 + 001 2748 + 008 246 + 003

Ro: fator de severidade
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Fase sdlida (%)

RO Experimento Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

0,00 In natura 10000 £ 000 2958 =+ 050 27,77 * 079 3104 + 010 384 = 008
2,76 1 9085 + 009 3035 + 017 2259 + 002 2913 + 047 155 * 011
324 2 8851 + 019 3250 =+ 052 3164 = 126 2753 = 049 082 * 020
3,46 3 8638 + 044 3253 + 027 3197 =+ 024 2923 *= 040 089 =+ 005
3,94 4 8763 = 059 3270 + 059 2649 = 049 3148 *= 022 068 * 006
442 5 6582 = 020 4121 + 011 1247 +* 015 3439 + 009 073 * 003
4,64 6 60,03 = 002 4394 =+ 053 701 * 005 3614 + 005 071 = 007
335 7 8956 + 031 3219 =+ 052 3029 = 017 2470 = 020 090 = 010
4,05 8 7392 + 047 3226 + 041 2166 + 053 3128 + 003 069 = 010
383 9 8306 + 0,15 3652 + 018 3249 + 013 2893 * 013 068 * 011
3,83 10 8356 + 084 3474 + 012 3004 + 009 2864 + 041 063 + 013

Ro: fator de severidade

Fase sdlida (%)

Ro Experimento Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

0,00 In natura 10000 + 000 3323 + 024 2914 + 022 2544 =+ 012 234 = 011
2,76 1 8943 + 140 3065 + 003 2140 + 004 3215 + 047 171 + 005
324 2 86,83 + 053 3207 + 008 21,10 + 007 3093 * 038 152 * 029
346 3 8444 + 036 3311 + 012 1987 + 004 3400 + 043 173 + 0,02
3,94 4 8646 + 0,72 3214 * 017 2111 + 001 3105 *= 032 0,70 + 042
442 5 7503 + 020 3857 + 010 1455 + 006 3758 + 010 106 =+ 023
4,64 6 6736 + 044 419 =+ 010 808 + 010 4128 + 087 122 %= 004
335 7 89,77 £ 160 3064 + 009 2107 + 004 3036 = 040 18 =+ 031
4,05 8 7645 + 113 3592 + 007 1683 + 011 3392 + 003 077 * 001
383 9 8256 + 054 3352 + 021 1930 + 012 3480 * 026 141 =+ 005
383 10 8238 + 160 3401 + 014 1922 + 022 3422 + 031 152 + 030

Ro: fator de severidade

Fase sdlida (%)

Ro Experimento Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

0,00 In natura 10000 £ 000 3812 =+ 0,75 2350 + 042 1951 + 013 564 * 021
2,76 1 6229 + 087 3959 =+ 017 1322 + 005 2673 + 023 937 * 022
3,24 2 5315 + 0,14 4043 + 018 1101 + 031 2387 * 031 1062 + 0,26
3,46 3 5271 + 078 3995 + 050 11,74 + 005 2690 + 031 1147 + 041
3,94 4 5614 + 085 3894 + 025 11,87 + 011 2212 + 021 1045 + 034
442 5 4292 + 128 4882 + 015 98 =+ 033 2711 = 008 1137 = 031
4,64 6 4233 + 047 5161 + 004 546 + 017 2687 = 006 1225 + 0,72
3,35 7 5665 + 0,09 3667 + 196 1289 + 003 2134 *= 026 11,30 = 0,29
4,05 8 4471 + 054 4365 + 052 1092 + 010 218 + 011 1034 + 0,16
383 9 4711 + 0,73 4265 + 105 1200 + 008 2189 * 035 1156 + 0,38
3,83 10 4681 + 065 4183 + 004 1145 + 013 2222 = 024 1089 + 0,76

Ro: fator de severidade

Segundo Ballesteros et al. (2002) o aumento na degradacdo da hemicelulose de
residuo agricola acontece em altas temperaturas e elevados tempos de residéncia,

portanto, os maiores fatores de severidades no pré-tratamento proporcionaram
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maiores reducdes de hemicelulose. Resultados similares foram obtidos neste trabalho.
Além disso, Kristensen et al. (2008) e Ruiz et al. (2013) relatam a relocalizagcdo da
lignina na superficie do material lignocelulésico promovido pelo pré-tratamento PA.
Assim, a acessibilidade das enzimas ao material pré-tratado é favorecido, aumentando
a hidrélise da celulose (Ruiz et al., 2013). Além das mudancas fisicas que melhoram a
hidrélise enzimatica, como o aumento da porosidade e da area superficial (Liu e

Wyman, 2005; Cybulska et al., 2010; Zhao et al., 2012).

4.3.1.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As imagens de MEV estdo apresentadas na Figura 4.7, as quais permitem
verificar os efeitos causados pelo pré-tratamento PA (200 °C e 50 min) sobre a casca
de coco verde (material selecionado para a producéo de etanol). A amostra de casca
de coco verde in natura apresentou superficie rigida, fibras intactas e altamente
ordenadas (Figura 4.7A). No entanto, a casca de coco verde pré-tratada por PA
mostra estrutura modificada, fibras separadas e desordenadas (Figura 4.7B).
Aparéncias similares foram obtidas pela casca de coco verde pré-tratadas por PHA e
PHA-PHS (conforme Figura 4.2: 2B e 2C). Essas caracteristicas estruturais podem
proporcionar maior susceptibilidade da casca de coco verde pré-tratada a hidrélise

enzimatica.

Figura 4.7. MEV da casca de coco verde. (A) Casca de coco verde in natura; (B)
Casca de coco verde pré-tratada por PA (200 °C e 50 min)

84



4.3.1.3. Analise da difragéo de raios-X e indice cristalinidade

A andlise de difracdo de raios-X e a determinagdo do indice de cristalinidade
foram realizadas na casca de coco verde in natura e pré-tratada visando analisar a
estrutura cristalina.

A casca de coco verde apresentou indice de cristalinidade no material in natura e
pré-tratada por PA (200 °C e 50 min) de 29,31% e 43,47%, respectivamente (Figura
4.8), mostrando aumento no indice de cristalinidade da casca de coco verde pré-
tratada por PA em relacdo ao material in natura. Esses resultados corroboram com os
resultados obtidos pela casca de coco verde pré-tratadas por PHA (49,18%) e PHA-
PHS (49,89%), os quais apresentaram aumento nos indices de cristalinidade dos
materiais pré-tratados em relacdo ao material in natura (29,31%). Além dos resultados
obtidos por Thompson e Chen (1992) sobre a madeira mista nativa pré-tratada por PA,
que resultou em indice de cristalinidade de 78,1%, 85,2% e 85,8%, nos materiais pré-
tratados a 240, 260 e 280 °C, respectivamente. A madeira mista nativa in natura
possui indice de cristalinidade de 71,6%. Recentemente, Xu et al. (2013) relataram
gue o pré-tratamento do material por PA proporciona reducdo de sélido, remocao da

parte amorfa, aumento da cristalinidade e area superficial.

In natura
Pré-tratada por PA

T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

2Theta

Figura 4.8. Difracao de raios-X da casca de coco verde in natura e pré-tratada por PA
(200 °C e 50 min)
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4.3.2. Planejamento experimental e analise estatistica

O planejamento experimental foi realizado com intuito de verificar as variaveis
que interferem no pré-tratamento dos materiais e influenciam no teor de celulose
contida nos materiais pré-tratados por PA. As condi¢des utilizadas no planejamento
experimental foram temperatura (160, 180 e 200 °C) e tempo (10, 30 e 50 min).

Os efeitos proporcionados pelo pré-tratamento PA sdo visualizados nos graficos
de Pareto (Figura 4.9A-D), onde se notam as influéncias das varidveis temperatura e

tempo sobre os materiais pré-tratados.

(1)Temperatura(L) 1370747 1 (4)Temperatura(L) 4909722
(2)TempoiL) 9706815 (2)TempoiL) : 3300894
1Lpor2L i 4952037 1Lpor2L 2427953
i 1361454 £
Tempo(Q) : Tempo(Q) 239705
Temperatura(Q) -150033 Temperatura(Q) 2045779
p=05 p=05
Efeitos estimados Efeitos estimados
{2)Tempo(L) , . 14 29021 (2)TempolL) 9.18963
13.70024 : 8918175
(1)Temperatura(L) (1)Temperatura(L) b
1Lpor2L = 7333247 1LporaL 1 6935128
i la13oser ; 407607
Temperatura(Q) H 806¢! Temperatura(Q) i e
209283 : 1350843
Tempo(Q) Tempo(Q) <
p=05 p=05

Efeitos estimados Efeitos estimados

Figura 4.9. Graficos de Pareto para os efeitos padronizados de temperatura e tempo
dos materiais pré-tratados por PA. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco
maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

De acordo com os resultados de ANOVA para o rendimento de celulose nos

materiais pré-tratados por PA (Tabela 4.4A-D), as variaveis lineares X; e X, séo

termos que possuem efeito significativo sobre as respostas de celulose em nivel de
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confianca de 95,0%. Tendo-se que os efeitos da temperatura e tempo sdo positivos
(Figura 4.10A-D). Os termos quadraticos X2 e a interagdo X;X, Sdo importantes para o
rendimento da celulose na fibra de coco maduro, e a quadratica X? e a interagdo X;X,

para a casca de coco verde, e as quadraticas XZ, X? e a interagcdo X;X, para o cacto

(Tabela 4.5A-D).

Tabela 4.5. ANOVA dos materiais pré-tratados por PA baseado no teor de celulose em
funcao da temperatura (X;) e tempo (X,). (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco
maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

A

Fonte Soma quadratica d.f Meédia quadratica Valor F Valor p
X; 89,17 1 89,17 187,89 0,00016 *
X7 44,71 1 1,06 2,25 0,20791
X 11,63 1 44,71 94,22 0,00063 *
X’ 1,06 1 6,20 13,06 0,02246 *
XX, 6,02 1 11,63 24,52 0,00775 *
Erro puro 1,89 4 0,47
Total 155,78 9

d.f.: grau de liberdade.

* 0s valores sao significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 65,49.

Ftabelado: 6,26.

B

Fonte Soma quadradtica  d.f Meédia quadratica Valor F Valor p
Xi 84,17 1 84,17 24,10 0,00798 *
X 14,61 1 14,61 4,18 0,11021
X, 38,04 1 38,04 10,89 0,02990 *
X* 20,06 1 20,06 5,74 0,07459
XX 20,58 1 20,58 5,89 0,07214
Erro puro 13,96 4 3,49
Total 186,56 9
d.f.: grau de liberdade
* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 9,89.
Ftabelado: 6,26.

C

Fonte Soma quadratica  d.f. Média quadratica Valor F Valor p
X 47,30 1 47,30 187,94 0,00016 *
X2 4,29 1 4,29 17,06 0,01448 *
X, 51,39 1 51,39 204,21 0,00013 *
X’ 1,10 1 1,10 4,37 0,10452
XX, 13,53 1 13,53 53,77 0,00184 *
Erro puro 1,00 4 0,25
Total 118,04 9

d.f.: grau de liberdade.

* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 93,63.

Ftabelado: 6,26.
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Fonte  Soma quadratica  d.f. Meédia quadratica Valor F Valor p
Xi 62,8302 1 62,8301 79,5338 0,00087 *
X 13,1251 1 13,1250 16,6144 0,01514 *
X, 66,7133 1 66,7133 84,4493 0,00077 *
X 10,2291 1 10,2291 12,9486 0,02279 *
XX 37,9949 1 37,9949 48,0960 0,00227 *
Erro puro 3,1599 4 0,7899
Total 190,7472 9
d.f.: grau de liberdade.
* 0s valores sao significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 47,50.
Ftabelado: 6,26.
B
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Figura 4.10. Gréficos de superficie de resposta e contorno dos materiais
lignocelulésicos pré-tratados por PA relacionado a variacéo de celulose (%) em funcao

da temperatura e tempo. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco maduro; (C)
Casca de coco verde; D) Cacto

O rendimento de celulose foi representado graficamente em fungdo da
temperatura e tempo (Figura 4.10) e apresentam aumento no rendimento de celulose

correlacionado aos aumentos de temperatura e tempo durante o pré-tratamento PA
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sobre os materiais. Nesse caso, observa-se maior porcentagem de celulose quando se
utiliza o cacto, os demais residuos apresentam resultados proximos entre si. Portanto,
as variaveis de temperatura e tempo influenciam no teor de celulose contida nos
materiais pré-tratados (conforme Figuras 4.9 e 4.10) e esses dados corroboram com
as composicdes quimicas dos materiais (conforme Tabela 4.4), observando-se que o
aumento na temperatura e tempo do pré-tratamento proporciona aumento no teor de
celulose no material, além de também promover reducéo da hemicelulose.

A analise de regressdo multipla e ANOVA dos dados experimentais foram
realizadas para o ajuste do modelo matemético. Os modelos em termos de valores
codificados (Tabela 3.1), expressos nas Equacdes 4.1 a 4.4 para a fibra de coco
maduro, casca de coco maduro, casca de coco verde e cacto, respectivamente, pré-

tratados por PA, em fungdo da temperatura (X;) e tempo (Xy).

Fibra de coco maduro = % Celulose = 39,28 + 3,85*X; — 0,67*X%

+2,73*X,— 1,63*X§ +1,70*X*X5 (RZ: 0,9878; Rzad,- =0,9725) (Equacédo 4.1)

Casca de coco maduro = % Celulose = 34,99 + 3,74*X, + 2,5*X%

+2,51%X,— 2,93*X2 + 2,26%X,*X, (R?= 0,9251; R = 0,9115) (Equagdo 4.2)

Casca de coco verde = % Celulose = 33,85 + 2,80*X;+ 1,35*X%

+2,92%X, — 0,68*X3 + 1,83*X,*X, (R°= 0,9914; R% = 0,9808) (Equacéo 4.3)

Cacto = % Celulose = 42,24 + 3,23*X,+ 2,37*X2+ 3,33*X, — 2,09*X3

+ 3,08*X,*X, (R’= 0,9834; R%; = 0,9627) (Equacao 4.4)

As Equacdes 4.1 a 4.4 revelaram que os modelos polinomiais de segunda ordem
representam adequadamente as respostas de rendimento de celulose com

coeficientes de determinacdo R% o gue indica que 98,8%, 92,5%, 99,4% e 98,3% da
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variabilidade de respostas poderiam ser explicadas pelos modelos. Esses valores

estdo de acordo com o coeficiente de determinacdo ajustado Rzad,- = 0,973, 0,912,

0,980 e 0,963.

A Figura 4.11 mostra os valores previstos versus valores observados pelo

modelo de aplicacdo por regressédo multipla e observa-se a boa qualidade do ajuste.

Walores Observadas

Valores observados

48 46
46 44 -~
P
a4 42
e -
az < 40 |
& g !
il 0. o]
2 40 3
g 5 2
w - w
£ £ =
2 P 2 . o o
o
6 / 24 o
o 9~ ~
34 & 3z
- =l
&
32 @ 20
o
30k 2%
30 32 24 36 38 40 42 44 46 48 28 30 32 3 36 38 4an 4z 44 46
c Valores observados Walores observados
44 54
52 -
a2 3 >
S0 e
-
40 - L
43 "o
2 38 e 46
kil
i w -
& 38 o g 44 &
g z .
s a °. B
= 42
> 34 ©.9 & o
p 2 e
G = 40 .
32 5 PO
p 23
o .
~a &
30 %
28 1 a4 2
] 30 32 £ 36 k] 40 42 s 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

54

Figura 4.11. Graficos de valores previstos versus valores observados de celulose (%)
oriundos dos materiais pré-tratados por PA. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de

coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

4.3.3. Caracterizacao dos licores

4.3.3.1. Composigao dos licores resultantes dos materiais lignocelulosicos pré-tratados

por PA

Os materiais submetidos ao pré-tratamento geraram uma suspensao aquosa e a

filtracdo dessa suspensdo foi separada nas fases solida e liquida (licor). Os licores
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resultantes da fibra de coco maduro, casca de coco maduro e casca de coco verde
pré-tratadas por PA apresentaram variacdes de pH de 32,48%, 37,62% e 30,77%,
respectivamente. Essas variacdes de pH no licor sdo oriundas do aumento da
severidade do pré-tratamento, gerando maior quantidade de acido acético. Os licores
do cacto pré-tratado por PA apresentaram baixa variacdes de pH (7,32%), entretanto,
os valores de pH dos licores do cacto foram préximos dos valores minimos de pH
encontrados nos demais materiais pré-tratados (Tabela 4.6), esse fato, indica a alta
sensibilidade do cacto aos fatores de severidade utilizados no pré-tratamento.

A fibra de coco maduro pré-tratada por PA apresentou as maiores concentragdes
de glicose, xilose, arabinose, acido acético, HMF e furfural nos licores de 0,13, 1,77,
1,09, 0,86, 0,09 e 0,76 g/L, respectivamente. Para a casca de coco maduro pré-tratada
por PA, obteve-se as maiores concentracbes de glicose, xilose, arabinose, acido
acético, HMF e furfural de 0,16, 1,90, 0,47, 1,29, 0,11 e 0,83 g/L, respectivamente.
Com relacdo a casca de coco verde pré-tratada por PA, obteve-se as maiores
concentracdes de glicose, xilose, arabinose, acido acético, HMF e furfural de 0,17,
3,03, 0,94, 1,18, 0,08 e 0,86 g/L, respectivamente. O cacto pré-tratado por PA,
forneceu as maiores concentracdes de glicose, xilose, arabinose, acido acético, HMF e
furfural de 2,87, 3,75, 1,29, 1,06, 0,54 e 0,94 g/L, respectivamente (Tabela 4.6). As
maiores concentracbes foram obtidas nos licores de cacto, indicando-se a maior

sensibilidade do cacto ao pré-tratamento PA.

91



Tabela 4.6. Composices dos licores obtidos dos materiais pré-tratados por PA. (A)
Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

Fase liquida (g/L)
Glicose Xilose Arabinose Acido acético HMF Furfural [GO] [XO] [ArO] [AcO]

Ro Experimento pH

2,76 1 58 013 116 011 0,25 000 010 039 180 122 279
324 2 500 012 117 0,30 0,12 002 016 044 244 151 347
3,46 3 470 013 122 0,67 0,37 004 018 043 268 199 284
3,94 4 480 012 120 0,39 0,32 003 018 045 259 142 284
4,42 5 430 013 146 1,09 0,60 009 032 058 48 153 300
4,64 6 3% 012 177 0,46 0,86 006 076 056 499 121 310
3,35 7 530 013 117 0,16 027 001 018 043 210 131 278
4,05 8 440 013 135 011 0,50 007 024 055 426 185 298
3,83 9 455 012 125 0,69 037 004 018 049 265 185 286
3,83 10 455 013 128 0,97 043 006 020 051 318 217 294

Ro: fator de severidade; HMF: hidroximetilfurfural; GO: glicooligossacarideos; XO: xilooligossacarideos;
ArO: arabinooligossacarideos; AcO: grupo acetil ligados aos oligossacarideos.

Fase liquida (g/L)
Glicose Xilose Arabinose Acido acético HMF Furfural [GO] [XO] [ArO] [AcO]

Ro Experimento pH

2,76 1 545 013 117 011 0,27 002 018 042 204 118 279
3,24 2 465 013 118 0,18 0,30 002 018 043 253 121 275
3,46 3 440 014 120 0,26 0,33 002 018 049 337 128 293
3,94 4 470 014 121 0,19 0,30 003 018 040 263 118 278
4,42 5 370 015 190 041 0,69 005 052 054 1652 120 439
4,64 6 340 016 141 0,36 129 011 083 061 1355 101 431
3,35 7 510 013 116 0,13 0,27 002 016 039 207 116 272
4,05 8 380 016 147 047 0,53 003 030 048 1135 115 383
3,83 9 420 014 123 0,32 0,37 002 019 045 685 124 3,08
3,83 10 415 014 124 0,34 0,37 002 021 050 552 127 312

Ro: fator de severidade; HMF: hidroximetilfurfural; GO: glicooligossacarideos; XO: xilooligossacarideos;
ArO: arabinooligossacarideos; AcO: grupo acetil ligados aos oligossacarideos.

Fase liquida (g/L)
Glicose Xilose Arabinose Acido acético HMF Furfural [GO] [XO] [ArO] [AcO]

Ro Experimento pH

2,76 1 520 013 115 0,16 0,33 001 016 038 185 124 278
324 2 445 013 118 0,40 0,29 002 016 046 292 164 288
3,46 3 415 013 121 0,56 032 002 018 051 415 223 305
3,94 4 425 013 120 0,39 0,30 002 018 049 327 160 289
442 5 380 014 179 0,93 0,62 005 038 061 115 120 393
4,64 6 360 017 303 0,53 118 008 086 065 1103 112 376
3,35 7 465 014 116 0,18 0,26 004 018 042 310 133 282
4,05 8 390 013 150 0,94 0,48 003 032 061 927 159 364
3,83 9 410 013 126 0,66 0,36 004 018 051 539 154 3,09
3,83 10 400 013 1728 0,70 0,38 004 020 055 568 167 315

Ro: fator de severidade; HMF: hidroximetilfurfural; GO: glicooligossacarideos; XO: xilooligossacarideos;
ArO: arabinooligossacarideos; AcO: grupo acetil ligados aos oligossacarideos.
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Fase liquida (g/L)
Glicose Xilose Arabinose Acido acético HMF Furfural [GO] [XO] [ArO] [AcO]

Ro Experimento pH

2,76 1 410 173 172 0,16 027 006 022 022 367 19 028
324 2 400 267 284 0,53 0,35 008 024 249 756 512 094
- 346 3 390 252 277 0,87 0,58 023 022 330 689 451 090
3,94 4 410 174 301 0,45 0,34 021 020 352 514 333 062
4,42 5 400 243 375 1,09 0,78 044 070 546 506 073 130
4,64 6 380 272 371 1,29 1,06 054 094 59 547 023 120
3,35 7 410 279 283 1,10 031 021 038 507 620 362 050
4,05 8 390 287 287 1,05 0,67 041 038 634 715 282 153
3,83 9 400 236 278 1,07 051 024 024 584 726 401 096
3,83 10 390 216 305 111 052 027 026 592 775 360 087

Ro: fator de severidade; HMF: hidroximetilfurfural; GO: glicooligossacarideos; XO: xilooligossacarideos;
ArO: arabinooligossacarideos; AcO: grupo acetil ligados aos oligossacarideos.

Os materiais pré-tratados por PA apresentaram correlagdes entre as reducdes
de pH dos licores e o aumento nas concentragdes de xilose, arabinose, acido acético,
HMF, furfural, GO (glicooligossacarideos), XO (xilooligossacarideos), ArO
(arabinooligossacarideos) e AcO (grupo acetil ligados aos oligossacarideos) nos
licores. Cybulska et al. (2010) relatam a importancia de se monitorar e controlar o pH
para maximizar a solubiliza¢do da fragdo hemicelulésica do material. Cara et al. (2007)
relataram a reducdo de pH dos licores oriundos de materiais pré-tratados por PA,
correlacionado ao aumento na concentracdo de produto da degradacdo da
hemicelulose (furfural). Esses resultados foram similares aos resultados obtidos neste
trabalho (Tabela 4.6).

Os licores da casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de coco
maduro apresentaram aumento nas concentracdes de xilose, arabinose, acido acético,
HMF, furfural, XO e AcO, consequentemente, maiores concentracbes de aclcares
totais quando submetidos aos maiores fatores de severidades. Além disso,
apresentaram maiores concentracdes de oligossacarideos em comparacdo aos
monossacarideos a partir do aumento do fator de severidade. Esses resultados
também sado correlacionados a reducao de pH do licor. Reduzida quantidade de
celulose ou hemicelulose foi degradada em GO oriundo da casca de coco verde, fibra
de coco maduro e casca de coco maduro. Resultados similares foram obtidos em

palha de centeio pré-tratada por PA (Gullén et al., 2010). Os licores de cacto
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apresentaram maiores concentracdes de aclcares monoméricos, acido acético, HMF,
furfural, GO e ArO relacionados ao aumento do fator de severidade. Esses resultados
também foram correlacionados a reducéo de pH.

Os oligossacarideos e monossacarideos presentes nos licores podem ser
utilizados em processos biotecnoldgicos e tecnolégicos, porém, possivelmente sera
necessario concentra-los. Moure et al. (2006) relatam a possibilidade de uso desses
aculcares nas industrias farmacéuticas e alimentares. Além da possibilidade de uso
desses acucares nas producBes de etanol e xilitol, porém, possivelmente sera
necesséria a etapa de hidrélise enzimatica sobre os oligbmeros. H4 também a

possibilidade de aproveitar o acido acético presente no licor.

4.3.4. Hidrolise enzimatica

Os materiais utilizados no processo de hidrélise enzimética foram selecionados
de acordo com o teor de celulose presente na fase soélida apos o pré-tratamento PA
(Tabela 4.4 e Figura 4.10). Dessa forma, foram selecionados os materiais submetidos
ao fator de severidade de Ry, = 4,64 (200 °C e 50 min), os quais resultaram na
composicao de celulose em cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca
de coco maduro de 51,61%, 41,96%, 45,23% e 43,94%, respectivamente (conforme
Tabela 4.4).

As conversodes de cacto, casca de coco verde, fibra de coco maduro e casca de
coco maduro em glicose foram 90,91% (0,43 g glicose/g material), 92,52% (0,43 ¢
glicose/g material), 84,10% (0,42 g glicose/g material) e 89,20% (0,43 g glicose/g
material), em 96 h de hidrélise enzimatica, respectivamente (Figura 4.12). Os
resultados obtidos nas hidrélises enziméticas dos materiais pré-tratados por PA foram
avaliados pela ANOVA e apresentaram diferenca significativa no nivel de confianca de

95,0%.
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Figura 4.12. Conversao em glicose dos materiais pré-tratados por PA (200 °C e 50
min). Os materiais pré-tratados estdo representados pelo icone preto e os materiais in
natura estao representados pelo icone branco

Os resultados apresentados na Figura 4.12 evidenciam acessibilidades dos
materiais pré-tratados por PA ao ataque enzimatico. E os resultados obtidos neste
trabalho corroboram com os resultados relatados por alguns autores, como Cybulska
et al. (2010) usando S. pectinata pré-tratada por PA (210 °C por 10 min), obtendo
conversao em glicose durante a hidrélise enzimatica de 97,96%, em 72 h. Romani et
al. (2010) usando E. globulus pré-tratado por PA (200 °C), obtendo conversdo em
glicose durante a hidrélise enzimatica de 65,0%, em 96 h. Ruiz et al. (2012) usando
palha de trigo pré-tratada por PA (180 °C por 30 min), obtendo conversdao em glicose
durante a hidrélise enzimatica de 90,88%, em 96 h. Manzanares et al. (2011) usando
residuos de poda de oliveira pré-tratada por PA (210 °C por 10 min), obtendo
conversdo em glicose durante a hidrélise enzimética de 65,0%, em 72 h. Ding et al.
(2012) usando a casca de coco submetida ao pré-tratamento térmico (autoclave a 121
°C durante 15 min), obtendo conversdo em acucares redutores durante a hidrélise
enzimatica de 0,12 g/g, em 48 h.

A casca de coco verde pré-tratada por PA apresentou maior conversao em
glicose durante a hidrolise enzimatica (92,52%), embora possua maior quantidade de

95



lignina entre os materiais utilizados (41,28%) (conforme Tabela 4.4), indicando a baixa
influéncia dessa lignina contida no material pré-tratado por PA. Fato esse, influenciado
pela relocalizacdo da lignina na superficie do material ocasionado pelo pré-tratamento
PA (Kristensen et al., 2008; Ruiz et al., 2013).

Além disso, a fibra de coco maduro pré-tratada por PA apresentou a menor
conversdo em glicose durante a hidrélise enziméatica em comparacdo aos demais
materiais utilizados (84,10%), porém a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS
(7,35% v/v de peroxido de hidrogénio em pH 11,5 por 1 h) apresentou a maior
conversao em glicose na hidrélise enziméatica em comparacao aos demais materiais
utilizados (76,21%). Esse fato evidéncia a necessidade de avaliar o material
lignocelulésico em mais de um pré-tratamento.

Em relacdo a taxa inicial de hidrélise (dG/dt), que ocorre nas primeiras 12 h
(concentracgéo de glicose versus tempo), mostrada na Figura 4.13, para a fibra de coco
maduro e casca de coco maduro foram 0,82 g/(L.h) e 0,91 g/(L.h), respectivamente. A
casca de coco verde e cacto tiveram a taxa inicial de hidrélise de 0,95 g/(L.h) e 1,03
g/(L.h), respectivamente. Esses materiais, quando pré-tratados por PHA-PHS (7,35%
v/v de peréxido de hidrogénio em pH 11,5 por 1 h) apresentaram maiores valores da
taxa inicial de hidrolise maxima (conforme Figura 4.6), sendo para a fibra de coco
maduro e casca de coco maduro de 1,49 g/(L.h) e 1,43 g/(L.h), respectivamente. Ja a
casca de coco verde e o cacto tiveram a taxa inicial de hidrélise de 1,28 g/(L.h) e 1,04
g/(L.h), respectivamente. Em comparacédo, Ruiz et al. (2012) relataram a taxa inicial de
hidrélise da palha de trigo pré-tratada por PA de 0,47 g/(L.h), utilizando 30 FPU/g de
celulose. Portanto, esses resultados demonstram a susceptibilidade dos materiais pré-
tratados por PA ao ataque enzimatico. Além disso, o cacto pré-tratado por PA
apresentou a maior taxa inicial de hidrélise, quando comparado aos demais materiais
pré-tratados por PA, porém consiste também no material com maior teor de celulose
(51,61%) e menor teor de lignina (26,87%), possibilitando assim, a maior concentracao
de glicose inicial.
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Figura 4.13. Taxa inicial de hidrélise dos materiais pré-tratados por PA (200 °C e 50 min)

4.4. Pré-tratamento hidrotérmico catalisado com hidroxido de sodio (PHCHS) sobre a
fibra de coco maduro visando a producéo de etanol
4.4.1. Caracterizacao da fibra de coco maduro in natura e pré-tratada
4.4.1.1. Composicao da fibra de coco maduro in natura e pré-tratada

As composicdes quimicas da fibra de coco maduro submetidas ao pré-
tratamento de PHCHS estdo apresentadas na Tabela 4.7, baseadas nas condi¢gfes
operacionais contidas na Tabela 3.3. A fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS
apresentou modificagdo na composicdo quimica, em comparagdo a fibra de coco
maduro in natura, observando-se aumento de celulose entre 28,40% e 131,20%,
reducdo de hemicelulose entre 43,22% e 69,04% e reducdo de lignina entre 8,27% e
89,13%. Portanto, a fibra de coco maduro pré-tratada apresentou aumento de
celulose, reducdo de hemicelulose e lignina na fase soélida, esses aspectos séo
estratégicos para o fracionamento da fibra de coco maduro pré-tratada e posterior
aplicacdo no contexto de biorrefinaria. O pré-tratamento da fibra de coco maduro
proporcionou reducdo na quantidade de sélido entre 39,48% e 78,36%, correlacionado
ao aumento das condi¢cbes operacionais. Em comparacéo, os experimentos realizados

com o pré-tratamento PA (200 °C por 50 min) sobre a fibra de coco maduro, obteve
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rendimento de solido de 76,89%, aumento de celulose de 40,55%, reducdo de
hemicelulose de 50,16% e aumento de lignina de 19,10% (conforme Tabela 4.4).
Esses resultados apresentam diferencas no rendimento de soélido e composi¢ao
guimica (celulose, hemicelulose e lignina) quando comparado aos resultados obtidos
pela fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS (conforme Tabela 4.7). Sendo
assim, o pré-tratamento PA foi efetivo na reducéo da fracdo hemicelulésica do material
e o pré-tratamento PHCHS foi efetivo nas reduc6es de hemicelulose e lignina, e
dependo das condi¢des operacionais, podendo também reduzir a fracédo celuldsica do
material.

Tabela 4.7. Composicdes e rendimentos da fase sélida da fibra de coco maduro pré-
tratada por PHCHS

Experimento Condiges Fase solida (%)
Temperatura (°C) Tempo (min) NaOH (%) | Rendimento  Celulose Hemicelulose Lignina Klason  Cinzas

In natura 10000 £ 000 32,18 + 012 2781 + 074 2502 + 021 331 * 032
1 160 10 10 6052 + 186 4625 + 015 1579 + 022 229 + 010 436 * 012
2 160 10 40 5453 + 053 4132 + 081 1249 + 085 2220 + 023 738 + 082
3 160 50 40 4836 + 188 4931 + 111 1288 + 017 1036 + 021 790 * 021
4 160 50 10 4893 + 042 5161 + 015 1472 + 043 914 + 019 710 * 039
5 200 10 10 5436 + 077 4878 * 036 1479 + 101 155 + 013 696 * 017
6 200 10 40 4314 + 092 5872 + 105 1371 + 043 1276 + 033 760 * 031
7 200 50 40 2164 + 039 7440 + 121 861 + 036 272 + 035 920 + 021
8 200 50 10 4309 + 106 5871 + 027 1123 + 043 506 + 084 850 * 016
9 180 30 25 4314 + 039 5639 + 002 1226 + 021 1200 + 011 830 + 011
10 180 30 25 4209 + 028 5644 + 030 1259 + 088 1172 + 010 829 * 037
11 160 30 25 4867 + 013 5431 + 031 1285 + 018 1262 + 011 888 + 012
12 200 30 25 4153 + 060 5876 + 031 1269 + 016 1134 + 033 811 + 004
13 180 10 25 4558 + 136 4819 + 117 1302 + 067 1275 + 021 735 + 011
14 180 50 25 3211 + 015 5570 + 054 1003 + 023 784 + 014 853 =+ 017
15 180 30 10 4587 + 013 538 + 058 1230 + 014 1260 + 028 7,07 + 019
16 180 30 40 4189 + 063 5702 + 033 1010 + 032 1144 + 011 815 + 026

Em trabalho recente, Kim e Han (2012) realizaram PHCHS sobre a palha de
arroz (5,0% m/m de hidréxido de sédio a 80 °C por 1 h), obtendo uma composicao da
fase sélida de 50,6% de celulose, 21,7% de hemicelulose e 9,5% de lignina, com
reducdo de 46,9% de lignina na palha de arroz pré-tratada. Rawat et al. (2013)
realizaram PHCHS (2,8% m/m de hidroxido de sodio a 94 °C por 1 h) em algodao
americano (Populus deltoide), obtendo reducdo de 12,7% de lignina, aumento de

26,15% de celulose e 14,2% de hemicelulose. Ding et al. (2012), realizaram o pré-

98



tratamento alcalino em casca de coco (5,0% m/v de hidréxido de sédio a 40 °C por 24
h), resultando na composicdo quimica de 36,87% de celulose, 22,63% de
hemicelulose e 36,76% de lignina. Esses resultados foram similares aos obtidos neste
trabalho. Além disso, de acordo com Ballesteros et al. (2002), as condicbes
operacionais mais elevadas de temperaturas e tempos proporcionardo maior reducao
de hemicelulose. E a reduc¢do da lignina presente no sélido aumenta linearmente com
0 aumento das condi¢cBes operacionais do pré-tratamento (concentracdo alcalina,

temperatura e tempo de reacao) (Kim e Han, 2012).

4.4.1.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A utilizacdo de MEV permitiu boa visualizacdo das alteracdes morfolégicas e
estruturais promovidas na fibra de coco maduro quando submetida ao pré-tratamento
PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sddio a 180 °C por 30 min). As micrografias da fibra
de coco maduro in natura e pré-tratada por PHCHS estdo apresentadas na Figura

4.14A-B.

AccV SpotMagn Det WD F——— 20ym
200kv 40 1000x SE 65

mag HV  |mode| det | WD HFW 100 um
1000x/ 500kV| SE |ETD|8.1 mm| 208 um SEMAT/UM 4

Figura 4.14. MEV da fibra de coco maduro. (A) Fibra de coco maduro in natura; (B)
Fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sédio a 180
°C por 30 min)
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A imagem de MEV indica que a fibra de coco maduro in natura mostra a
epiderme, limen e feixes vasculares intactos (Figura 4.14A). E o pré-tratamento
PHCHS proporcionou fissuras heterogéneas e dispersas em toda a fibra de coco
maduro (Figura 4.14B). O desenvolvimento dessas fissuras pode aumentar a area
superficial e facilitar a ruptura do material, sendo pré-requisito importante para
hidrélise enzimética da celulose e hemicelulose (Kim e Han, 2012). Resultado similar
foi obtido pela fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS (conforme Figura 4.2:
1C), e também relatados por Kim e Han (2012) e Rawat et al. (2013) usando palha de

arroz e madeira de alamo pré-tratadas por PHCHS, respectivamente.

4.4.1.3. Anédlise da difragéo de raios-X e indice cristalinidade

A andlise da difracdo de raios-X e a determinagdo do indice de cristalinidade
foram realizadas na fibra de coco maduro in natura e pré-tratada visando analisar a
estrutura cristalina.

A fibra de coco maduro in natura e pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de
hidréxido de sodio a 180 °C por 30 min) possuem indice de cristalinidade de 34,34% e
56,38%, respectivamente. Os resultados apresentaram aumento no indice de
cristalinidade da fibra de coco maduro pré-tratada em relagéo a fibra de coco maduro
in natura. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos pela fibra de coco
maduro pré-tratados por PHA (50,79%) e PHA-PHS (55,73%), que também
apresentaram resultados maiores nos indices de cristalinidade dos materiais pré-
tratados em relagdo a fibra de coco maduro in natura (34,34%). A Figura 4.15
apresenta a difracdo de raios-X da fibra de coco maduro in natura e pré-tratada por

PHCHS.
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Figura 4.15. Difracdo de raios-X da fibra de coco maduro in natura e pré-tratada por
PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sddio a 180 °C por 30 min)

4.4.2. Planejamento experimental e analise estatistica

O planejamento experimental foi realizado com intuito de verificar as variaveis
gque interferem no pré-tratamento da fibra de coco maduro e influenciam no teor de
celulose contida no material pré-tratado. As condi¢des utilizadas no planejamento
experimental foram temperatura (160, 180 e 200 °C), tempo (10, 30 e 50 min) e
concentracéo de hidroxido de sodio (1,0, 2,5 e 4,0%). Os efeitos proporcionados pelo
pré-tratamento PHCHS séo visualizados no grafico de Pareto (Figura 4.16) e notam-se
as influéncias das variaveis de temperatura, tempo e concentragdo de hidroxido de

sddio sobre a fibra de coco maduro.
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Figura 4.16. Grafico de Pareto para os efeitos padronizados de temperatura, tempo e
concentracao de hidroxido de sédio sobre a fibra de coco maduro pré-tratado por
PHCHS

O resultado da ANOVA para o rendimento de celulose contida na fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS indicam que os termos lineares X, X,, Xs € a interagado
X1 X3 tém efeito significativo sobre o rendimento da celulose em nivel de confianca de
95,0% (Tabela 4.8). Esses efeitos podem ser visualizados nos graficos de Pareto
(Figura 4.16). Observa-se que as variaveis de temperatura, tempo, concentracdo de
hidréxido de sédio e a interacdo temperatura-concentracéo de hidréxido de sédio sédo
importantes no nivel de confianca de 95,0% sobre o rendimento da celulose. Os

efeitos da temperatura, tempo e concentracdo de hidroxido de sodio sé&o positivos,

conforme pode ser visto na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Gréficos de superficie de resposta e contorno da fibra de coco maduro
pré-tratada por PHCHS. (A) Variacdo de celulose em fungcdo da temperatura e
concentracao de hidroxido de so6dio; (B) Variagcao de celulose em fungédo do tempo e
concentracao de hidréxido de sédio; (C) Variacao de celulose em fung¢éo do tempo e
temperatura
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Tabela 4.8. ANOVA da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS baseado no teor
de celulose em funcéo da temperatura (X), tempo (X,) e concentracéo de hidréxido de
sodio (Xg)

Fonte Soma quadratica d.f Média quadrdtica Valor F Valor p
X1 320,12 1 320,12 54,4420 0,00031 *
X, 3,63 1 3,63 0,61757 0,46185
Xz 215,57 1 215,57 36,6611 0,00092 *
X5 30,680 1 30,687 5,2187 0,06243
X3 46,61 1 46,61 7,9270 0,03053 *
X3 0,0163 1 0,0163 0,0027 0,95972
XXz 18,7578 1 18,7578 3,1900 0,12433
XiX3 134,890 1 134,8903 22,9397 0,00303 *
XoX3 8,7571 1 8,7571 1,4892 0,26811
Erro puro 35,2811 6 5,8801
Total 814,2037 15

d.f.: grau de liberdade.

* 0s valores sao significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 14,72.

Ftabelado: 4,10.

As superficies de resposta foram expressas como graficos tridimensionais de
modelos polinomiais de segunda ordem, como uma funcdo de duas varidveis que
influenciam fortemente. O rendimento de celulose foi representado graficamente em
funcdo da temperatura, tempo e concentracdo de hidroxido de sédio (Figura 4.17) e
mostraram que o aumento no rendimento de celulose esta correlacionado aos
aumentos da temperatura, tempo e concentracdo de hidroxido de sédio no pré-
tratamento PHCHS sobre a fibra de coco maduro. E esses dados corroboram com as
composi¢des quimicas da fibra de coco maduro pré-tratada (conforme Tabela 4.7),
observando-se que o aumento da temperatura, concentracao de hidréxido de sédio e
tempo no pré-tratamento proporciona aumento da celulose no material, além de
promover as reducdes de hemicelulose e lignina (conforme Tabela 4.7).

A andlise de regressdo mdultipla e ANOVA dos dados experimentais foram
realizadas para o0 ajuste do modelo matematico. O modelo em termos de valores
codificados (Tabela 3.3), expressos na Equacéo 4.5 representa a fibra de coco maduro
pré-tratada por PHCHS, em funcédo da temperatura (X,), tempo (X,) e concentracao de

hidréxido de sédio (X3).
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% Celulose = 55,70 + 5,65* X;+1,17*X23+ 4,64* X, — 3,41*X2
+2,15* X+ 0,078*X3+ 1,53 X*Xo+ 4,10 X;*X3 + 1,04 X,*X5 (Equacéo 4.5)

(R*= 0,9566; R,q = 0,8916)

O resultado da ANOVA apresentado na Equacdo 4.5 revela que o modelo
polinomial de segunda ordem representa adequadamente as respostas de rendimento
de celulose com coeficientes de determinacdo R? o que indica que 95,66% da
variabilidade de respostas poderiam ser explicadas pelo modelo. Esse valor esta de
acordo com o coeficiente de determinacdo ajustado Rzadj = 0,892. Além disso, os
valores previstos versus valores observados pelo modelo de aplicacdo por regresséo

multipla estdo apresentados na Figura 4.18 e evidéncia a boa qualidade do ajuste.
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Figura 4.18. Grafico de valores previstos versus valores observados de celulose (%)
oriunda da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS

4.4.3. Caracterizacao do licor
4.4.3.1. Composicao dos licores resultantes da fibra de coco maduro pré-tratada por
PHCHS

O licor foi separado por filtracdo da fase sélida contida na suspensao de fibra de
coco maduro pré-tratada por PHCHS, nas condicdes operacionais indicadas na Tabela
3.3 e apresentaram variacdes de pH entre 9,3 e 13,6 (Tabela 4.9). Esse aumento no
valor de pH esta correlacionado as elevacdes das condi¢cdes operacionais do pré-

tratamento (temperatura, tempo e concentracdo de hidroxido de soédio). O pré-
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tratamento da fibra de coco maduro apresentou correlacdo entre 0 aumento de pH e o
aumento da concentracdo de glicose, hemicelulose, HMF, furfural e compostos
fendlicos totais presente nos licores. Além disso, as maiores concentracdes de glicose,
hemicelulose, HMF e furfural nos licores da fibra de coco maduro pré-tratada por
PHCHS foram 4,09, 18,87, 0,21 e 0,47 g/L, respectivamente (Tabela 4.9). Esses
acucares, compostos fendlicos totais e a lignina contidos nos licores podem ser
utilizados em processos biotecnoldgicos e tecnolégicos.

Tabela 4.9. Composicao do licor, lignina recuperada e compostos fendlicos oriundos
da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS

Experimento pH Material Lignina Fase liquida (g/L)

solubilizado (%) recuperada (%) Lignina recuperada Compostos fendlicos Glicose Hemicelulose HMF Furfural
1 116 3948 8527 + 044 854 + 009 749 + 020 1,36 1181 014 030
2 132 4547 8464 + 050 984 + 004 902 + 007 089 15,06 017 038
3 133 51,64 8835 + 026 1591 + 013 1118 + 003 1,66 14,68 017 037
4 93 51,07 857 + 08 1601 + 011 1252 + 001 1,88 1287 015 032
5 99 45,65 8892 + 128 1326 + 001 118 + 018 161 1280 015 032
6 129 56,36 8931 + 016 1569 + 004 1242 + 045 257 1386 016 035
7 131 78,37 8788 + 068 1932 + 014 1752 + 007 4,09 1887 021 047
8 130 56,91 8810 + 04 1811 + 008 1709 + 020 2,57 16,30 018 041
9 130 56,36 8879 + 049 1586 + 013 1463 + 002 235 1528 017 038
10 130 5792 8366 + 041 1603 + 004 1431 + 002 2,35 14,96 017 037
11 130 51,34 8814 + 100 1498 + 013 1217 + 010 2,14 1471 017 037
12 127 5847 8990 + 050 1643 + 010 1450 + 027 257 14,86 017 037
13 133 54,42 8340 + 071 1528 + 013 1439 + 002 1,55 14,55 016 036
14 129 67,89 9110 + 145 1845 + 013 1607 + 003 2,28 1748 019 04
15 9,6 54,13 8581 + 083 148 + 011 1155 + 005 2,10 15,25 017 038
16 136 58,11 8512 + 051 1550 + 013 1149 + 006 241 1741 019 04

4.4.3.2. Compostos fendlicos totais presente nos licores da fibra de coco maduro pré-
tratada por PHCHS

O pré-tratamento PHCHS promove a deslignificacdo do material, tornando-se
importante determinar os compostos fendlicos totais presente no licor e avaliar a
possibilidade de recupera-los e emprega-los em processos tecnolégicos, por exemplo,
como antioxidantes em aditivos alimentares (Garrote et al., 2004) ou utiliza-los em
bioprocesso, desde que seja analisado o potencial inibitério dos compostos fendlicos

presente no licor.
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Neste sentido, os licores derivados do pré-tratamento PHCHS da fibra de coco
maduro resultaram entre 7,49 e 17,52 g/L de compostos fendlicos totais (compostos
fendlicos totais entre 74,9 e 175,2 mg/g de material seco) (conforme Tabela 4.9). Em
trabalho realizado por Faustino et al. (2010), analisando licor negro de E. globulus
submetido ao pré-tratamento kraft, obteve-se compostos fendlicos totais entre 91,6 e
293,5 mg/g de material seco, ou seja, os resultados obtidos no presente trabalho estdo

na mesma faixa dos resultados apresentados por Faustino et al. (2010).

4.4.3.3. Precipitacdo acida da lignina insoltivel presente nos licores da fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS

A etapa de pré-tratamento realizado nos materiais lignocelulésicos podera
resultar na liberagdo da lignina (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Almeida et al.,
2007; Luo et al., 2010; Ghatak, 2011; Wetterlund et al., 2012) e a recuperacdo dessa
lignina contida no licor permitira emprega-la em processos tecnoldgicos, por exemplo,
na producgédo de resina (Kadam et al., 2008), espuma de poliuretano, resinas fendlicas
e epodxi, como fonte de fenol e de etileno (Goncgalves e Benar, 2001; Lora e Glasser,
2002; Alonso et al., 2004; Tejado et al., 2007), formulacdes de polimeros (Bittencourt
et al., 2005; Fernandes et al., 2006), convertida em gas de sintese (Fang et al., 2009;
Ohrman et al., 2013) e na producdo de aditivo para biocombustiveis renovaveis a partir
do processo de ozondlise da lignina (Chuck et al., 2013). Além disso, a lignina podera
ser queimada para fornecer calor e energia (Fang et al.,, 2009). Sendo assim, a
precipitacao acida consiste no método mais comum para recuperar a lignina presente
no licor (Ghatak, 2008).

Nesse contexto, os licores derivados do pré-tratamento PHCHS sobre a fibra de
coco maduro tiveram adicdo acida e a recuperagdo dos compostos precipitados,
resultando em 8,54 a 19,32 g/L de lignina, com rendimento de lignina recuperada em
até 91,1% (conforme Tabela 4.9). Em comparacdo, Egliés et al. (2012) realizaram a

recuperacao de lignina em licor de residuo de milho (material contendo 17,18% de
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lignina Klason) pré-tratado por PHCHS (160 °C e 75 min, na relacéo de sdlido/liquido
de 1:20 e solubilizagcdo de 39,75% do residuo de milho), o que resultou na
recuperacao de 2,5 g/L de lignina. Schorr et al. (2014) realizaram a recuperacéo de
lignina dos licores fornecidos pelas industrias de papel e celulose, Kruger
Wayagamack e Domtar Windsor, resultando em rendimento de lignina recuperada de
65,0% e 68,0%, respectivamente. Esses resultados relatados por Egiliés et al. (2012) e
Schorr et al. (2014) apresentaram valores inferiores aos resultados obtidos neste
trabalho, indicando assim, o potencial de recuperacdo da lignina contida no licor da

fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS.

4.4.3.4. Caracterizagdo da lignina presente no licor da fibra de coco maduro pré-

tratada por PHCHS

4.4.3.4.1. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As analises foram realizadas por espectroscopia de infravermelho, com a
finalidade de obter informagédo dos grupos quimicos presentes na lignina (Sun et al.,
2013). Os espectros de FTIR da lignina recuperada da fibra de coco maduro pré-
tratada e da lignina padrao estdo apresentadas na Figura 4.19. Os espectros de FTIR
foram realizados na regido entre 500 e 4000 cm™.

Os espectros apresentam uma banda larga em comprimento de onda de 3396 a
3381 cm™ devido aos grupos alifaticos e fendlicos, seguido por bandas de
alongamento de CH em grupos metil e metileno (entre o comprimento de onda de
2962 e 2874 cm™), as bandas em comprimento de onda de 1604, 1516 e 1495 cm™
sdo atribuidas as vibragdes das estruturas aromaticas, e o pico no comprimento de
onda de 1495 cm™ foi mais acentuado na lignina recuperada da fibra de coco maduro
pré-tratada por PHCHS. O comprimento de onda de 1454 cm™ é atribuido as
deformacdes de CH e as vibragbes do anel aromatico, o comprimento de onda de

1440 cm™ é atribuido as vibracdes das estruturas aromaticas, o comprimento de onda
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de 1331 cm™ é atribuido ao anel siringil com alongamento de CO, o comprimento de
onda de 1284 cm™ é atribuido ao anel guaiacil com alongamento de CO e o
comprimento de onda de 1039 cm™ é atribuido ao guaiacil aromatico de CH e a
deformacdo de CH do &lcool primario, esses comprimentos de onda foram mais
acentuados na lignina recuperada da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS. E
a auséncia do pico em comprimento de onda de 1739 cm™ é atribuida ao alongamento

de CO que se estende da cetona ndo conjugada, carbonila e grupos éster, indicando a

presenca de hidroxicinamatos, tais como p-cumarato e p-ferulato (Sun et al., 2000).

---- Lignina padrao
100 —— Lignina da fibra de coco maduro pre-tratada

Transmitancia (%)

T y T y T y T y T y T y y 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

50

Comprimento de onda (cm™)

Figura 4.19. FTIR da lignina padrdo e da lignina recuperada da fibra de coco maduro
pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de hidroxido de sédio a 180 °C por 30 min)

Os picos em comprimento de onda de 1170 e 1164 cm™ ndo foram observados
nos espectros das ligninas. Segundo Tan et al. (2009), essa auséncia de picos indica
auséncia de enxofre na lignina e torna-se uma caracteristica importante, pois a

presenca de enxofre na lignina consiste em um contaminante e interfere no seu

aproveitamento.
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4.4.3.4.2. Analise termogravimétrica (TGA) da lignina

A estabilidade térmica da lignina recuperada foi investigada pelo método TGA e
esta apresentada na Figura 4.20. Os perfis de degradacdo da lignina padrédo e da
lignina recuperada do licor da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS foram
similares. Em geral, o comportamento da decomposicdo térmica das amostras de
lignina pode ser dividido em trés fases. A primeira fase (de 25 a 150 °C) envolve a
desidratacdo da lignina, devido a absorcao de agua pela lignina. A amostra de lignina
contém quantidade de agua entre as ligacdes, cuja evaporagcdo ocorre a temperaturas
superiores a 100 °C, o que indica uma forte interagdo entre a molécula de agua e os
grupos hidroxilas presente nas amostras de lignina. A préxima etapa ocorre até 350 °C
e envolve as fragmentagfes de ligagOes internas entre as unidades de lignina e os
principais produtos dessa etapa sdo o coque, acidos organicos e compostos fendlicos
juntamente com produtos gasosos (Rencoret et al., 2009). Na dltima etapa (mais de
350 °C), ocorre a degradacgédo pirolitica da lignina, decomposi¢cao e condensac¢édo dos
anéis aromaticos (Yang et al.,, 2007). Os pesos residuais a 600 °C da lignina
recuperada da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS e a lignina padrao foram
55,68% e 56,71%, respectivamente. Em recente trabalho, Schorr et al. (2014)
realizaram TGA em ligninas oriundas de licores fornecidos pelas industrias de papel e
celulose, Kruger Wayagamack e Domtar Windsor, obtendo pesos residuais da lignina
a 600 °C de 50,0% e 48,0%, respectivamente, ou seja, o resultado obtido no presente

trabalho esta proximo dos resultados apresentados por Schorr et al. (2014).
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Figura 4.20. TGA da lignina padréo e da lignina recuperada do licor da fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sodio a 180 °C por 30 min)

4.4.4. Hidrolise enzimatica

A hidrolise enzimatica foi realizada para avaliar a digestibilidade da fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS quando submetida ao ataque enzimético.

A conversdo da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de
hidroxido de sddio a 180 °C por 30 min) em glicose foi 90,72% (0,54 g glicose/g
material), em 96 h de hidrélise enzimatica (Figura 4.21). Esse resultado demonstra a
acessibilidade da fibra de coco maduro pré-tratada ao ataque enzimatico. Em
comparacéo, a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS (7,35% v/v de peréxido
de hidrogénio em pH 11,5 por 1 h), obteve conversao em glicose de 76,21%, em 96 h
de hidrélise enzimatica (conforme Figura 4.5) e a fibra de coco maduro pré-tratada por
PA (200 °C por 50 min), obteve conversado em glicose de 84,10%, em 96 h de hidrélise
enzimatica (conforme Figura 4.12). Esses resultados evidenciam a maior conversao da
fibora de coco maduro pré-tratada em glicose quando submetida ao pré-tratamento
PHCHS. Em recente trabalho, Rawat et al. (2013) utilizaram a polpa de madeira pré-
tratada por PHCHS (2,8% m/m de hidréxido de sédio a 94 °C por 1 h), obtendo

conversao em glicose durante a hidrélise enzimatica de 41,5%, em 48 h. O E. grandis
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pré-tratado por explosdo a vapor catalisado por hidroxido de sdédio (7,0% m/m de
hidréxido de sddio a 210 °C por 9 min), resultando na conversédo em glicose durante a
hidrélise enzimatica de 65,55%, em 72 h (Park et al.,, 2012). A palha de arroz pré-
tratada por PHCHS (5,0% m/m de hidréxido de sodio a 80 °C por 1 h), resultando em
uma conversdo em glicose durante a hidrélise enzimética de 78,70%, em 72 h (Kim e
Han, 2012). Além disso, Barcelos et al. (2013) realizaram pré-tratamento PHCHS em
bagaco de cana-de-acucar (1,0 M de hidroxido de sédio a 121 °C por 30 min),
chegando a uma composicao quimica da fase soélida de 73,74% de celulose, esse
material gerou durante a hidrélise enzimatica, 40,4 g/L de glicose (50,0% de

rendimento), em 24 h.

100 -
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Figura 4.21. Conversao em glicose da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS
(2,5% v/v de hidroxido de so6dio a 180 °C por 30 min). O material pré-tratado esta
representado pelo icone preto e o material in natura esta representado pelo icone
branco

A taxa inicial de hidrélise méaxima (dG/dt), que ocorre nas primeiras 12 h
(concentragéo de glicose versus tempo), mostrada na Figura 4.22 para a fibra de coco
maduro foi 1,27 g/(L.h). Em comparacdo, a taxa inicial de hidrolise da fibra de coco

maduro pré-tratadas por PHA-PHS e PA foram 1,49 e 0,82 g/(L.h) usando 30 FPU/g

de material, respectivamente (conforme Figuras 4.6 e 4.13). Esses resultados
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demonstram a susceptibilidade da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS ao
ataque enzimatico. Além disso, Rawat et al. (2013) relataram a taxa inicial de hidrélise
da madeira de alamo pré-tratada por PHCHS de 1,67 g/(L.h), utilizando 15 FPU/g de

celulose.

L

14 4
.~
12 4 dG/dt= 1.27 g/(L.h)

Glicose (g/L)
oo
1

0 6 12 18
Tempo (h)

Figura 4.22. Taxa inicial de hidrélise da fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS
(2,5% v/v de hidroxido de sddio a 180 °C por 30 min)

4.5. Materiais lignoceluldsicos pré-tratados por organosolv usando etanol alcalino
(POEA) visando a producao de etanol

4.5.1. Caracterizacdo dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados

4.5.1.1. Composicao dos materiais lignoceluldsicos in natura e pré-tratados

As composic¢des quimicas da fragdo sélida dos materiais estdo apresentadas na
Tabela 4.10, baseadas nas condi¢cfes operacionais contidas na Tabela 3.4.

Os materiais pré-tratados por POEA apresentaram mudancas nas composicdes
guimicas, em comparagao aos materiais in natura. A fibra de coco maduro apresentou
aumento de celulose entre 9,26% e 97,01%, reducédo de hemicelulose entre 10,03% e
77,09%, aumento de lignina em até 0,80% e reducdo de lignina em até 64,27%. A
casca de coco maduro apresentou aumento de celulose entre 23,46% e 121,67%,

reducdo de hemicelulose entre 6,77% e 73,75% e reducdo de lignina entre 20,39% e
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78,22%. A casca de coco verde apresentou aumento de celulose entre 21,70% e
107,37%, reducdo de hemicelulose entre 10,95% e 76,36% e reducao de lignina entre
12,22% e 69,18%. O cacto apresentou aumento de celulose entre 10,13% e 90,63%,
reducdo de hemicelulose entre 3,96% e 67,19% e reducgdo de lignina entre 10,40% e

76,42%.

Tabela 4.10. Composi¢fes e rendimentos dos materiais lignoceluldsicos pré-tratados
por POEA. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco maduro; (C) Casca de coco
verde; (D) Cacto

. Condicdes Fase sélida (%0)
Experimento - - — -
Temperatura (°C) Etanol (%) Tempo (min)| Rendimento Celulose Hemicelulose LigninaKlason  Cinzas

In natura 100,00 + 0,00 32,18 + 0,12 27,81 + 0,74 2502 + 0,01 3,31 = 0,02
1 160 40,0 10 89,25 + 1,16 3516 + 0,18 2502 + 0,29 2522 + 044 297 + 018
2 160 40,0 60 7364 + 1,07 4582 + 047 20,87 + 1,10 20,02 + 0,96 332 + 0,05
3 160 80,0 60 7443 + 239 47,72 + 120 17,26 + 2,09 16,78 + 0,10 3,26 * 0,09
4 160 80,0 10 78,13 + 053 39,84 + 0,11 2228 + 1,05 1984 + 0,39 315 + 0,14
5 200 40,0 10 7492 + 154 5475 + 021 735 * 0,13 1597 + 027 324 + 0,04
6 200 40,0 60 64,77 + 033 60,65 + 1,33 667 + 033 1046 + 2,06 354 + 0,05
7 200 80,0 60 62,89 + 050 6340 + 021 637 + 031 894 =+ 0,18 365 + 0,02
8 200 80,0 10 75,18 + 1,18 57,04 + 0,11 698 =+ 0,18 1428 = 021 321 * 0,29
9 180 60,0 35 66,75 + 0,10 46,64 + 0,28 17,71 + 0,12 1442 + 0,11 320 + 0,18
10 180 60,0 35 67,27 + 137 47,10 + 1,10 17,30 + 042 1413 + 0,16 3,20 + 0,05
11 160 60,0 35 7134 + 048 4101 + 1,09 2347 + 1,08 2272 + 040 3,05 + 0,07
12 200 60,0 35 64,07 + 034 5841 + 035 6,73 + 108 1422 * 0,18 3,27 = 0,07
13 180 40,0 35 66,84 + 0,39 4572 + 0,23 14,68 + 033 1823 * 031 3,28 * 0,07
14 180 80,0 35 71,39 + 0,21 5509 + 0,20 14,81 + 042 12,10 + 054 328 + 0,06
15 180 60,0 10 72,88 + 1,07 4236 + 0,30 1889 + 0,34 16,80 + 0,21 323 + 0,06
16 180 60,0 60 69,94 + 048 56,11 + 0,25 10,47 + 0,28 11,68 + 0,10 315 * 0,14
. Condicdes Fase sélida (%0)

Experimento - - — -
Temperatura (°C) Etanol (%) Tempo (min)| Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

In natura 100,00 + 0,00 29,58 + 050 27,77 + 0,79 31,04 + 0,10 3,84 + 0,08
1 160 40,0 10 79,75 + 031 36,52 + 0,15 2589 + 1,26 24,71 + 0,11 343 * 0,10
2 160 40,0 60 7311 + 2,02 4738 + 0,81 2162 + 087 20,14 + 039 3,84 + 0,06
3 160 80,0 60 7515 + 0,39 49,38 + 1,11 17,89 + 0,75 1222 + 0,27 3,77 + 011
4 160 80,0 10 77,78 + 0,70 44,97 + 0,15 23,09 + 0,74 10,99 + 0,16 3,65 * 0,16
5 200 40,0 10 7164 + 060 56,71 + 0,36 7,67 + 0112 1754 + 0,19 375 * 035
6 200 40,0 60 64,75 + 0,40 62,80 + 1,056 699 + 029 1466 + 0,11 410 + 011
7 200 80,0 60 61,19 + 1,05 6557 + 1,21 667 + 032 676 * 056 422 + 021
8 200 80,0 10 70,57 + 082 60,88 + 0,27 729 + 018 10,17 + 0,13 434 * 0,14
9 180 60,0 35 68,64 + 046 4821 + 0,02 1836 + 0,13 1401 + 059 3,70 * 0,19
10 180 60,0 35 68,49 + 1,37 4865 + 0,30 17,93 + 044 1359 = 0,68 3,70 + 0,26
11 160 60,0 35 7441 + 029 4238 + 0,31 2430 + 1,06 1460 + 0,09 352 * 0,17
12 200 60,0 35 65,30 + 0,79 60,36 + 0,31 7,04 + 038 1329 + 0,14 378 + 0,17
13 180 40,0 35 69,73 + 122 47,66 + 0,17 1522 + 040 1473 + 0,16 3,80 * 0,28
14 180 80,0 35 71,03 + 028 57,03 + 054 1536 + 042 975 + 0,14 379 + 0,26
15 180 60,0 10 75,65 + 041 4391 + 0,58 1957 + 0,37 1469 = 024 373 + 017
16 180 60,0 60 69,54 + 049 58,07 + 0,33 10,90 + 0,29 1341 + 046 364 + 015
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. Condicoes Fase sdlida (%)
Experimento - - — -
Temperatura (°C) Etanol (%) Tempo (min)| Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

In natura 100,00 + 0,00 3323 + 0,24 29,14 + 022 2544 + 0,12 234 + 011
1 160 40,0 10 84,73 + 1,86 40,44 + 0,17 2595 + 0,27 2233 + 0,27 3,04 + 0,19
2 160 40,0 60 73,15 + 053 49,85 + 0,30 2167 + 0,17 1776 + 0,23 340 + 025
3 160 80,0 60 7250 + 1,88 51,97 + 0,35 17,90 + 0,29 1444 + 0221 3,34 + 0,09
4 160 80,0 10 7755 * 0,42 4350 + 1,16 23,10 + 0,17 1755 * 111 323 + 0,15
5 200 40,0 10 69,69 + 0,77 5954 + 046 7,78 + 0,14 1433 + 0,11 332 + 0,04
6 200 40,0 60 6498 + 092 6591 + 048 718 + 033 932 =+ 017 362 + 0,05
7 200 80,0 60 57,63 + 0,39 6891 + 033 689 * 032 784 =+ 017 3,73 = 0,02
8 200 80,0 10 66,75 + 1,06 61,93 + 0,16 743 + 0,20 1255 * 0,17 329 + 0,03
9 180 60,0 35 67,76 = 0,39 50,71 + 024 1841 * 0,13 12,75 = 0,11 327 = 0,02
10 180 60,0 35 68,02 + 0,28 51,29 + 0,17 17,96 + 046 1253 * 039 328 + 0,05
11 160 60,0 35 7094 * 0,13 44,65 =+ 0,18 2440 + 0,16 20,07 + 044 3,12 + 0,03
12 200 60,0 35 64,60 *+ 0,60 6345 + 0,17 724 + 0,18 1266 * 0,12 335 * 0,17
13 180 40,0 35 6791 + 1,36 49,78 + 0,30 1504 + 024 16,23 + 0,13 3,36 + 0,07
14 180 80,0 35 70,80 + 0,15 59,90 + 0,34 1527 + 044 1073 + 0,27 3,36 + 0,16
15 180 60,0 10 7480 * 0,13 46,18 + 1,22 1968 + 0,37 1461 * 029 330 * 0,26
16 180 60,0 60 66,95 + 0,63 60,98 + 0,29 11,01 + 031 1007 + 0,10 322 + 0,14
. Condigoes Fase sélida (%)

Experimento - - — -
Temperatura (°C) Etanol (%) Tempo (min)| Rendimento Celulose Hemicelulose Lignina Klason Cinzas

In natura 100,00 + 0,00 38,12 + 0,75 23,50 + 042 1951 + 0,13 564 + 0,21
1 160 40,0 10 82,60 + 1,14 4198 + 115 2257 + 024 1748 + 043 6,36 + 023
2 160 40,0 60 75,69 + 0,36 52,16 + 0,28 18,76 + 1,06 1683 *+ 0,17 7,38 + 0,12
3 160 80,0 60 70,15 + 1,12 54,46 + 051 1545 + 0,28 1225 + 0,24 790 + 0,11
4 160 80,0 10 76,46 + 0,23 4537 + 0,17 20,09 + 0,16 11,04 + 1,15 7,10 + 0,09
5 200 40,0 10 70,98 + 1,29 6261 + 035 836 + 011 1762 + 023 696 + 0,07
6 200 40,0 60 60,98 + 0,24 6751 + 064 784 * 017 1471 + 048 7,60 + 031
7 200 80,0 60 61,50 + 1,06 7267 + 035 7,71 + 028 460 * 047 920 + 0,16
8 200 80,0 10 70,89 + 0,19 6532 + 1,17 802 + 017 69 =+ 113 850 + 0,36
9 180 60,0 35 59,56 + 0,99 5320 + 0,38 1585 + 0,12 1407 + 044 830 + 111
10 180 60,0 35 60,25 * 0,25 5355 + 0,18 1542 + 040 1361 + 029 829 + 027
1 160 60,0 35 69,83 + 0,76 46,68 + 0,20 21,17 + 0,26 1465 + 0,12 888 + 0,18
12 200 60,0 35 56,82 + 0,96 66,78 + 0,14 800 * 027 1332 + 039 811 + 1,04
13 180 40,0 35 62,97 + 0,33 52,16 + 0,32 1306 + 027 1479 + 024 735 + 011
14 180 80,0 35 70,24 + 0,85 5529 + 0,36 1318 + 0,38 9,76 * 0,17 853 + 017
15 180 60,0 10 7391 + 1,02 4822 + 021 1694 + 033 1473 + 0,27 7,07 + 0,19
16 180 60,0 60 61,12 + 2,13 58,36 + 0,29 922 + 0,26 1346 + 0,16 815 + 026

Os materiais pré-tratados apresentaram aumento de

celulose, reducgéo

de

hemicelulose e lignina, exceto em um experimento usando a fibra de coco pré-tratada

que apresentou aumento de lignina de 0,80%. Resultados similares foram encontrados

por alguns autores, como Pan et al. (2008), que realizaram pré-tratamento organosolv

utilizando etanol (POE) em pinheiros (65,0% v/v de etanol e 1,10% m/m de acido

sulfarico a 187 °C por 1 h), o Pinus contorta infectado por Dendroctonus ponderosae

apresentou aumento de celulose de 72,49% e reducao de lignina de 57,08%, o Pinus

contorta saudavel apresentou aumento de celulose de 75,40% e reducao de lignina de
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41,37%, quando comparado ao material in natura. Ruiz et al. (2012) realizaram POEA
em palha de trigo (40,0% v/v de etanol e 0,1% m/v de hidréxido de sédio a 180 °C por
20 min), inicialmente pré-tratada por PA (180 °C por 30 min). A palha de trigo pré-
tratada resultou no aumento de celulose de 19,9%, reducdo de hemicelulose de
15,43% e reducédo de lignina de 39,87%. Hu et al. (2012) realizaram POE sobre a
Panicum virgatum (25,0% v/v de etanol e 0,9% m/m de 4cido sulfarico a 180 °C por 1
h), resultando no aumento de celulose de 93,45%, reducdo de hemicelulose de 45,0%
e reducdo de lignina de 32,81%. Garrote et al. (2003) realizaram POE em E. globulus
(temperatura, tempo e concentracdo de etanol utilizados em diferentes experimentos a
partir do planejamento experimental, em condi¢des de 145, 160 e 175 °C; 40, 80 e 120
min; 40,0, 55,0 e 70,0%, respectivamente), obtendo rendimento de sélido entre 66,4%
e 89,9%. E a composi¢cdo quimica de E. globulus pré-tratado ficou entre 67,62% e
81,39% de celulose, entre 4,84% e 7,79% de hemicelulose e entre 8,84% a 18,13% de
lignina. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos pelos materiais
submetidos ao pré-tratamento POEA, com o aumento de celulose, redugédo de
hemicelulose e lignina no material.

No presente trabalho foram observados os efeitos relatados por Ballesteros et al.
(2002), referente ao aumento na degradacao da hemicelulose em altas temperaturas e
elevados tempos de residéncia. E também os efeitos relatados por Kim e Han (2012),
referente & reducdo da lignina correlacionado ao aumento linear das condi¢des
operacionais do pré-tratamento. Alfaro et al. (2009) relataram que a susceptibilidade
dos diferentes materiais lignoceluldsicos ao processo de deslignificagdo depende das
caracteristicas estruturais e do contetdo de lignina (unidades de siringil e guaiacil). A
reducdo da lignina contida na fase sélida pode proporcionar menor efeito inibitério as
enzimas e menor adsorcao das enzimas pela lignina durante a etapa de hidrélise (Ruiz
et al., 2011), proporcionando reducdo da recalcitrdncia do material, a partir das
mudangas na estrutura e conteudo da lignina residual contida no material pré-tratado
(Hu et al., 2012). Segundo Siqueira et al. (2013), a remoc¢&do da lignina facilita a
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hidrélise enzimatica do material lignocelulésico, porém ndo ha necessidade da
remocdo completa da lignina no material para hidrolisar mais de 80,0% de celulose.

Os materiais pré-tratados por POEA apresentaram reducdo na quantidade de
sélidos, sendo que para a fibra de coco maduro ficam entre 10,75% e 37,11%, casca
de coco maduro entre 20,25% e 38,81%, casca de coco verde entre 15,27% e 42,37%,
enquanto que para o cacto entre 17,40% e 43,18%. Esses resultados estdo
correlacionados ao aumento das condigBes operacionais no pré-tratamento (Tabela
4.10). Além disso, os materiais pré-tratados por POEA apresentaram maiores teores
de celulose e rendimentos de sélidos, além de menores teores de lignina, quando
comparados aos materiais pré-tratados por PHA-PHS (conforme Figura 4.1) e PA
(conforme Tabela 4.4). Esses dados evidenciam a possibilidade de elevada
digestibilidade dos materiais pré-tratados por POEA em glicose durante a hidrélise

enzimatica.

4.5.1.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A utilizacdo de MEV permitiu boa visualizacdo das alteracdes morfolégicas e
estruturais dos materiais pré-tratados por POEA em relagdo aos materiais in natura.
As micrografias dos materiais in natura e pré-tratados por POEA (80,0% v/v de etanol
a 200 °C por 1 h) estdo apresentados na Figura 4.23.

As imagens de MEV indicaram que o0s materiais in natura apresentaram a
epiderme, limen e feixes vasculares integros, mostrados na Figura 4.23 (1A, 2A, 3A e
4A). O pré-tratamento POEA proporcionou fragmentacdes, fissuras heterogéneas e
dispersas nos materiais, apresentados na Figura 4.23 (1B, 2B, 3B e 4B). Segundo Kim
e Han (2012) o desenvolvimento dessas fissuras pode aumentar a area superficial e
facilitar a ruptura do material, sendo um pré-requisito importante para hidrélise
enzimatica da celulose e hemicelulose. Resultados similares foram relatados para a
fibora de coco maduro, casca de coco maduro, casca de coco verde e cacto pré-

tratados por PHA e PHA-PHS (conforme Figura 4.2) e também por Ruiz et al. (2011),
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em palha de trigo pré-tratada por POEA, a qual apresentou elevada separacdo das
fibras lignocelulésicas e a maior exposi¢do do material, dessa forma, mais susceptivel

ao ataque enzimatico.

AccV Spot Magn Det WD bF——— 20um
200kV 40 1000x SE 65

2A

AccV Spot Magn Det WD F—— 20pum
200KV 40 1000x SE 64

3A

AL
AccV Spot Magn Det WD F———— 20um
200kV 40 1000x SE 64

i) 4 % i .

Spot Magn Det WD F—— 20um
40 1000x SE 69

Figura 4.23. MEV dos materiais lignocelulésicos. (1A) Casca de coco verde in natura;
(1B) Casca de coco verde pré-tratada por POEA; (2A) Fibra de coco maduro in natura;
(2B) Fibra de coco maduro pré-tratada por POEA; (3A) Casca de coco maduro in
natura; (3B) Casca de coco maduro pré-tratada por POEA; (4A) Cacto in natura; (4B)
Cacto pré-tratado por POEA
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4.5.1.3. Analise da difragéo de raios-X e indice cristalinidade

A andlise de difracdo de raios-X e a determinagdo do indice de cristalinidade
foram realizadas nos materiais in natura e pré-tratados visando analisar a estrutura
cristalina.

Os indices de cristalinidade obtidos nos materiais in natura e pré-tratados por
POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h) foram entre 23,20% e 52,55% (Tabela
4.11) e a difracdo de raios-X desses materiais sdo apresentadas na Figura 4.24. A
fibora de coco maduro, casca de coco verde e cacto submetidos ao pré-tratamento
POEA apresentaram aumento nos indices de cristalinidade, quando comparado aos
materiais in natura. Embora a casca de coco maduro pré-tratada por POEA
apresentou aumento no indice de cristalinidade de apenas 4,84 pontos percentuais,
em relacdo ao material in natura. Em recente trabalho, Hideno et al. (2013) realizaram
POE em Japanese cypress (50,0% v/v de etanol e 0,4% v/v de &cido cloridrico a 170
°C por 45 min) e obtiveram indice de cristalinidade de 80,9% (indice de cristalinidade
do material in natura de 60,2%). Pan et al. (2008) realizaram POE em madeira (65,0%
v/v de etanol e 1,10% m/m de &cido sulftrico a 187 °C por 1 h), o Pinus contorta
infectado por Dendroctonus ponderosae apresentou indice de cristalinidade de 83,0%
(material in natura apresenta indice de cristalinidade de 73,0%) e o Pinus contorta
saudavel apresentou indice de cristalinidade de 85,0% (material in natura apresenta
indice de cristalinidade de 75,0%). Sendo assim, Hideno et al. (2013) e Pan et al.
(2008) também relataram maiores valores nos indices de cristalinidade dos materiais
pré-tratados por POE em comparagdo aos indices de cristalinidade dos materiais in
natura, resultando em maiores digestibilidades desses materiais pré-tratados durante a
hidrélise enzimatica. Isso pode ser devido a remoc¢éo ou degradacdo da hemicelulose
e lignina amorfa, além da exposicdo da celulose na superficie dos materiais pré-

tratados (Hideno et al., 2013) e também pode ter sido removido celulose amorfa.
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Figura 4.24. Difrac@o de raios-X dos materiais lignocelulésicos in natura e pré-tratados
por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h). (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca
de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

Tabela 4.11. indice de cristalinidade da fibra de coco maduro, casca de coco maduro,
casca de coco verde e cacto in natura e pré-tratados por POEA (80,0% v/v de etanol a
200 °C por 1 h)

C . . IC (%)
Material lignocelulésico
In natura POEA
Fibra de coco maduro 34,34 50,41
Casca de coco maduro 28,03 32,87
Casca de coco verde 29,31 52,55
Cacto 23,20 50,94
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Os materiais pré-tratados por POEA apresentaram aumento nos indices de
cristalinidade em relacdo aos materiais in natura (Tabela 4.11). Esses resultados
corroboram com os resultados obtidos pelos materiais pré-tratados por PHA e PHA-PHS
(conforme Tabelas 4.2 e 4.3), 0s quais também apresentaram aumento nos indices de

cristalinidade dos materiais pré-tratados em relacdo aos materiais in natura.

4.5.2. Planejamento experimental e analise estatistica

O planejamento experimental foi realizado para verificar as variaveis que
interferem no pré-tratamento dos materiais e influenciam no teor de deslignificagdo dos
materiais pré-tratados. As condicdes utilizadas no planejamento experimental foram
temperatura (160, 180 e 200 °C), concentracdo de etanol (40,0, 60,0 e 80,0%) e tempo
(10, 35 e 60 min). Os efeitos proporcionados pelo pré-tratamento POEA sdao
visualizados nos gréficos de Pareto (Figura 4.25A-D) e notam-se as influéncias das
variaveis de temperatura, concentracdo de etanol e tempo sobre os materiais pré-
tratados.

Os resultados da ANOVA para a deslignificacdo dos materiais pré-tratados por
POEA apresentaram o0s termos lineares X;, X, e X3, com efeito significativo sobre a
deslignificacdo do material em nivel de confianga de 95,0%. Dessa forma, os efeitos da
temperatura, concentracdo de etanol e tempo séo positivos, quando se aumenta dos
menores valores para os maiores valores (Tabela 4.12A-D). O termo quadratico X?
apresenta efeito significativo sobre a deslignificacdo da casca de coco verde, do cacto e
da fibra de coco maduro. Esse Ultimo apresenta também o efeito significativo do termo

de interacdo X1 X,.
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Figura 4.25. Gréaficos de Pareto para os efeitos padronizados de temperatura,
concentracdo de etanol e tempo sobre os materiais pré-tratados por POEA. (A) Fibra de
coco maduro; (B) Casca de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

Tabela 4.12. ANOVA da deslignificacdo dos materiais em funcdo da temperatura (X),
concentracdo de etanol (X;) e tempo (Xz). (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca de coco
maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

A

Fonte Soma quadradtica  d.f. Média quadratica Valor F Valor p
X, 2443,594 1 2443,594 291,3942 0,000003 *
x? 280,235 1 280,235 33,4175 0,001171*
X, 340,822 1 340,822 40,6425 0,000700 *
X? 0,323 1 0,323 0,0385 0,850897
X5 1053,908 1 1053,908 125,6766 0,000030 *
X 0,857 1 0,857 0,1021 0,760109
XX, 57,513 1 57,513 6,8583 0,039648 *
XiX; 6,038 1 6,038 0,7200 0,428692
XX 19,313 1 19,313 2,3031 0,179915
Erro puro 50,315 6 8,386
Total 4363,154 15

d.f.: grau de liberdade.

* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.

Fcalculado: 57,14.
Ftabelado: 4,10.
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Fonte Soma quadratica  d.f. Meédia quadratica Valor F Valor p
X 563,851 1 563,851 22,04856 0,003341 *
x? 18,068 1 18,068 0,70654 0,43808
X, 1214,184 1 1214,184 47,47887 0,000461 *
X’ 6,516 1 6,516 0,25478 0,631728
X3 192,370 1 192,370 7,52234 0,033616 *
X 47,238 1 47,238 1,84716 0,222978
XX 56,711 1 56,711 2,21761 0,187021
XiX; 5,024 1 5,024 0,19647 0,673117
XX 50,904 1 50,904 1,99053 0,207971
Erro puro 153,439 6 25,573
Total 2339,733 15
d.f.: grau de liberdade.
* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 9,50.
Ftabelado: 4,10.
C

Fonte  Soma quadratica d.f Média quadrdtica Valor F Valor p
X 1880,738 1 1880,738 370,3975 0,000001 *
X2 179,408 1 179,408 35,3330 0,001013 *
X, 306,805 1 306,805 60,4230 0,000239 *
X? 0,008 1 0,008 0,0016 0,969293
X; 712,336 1 712,336 140,2893 0,000022 *
X’ 11,857 1 11,857 2,3351 0,177351
XX, 20,995 1 20,995 4,1349 0,088243
XX 0,451 1 0,451 0,0889 0,775672
XX 3,075 1 3,075 0,6056 0,466006
Erro puro 30,466 6 5,078
Total 3164,510 15
d.f.: grau de liberdade.
* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.
Fcalculado: 68,58.
Ftabelado: 4,10.
D

Fonte Soma quadratica  d.f. Média quadratica Valor F Valor p
X 816,493 1 816,493 31,71800 0,001341 *
X2 5,694 1 5,694 0,22120 0,654735
X, 1820,071 1 1820,071 70,70362 0,000154 *
X? 19,153 1 19,153 0,74402 0,421508
X3 254,621 1 254,621 9,89117 0,019940 *
X’ 61,750 1 61,750 2,39876 0,172402
XX 41,816 1 41,816 1,62439 0,249614
XX 55,493 1 55,493 2,15572 0,192420
XX 35,490 1 35,490 1,37868 0,284816
Erro puro 154,454 6 25,742
Total 3266,988 15

d.f.: grau de liberdade.

* 0s valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0%.

Fcalculado: 13,43.
Ftabelado: 4,10.

123



As superficies de resposta foram expressas como graficos tridimensionais de
modelos polinomiais de segunda ordem, com uma funcdo de duas varidveis que
influenciam fortemente e séo representadas graficamente em funcdo da temperatura e
tempo (Figura 4.26), apresentando que o aumento nas deslignificacbes dos materiais

estdo correlacionados ao aumento de temperatura e tempo do pré-tratamento POEA

sobre os materiais utilizados.

A ? B
@0
g Z £y
1ot S8 i
%9, g
{ oo'oj:ogo,':,:,“ s o
| 00088 P
70
B 50
50 %
140 70
= 30 ] 60
B 20 = 50
C D
it
i 5
% g
] 8
[ 2"
% % 40
i
=
. 50
ig =7
30

Figura 4.26. Graficos de superficie de resposta e contorno dos materiais
lignoceluldsicos pré-tratados por POEA relacionados as variagdes de deslignificagfes

dos materiais em funcdo da temperatura e tempo. (A) Fibra de coco maduro; (B) Casca
de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

As deslignificac6es dos materiais foram representadas graficamente em fungéo da
temperatura e tempo (Figura 4.26) e apresentaram aumento no rendimento das
deslignificacdes a partir do aumento da temperatura e tempo no pré-tratamento

Portanto, as variaveis de temperatura, concentracdo de etanol e tempo influenciam
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significativamente na deslignificacdo dos materiais (conforme Figura 4.25) e esses
dados corroboram com as composi¢des quimicas dos materiais pré-tratados (conforme
Tabela 4.10), observando-se que 0 aumento na temperatura, concentracao de etanol e
tempo no pré-tratamento proporciona aumento na deslignificagdo dos materiais, além de
promover também aumento da celulose e reducdo da hemicelulose nos materiais
(conforme Tabela 4.10).

A analise de regressdo multipla e ANOVA dos dados experimentais foram
realizadas para o ajuste do modelo matematico. Os modelos em termos de valores
codificados (Tabela 3.4), expressos nas Equacdes 4.6 a 4.9, representados pela fibra
de coco maduro, casca de coco maduro, casca de coco verde e cacto, respectivamente,
pré-tratados por POEA em funcao da temperatura (X;), concentracdo de etanol (X,) e

tempo (Xaz).

Fibra de coco maduro = % Deslignificagdo = 55,24 + 15,63*X;
—10,31*X2+ 5,83*X, — 0,35*X2 + 10,26*X5 + 0,57*X% — 2,68 X;*X, (Equacéo 4.6)

+0,86 X1*X5— 1,55 X*X;3 (R*= 0,9884; R, = 0,9711)

Casca de coco maduro = % Deslignificacdo = 67,13 + 7,5*X;
—2,61*X2+ 11,01*X, + 1,57*X3 + 4,38*X5— 4,23*X3 — 2,66 X1*X, (Equacéo 4.7)

+0,79 X1*Xs— 2,52 X*X3 (R*= 0,9344; R, = 0,8761)

Casca de coco verde = % Deslignificagdo = 60,37 + 13,71*X;
— 8,24*X2+ 5,53*X, + 0,05*X3 + 8,44*X5 + 2,12*X% — 1,62 X,*X, (Equagio 4.8)

+ 0,23 X;*X3— 0,62 X*X3 (R*= 0,9903; R%,; = 0,9759)

Cacto = % Deslignificagéo = 56,41 + 9,03*X, — 1,46*X?

+13,49*X; + 2,69*X3 + 5,04*X;— 4,83*X3 + 2,28 X;*X, (Equacao 4.9)

+ 2,63 X1*X3— 2,10 X*X; (R*= 0,9527; R%,; = 0,8818)
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As Equacbes 4.6 a 4.9 revelaram que os modelos polinomiais de segunda ordem

representam adequadamente as respostas das deslignificacbes dos materiais com

coeficientes de determinacdo R? o gue indica que 98,84%, 93,44%, 99,03% e 95,27%

da variabilidade de respostas poderiam ser explicadas pelos modelos. Esses valores

estdo de acordo com o coeficiente de determinacéo ajustado Rzadj = 0,971, 0,876, 0,976

e 0,882. Além disso, a Figura 4.27 apresenta os valores previstos versus valores

observados pelo modelo de aplicacdo por regressdo mdltipla e observa-se que 0s

modelos ajustam bem aos resultados.
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Figura 4.27. Graficos de valores previstos versus valores observados dos materiais pré-
tratados por POEA em relacdo a deslignificacdo (%). (A) Fibra de coco maduro; (B)
Casca de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto
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4.5.3. Caracterizacao do licor
4.5.3.1. Composicao dos licores resultantes dos materiais lignoceluldsicos pré-tratados
por POEA

O licor é separado por filtracdo da fase sélida a partir da suspensao dos materiais
pré-tratados por POEA, nas condicbes operacionais indicadas na Tabela 3.4,
apresentando variacdes de pH entre 5,6 e 13,3 (Tabela 4.13). Os materiais pré-tratados
por POEA apresentaram redugdo de pH no licor, influenciado pelo aumento das
condicbes de processo. Correlacionando-se também ao aumento da concentracdo de
glicose, hemicelulose, HMF, furfural, lignina e compostos fendlicos totais presente nos
licores. Considerando a fibra de coco maduro pré-tratada por POEA, obteve-se as
maiores concentracdes de glicose, hemicelulose, HMF e furfural de 1,87, 12,86, 0,23 e
0,16 g/L, respectivamente. Para a casca de coco maduro pré-tratada por POEA, obteve-
se as maiores concentracdes de glicose, hemicelulose, HMF e furfural de 2,00, 12,68,
0,25 e 0,16 g/L, respectivamente. A casca de coco verde pré-tratada por POEA gerou
as maiores concentracdes de glicose, hemicelulose, HMF e furfural de 2,20, 12,55, 0,28
e 0,16 g/L, respectivamente. O cacto pré-tratado por POEA produziu as maiores
concentracoes de glicose, hemicelulose, HMF e furfural de 2,43, 12,06, 0,30 e 0,15 g/L,
respectivamente (Tabela 4.13). Esses licores apresentaram teores de glicose,
hemicelulose, HMF, furfural, lignina e compostos fendlicos totais passiveis de serem
utilizados na geragéo de produtos, coprodutos e subprodutos baseados no contexto de

biorrefinaria.
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A

Tabela 4.13. Composicdo do licor, lignina recuperada e compostos fendlicos oriundos
dos materiais lignocelulésicos pré-tratados por POEA. (A) Fibra de coco maduro; (B)

Casca de coco maduro; (C) Casca de coco verde; (D) Cacto

. Lignina Fase liquida (g/L)
Experimento pH — -
recuperada (%) Lignina recuperada Compostos fenélicos Glicose Hemicelulose HMF Furfural
1 9,2 82,85 1,79 + 0,16 0,10 =+ 0,03 0,18 1,68 0,02 0,02
2 7,9 70,53 6,19 =+ 024 234 =+ 011 0,82 4,16 0,10 0,05
3 8,4 78,96 880 =+ 0,03 38 £ 0,13 0,93 6,33 0,12 0,08
4 6,2 72,63 558 + 0,04 242 £ 0,06 0,46 3,32 0,06 0,04
5 8,4 75,97 927 + 0,22 423 + 019 135 12,27 0,17 0,15
6 7,5 64,29 1143 + 0,12 680 + 024 171 12,68 0,21 0,16
7 7.8 74,74 1346 + 0,25 751 + 026 1,87 12,86 0,23 0,16
8 8,8 81,09 1035 + 0,23 502 + 021 149 12,50 019 0,16
9 8,0 69,61 10,27 + 0,09 495 + 012 087 6,06 0,11 0,08
10 8,1 82,11 1143 + 0,12 509 + 013 0,90 6,31 0,11 0,08
11 8,2 79,99 554 + 0,33 1,08 + 0,07 053 2,60 0,07 0,03
12 7,9 64,28 973 + 023 504 =+ 0,22 1,57 12,65 0,20 0,16
13 8,0 66,36 750 + 0,10 317 + 011 081 7,88 0,10 0,10
14 8,3 72,61 11,05 + 0,70 6,03 £ 0,19 1,37 7,80 0,17 0,10
15 9,0 80,08 9,02 =+ 0,25 384 £ 0,09 0,61 5,35 0,08 0,07
16 8,5 67,39 1042 + 0,18 6,23 £ 0,20 1,44 10,41 0,18 0,13
Experimento pH Lignina Fase liquida (g/L)
recuperada (%) Lignina recuperada Compostos fendlicos Glicose Hemicelulose HMF Furfural

1 12,0 68,00 622 + 0,28 015 + 004 0,26 1,15 0,03 0,01
2 10,0 75,00 11,01 + 011 228 + 0,13 0,91 3,71 0,11 0,05
3 9,0 67,29 1402 + 0,18 598 =+ 0,14 1,03 5,95 0,13 0,07
4 6,5 62,35 1343 + 0,29 655 =+ 0,11 0,77 2,83 0,10 0,04
5 10,4 66,29 1132 + 0,24 349 =+ 021 1,47 12,09 0,18 0,15
6 6,2 66,71 1367 += 024 484 = 0,26 1,84 12,49 0,23 0,16
7 7,0 61,75 1633 + 031 853 =+ 0,28 2,00 12,68 0,25 0,16
8 8,5 68,33 1576 + 0,27 693 =+ 024 1,72 12,31 0,22 0,15
9 8,9 71,49 1455 + 0,24 514 + 0,13 0,96 5,67 0,12 0,07
10 8,4 69,19 1432 + 0,27 534 =+ 0,14 0,99 5,93 0,12 0,07
11 9,5 88,20 16,73 + 0,23 487 = 0,86 0,61 2,10 0,08 0,03
12 7.4 84,68 1812 + 0,26 548 + 0,24 1,69 12,46 0,21 0,16
13 8,0 77,49 1521 + 0,25 481 = 0,13 0,93 7,55 0,12 0,09
14 8,3 73,30 17,11 + 0,27 713 £+ 021 1,49 7,47 0,19 0,09
15 13,3 81,97 1532 + 0,22 482 + 0,10 0,70 4,95 0,09 0,06
16 8,0 66,55 13,76 +* 0,25 542 £ 0,22 1,55 10,15 0,19 0,13
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Experimento pH

Lignina

Fase liquida (g/L)

recuperada (%) Lignina recuperada Compostos fenélicos Glicose Hemicelulose HMF Furfural

1 12,4 78,21 495 <+ 0,26 1,26 =+ 0,07 0,50 1,11 0,06 0,01
2 7,6 73,63 810 =+ 041 33 =+ 015 1,06 3,68 0,13 0,05
3 7,8 76,41 1055 £+ 0,46 494 + 017 1,19 5,95 0,15 0,07
4 6,0 77,65 801 + 0,35 349 <+ 0,10 0,68 2,83 0,08 0,04
5 8,9 63,08 905 =+ 047 499 + 023 1,64 12,02 0,21 0,15
6 6,5 73,06 1367 = 0,60 733 = 0,28 2,02 12,38 0,25 0,15
7 7,0 79,98 16,33 + 0,66 802 =+ 031 2,20 12,55 0,28 0,16
8 8,5 74,50 12,02 = 0,52 582 = 0,25 1,79 12,23 0,22 0,15
9 7,2 67,22 1065 £+ 051 573 = 0,16 1,11 5,64 0,14 0,07
10 7,4 65,30 1043 + 0,53 583 =+ 0,16 1,15 5,91 0,14 0,07
11 79 63,19 6,08 + 034 231 + 0,10 0,75 2,05 0,09 0,03
12 7,1 69,33 1134 = 054 577 = 0,26 1,88 12,34 0,23 0,15
13 7,0 68,50 9,04 + 043 411 + 015 1,06 7,66 0,13 0,10
14 7,5 59,47 10,11 £+ 0,59 6,68 =+ 0,23 1,66 7,53 0,21 0,09
15 9,0 69,79 928 + 0,46 48 + 0,12 0,84 4,88 0,10 0,06
16 7,8 76,65 13,76 = 0,58 6,98 = 024 1,73 10,08 0,22 0,13
Lignina Fase liquida (g/L)

Experimento pH

recuperada (%) Lignina recuperada Compostos fendlicos Glicose Hemicelulose HMF Furfural

1 12,0
2 7,3
3 75
4 5,6
5 8,6
6 6,3
7 6,8
8 8,2
9 6,9
10 71
11 7,6
12 6,9
13 6,8
14 7,2
15 8,6
16 75

76,28
72,24
65,24
69,28
66,69
66,59
69,24
68,68
66,22
69,48
69,27
71,01
65,83
69,54
67,01
70,71

3,87
4,89
7,12
7,67
4,67
7,02
11,55
10,01
7,37
7,86
6,43
8,48
6,71
8,80
5,78
7,98

+

+ + + + + + + + + H+ + H+ H+ I+

I+

0,21
0,28
0,45
0,45
0,29
0,43
0,67
0,59
0,45
0,46
0,39
0,49
0,41
0,52
0,35
0,46

3,52
3,82
5,96
6,53
3,45
4,82
9,54
8,43
511
5,33
4,85
5,46
4,78
7,13
4,81
5,40

+

+ + + + + + + + + H+ + H+ H+ H+

I+

0,28
0,17
0,19
0,11
0,26
0,30
0,34
0,28
0,18
0,18
0,12
0,29
0,17
0,19
0,13
0,22

0,59
1,20
1,34
0,79
1,83
2,12
2,43
1,99
1,26
1,28
0,87
2,08
1,20
1,39
0,96
1,57

3,14
5,43
7,42
4,63
11,67
11,98
12,06
11,87
7,18
7,44
3,99
11,89
8,85
8,78
6,52
11,15

0,07
0,15
0,17
0,10
0,23
0,26
0,30
0,25
0,16
0,16
0,11
0,26
0,15
0,17
0,12
0,20

0,04
0,07
0,09
0,06
0,15
0,15
0,15
0,15
0,09
0,09
0,05
0,15
0,11
0,11
0,08
0,14

4.5.3.2. Compostos fendlicos totais presentes nos licores dos materiais lignocelulésicos

pré-tratados por POEA

Os materiais pré-tratados por POEA apresentaram licores com presenca de

compostos fendlicos. Para os licores da fibra de coco maduro variaram entre 0,10 e
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7,51 g/L, para a casca de coco maduro variaram entre 0,15 e 8,53 g/L, com relacdo a
casca de coco verde variaram entre 1,26 e 8,02 g/L e o cacto variaram entre 3,52 e 9,54
g/L (conforme Tabela 4.13). Sendo assim, os compostos fendlicos totais presente nos
licores dos materiais pré-tratados por POEA foram entre 1,0 e 95,4 mg/g de material
seco. Em comparacao, os licores derivados do pré-tratamento PHCHS sobre a fibra de
coco maduro foram entre 7,49 e 17,52 g/L de compostos fendlicos totais (compostos
fendlicos totais entre 74,9 e 175,2 mg/g de material seco), ou seja, os licores do material
pré-tratado por PHCHS apresentaram maiores concentracbes de compostos fendlicos
totais, quando comparado aos licores dos materiais pré-tratados por POEA. Além disso,
o trabalho realizado por Faustino et al. (2010) analisando o licor de E. globulus
submetido ao pré-tratamento kraft obtiveram compostos fendlicos totais entre 91,6 e
293,5 mg/g de material seco. Esses resultados apresentados por Faustino et al. (2010)
e resultados obtidos pela fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS foram maiores
gue os resultados dos licores oriundos dos materiais pré-tratados por POEA. Embora
Faustino et al. (2010) e o pré-tratamento PHCHS utilizaram o processo de
deslignificacdo kraft e os materiais pré-tratados por POEA utilizaram o processo de
deslignificacdo por solvente organico (etanol), passivel de ser recuperado pelo processo

de destilacéo do licor.

4.5.3.3. Precipitacdo &cida da lignina insolivel presente nos licores dos materiais
lignocelulésicos pré-tratados por POEA

A precipitagdo acida consiste no método mais usado para recuperar a lignina
contida no licor (Ghatak, 2008; Eglés, 2012). Dessa forma, os licores derivados dos
materiais pré-tratados por POEA foram submetidos a precipitacdo acida e obteve-se
nos licores da fibra de coco maduro valores entre 1,79 e 13,46 g/L de lignina
recuperada, com rendimento de até 82,85%, para a casca de coco maduro estes
valores ficaram entre 6,22 e 16,33 g/L, com rendimento de até 84,68%, para a casca de

coco verde foi de 4,95 a 18,12 g/L, com rendimento de até 79,98% e para o cacto foi de
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3,87 a 11,55 g/L, com rendimento de até 76,28% (conforme Tabela 4.13). Esses
resultados corroboram com os resultados encontrados por Romani et al. (2011), em que
0s autores relatam a recuperacdo de lignina em licor de E. globulus pré-tratada por
POE, resultando entre 10,6 e 18,8 g/100g de material, com rendimento de 50,0%. Hu et
al. (2012) realizaram a recuperacao de lignina em licor de gramineas pré-tratadas por
POE, conseguindo rendimento de 80,0%. Brosse et al. (2009) realizaram a recuperacao
de lignina em licor de Miscanthus giganteus pré-tratada por POE e obteve-se
rendimento de 71,0%.

Sendo assim, os licores oriundos dos materiais pré-tratados por POEA
apresentaram valores entre 1,79 e 18,12 g/L de lignina recuperada, com rendimento de
até 84,68% (conforme Tabela 4.13). Em comparacdo, os licores derivados do pré-
tratamento PHCHS sobre a fibra de coco maduro resultaram entre 8,54 e 19,32 g/L de
lignina recuperada, com rendimento de lignina recuperada de até 91,1% (conforme
Tabela 4.9), ou seja, os resultados obtidos nas recuperacdes de lignina dos licores
oriundos dos materiais pré-tratados por POEA estdo na mesma faixa dos resultados
apresentados nas recuperacdes de lignina dos licores oriundos do material pré-tratado

por PHCHS.

4.5.3.4. Caracterizacao da lignina presente no licor dos materiais lignocelulésicos pré-
tratados por POEA
4.5.3.4.1. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As analises por espectroscopia de infravermelho tiveram a finalidade de obter
informag&o dos grupos quimicos presentes nas ligninas (Sun et al., 2013). Os espectros
de FTIR foram realizados na regi&o entre 500 e 4000 cm™. Os espectros de FTIR da
lignina recuperada dos materiais pré-tratados e da lignina padrdo sdo mostrados na

Figura 4.28.
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Cacto
—— Casca de coco verde
~~~~~~~ Fibra de coco maduro
---- Casca de coco maduro
— Lignina padrao
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Figura 4.28. FTIR da lignina padrdo e das ligninas recuperadas dos licores dos
materiais lignocelulésicos pré-tratados por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h)

As amostras de lignina apresentaram uma banda larga atribuida ao alongamento
de OH (comprimento de onda de 3412 a 3460 cm™), auséncia de picos correspondentes
alongamento de C-H dos grupos metil e metileno (comprimento de onda de 2842 a 3000
cm™) e auséncia de picos no grupo metil (comprimento de onda de 2689 a 2880 cm™).
Os espectros das amostras em comprimento de onda de aproximadamente 1712 e
1660 cm™, ndo apresentaram picos, podendo-se atribuir ao n&o conjugado e o
alongamento conjugado de C=0O, respectivamente. As vibra¢des caracteristicas dos
anéis aromaticos das ligninas foram identificadas nos comprimentos de onda de 1600,
1516 e 1429 cm™ (Faix, 1992; Hoareau et al., 2004).

A auséncia de pico no comprimento de onda de 1739 cm™ é atribuida ao
alongamento de CO que se estende da cetona ndo conjugada, carbonila e grupos éster,
indicando a presenca de hidroxicinamatos, tais como p-cumarato e p-ferulato (Sun et
al., 2000).

Auséncia dos picos no comprimento de onda de 1170 e 1164 cm™ no espectro das

ligninas. De acordo com Tan et al. (2009), a auséncia de picos indica auséncia de
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enxofre na lignina, sendo uma caracteristica importante, pois a presenca de enxofre na

lignina interfere no seu aproveitamento.

4.5.3.4.2. Andlise termogravimétrica (TGA) da lignina

A estabilidade térmica da lignina recuperada foi investigada por TGA e
apresentada na Figura 4.29. O perfil de degradacdo da lignina padrdo apresentou
diferenca em relacdo aos perfis de degradacfes das ligninas recuperadas nos licores
dos materiais pré-tratados por POEA, indicando a caracteristica heterogénea da lignina
apos o pré-tratamento por organosolv. Resultados similares sobre a caracteristica
heterogénea da lignina foram obtidos por Li et al. (2012b) em bambu pré-tratado por
POE.

Os pesos residuais das ligninas recuperadas dos materiais pré-tratados por POEA
a 600 °C foram entre 29,71 e 55,74%, enquanto que para a lignina padréo foi 56,71%.
Destacando-se a proximidade entre o peso residual da lignina recuperada da fibra de
coco maduro pré-tratada por POEA (55,74%) e da lignina padrdo (56,71%). Esses
resultados corroboram com o resultado obtido pela lignina recuperada da fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS, apresentando o peso residual da lignina a 600 °C de
55,68%. Em geral, o comportamento da decomposicao térmica das amostras de lignina

pode ser dividido em 3 fases, como apresentados na se¢éo 4.4.3.4.2.
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Figura 4.29. TGA da lignina padréo e das ligninas recuperadas nos licores oriundos dos
materiais lignocelulésicos pré-tratados por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h)

4.5.4. Hidrolise enzimética

Os materiais utilizados na etapa de hidrélise enzimatica foram selecionados de
acordo com rendimento e concentragdo de celulose presente na fase solida apos serem
submetidos ao pré-tratamento POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h) (conforme
Tabela 4.10 e Figura 4.26).

As conversdes da fibra de coco maduro, casca de coco maduro, casca de coco
verde e cacto em glicose foram 77,54% (0,55 g glicose/g material), 80,47% (0,59 ¢
glicose/g material), 82,12% (0,62 g glicose/g material) e 84,27% (0,68 g glicose/g
material), em 96 h de hidrélise enzimatica, respectivamente (Figura 4.30). Esses
resultados demonstram a acessibilidade dos materiais pré-tratados por POEA ao ataque
enzimatico. Em recente trabalho, Hu et al. (2012) utilizaram Panicum virgatum pré-
tratada por POE, resultando em conversao em glicose durante a hidrélise enzimética de
98,0%, em 72 h. Romani et al. (2011) utilizaram E. globulus pré-tratado por PA seguido
de POE, resultando na conversdo em glicose durante a hidrélise enzimatica de
aproximadamente 100%, em 72 h. Ruiz et al. (2012) utilizaram palha de trigo pré-tratada

por PA seguido de POE, resultando na conversdo em glicose durante a hidrolise
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enzimatica de 64,04%, em 72 h. Pan et al. (2008) utilizaram Pinus contorta infectado por
Dendroctonus ponderosae e Pinus contorta saudavel pré-tratado por POE e obtiveram
conversdes de glicose, durante a hidrolise enziméatica, de aproximadamente 100%, em
12 h. Esses resultados demonstram a eficiéncia da acdo enzimética nos materiais pre-
tratados por POE, fato esse, também observado neste trabalho.

—#— Fibra de coco maduro
—e— Casca de coco maduro
—A— Casca de coco verde
1004 ¥ Cacto
—0— Fibra de coco maduro
1—0— Casca de coco maduro

go J —%— Casca de coco verde g —— 4
—v— Cacto -

60

40

20

Conversao em glicose (%)

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

Figura 4.30. Conversao em glicose dos materiais pré-tratados por POEA (80,0% v/v de
etanol a 200 °C por 1 h). Os materiais pré-tratados estdo representados pelo icone
preto e 0os materiais in natura estao representados pelo icone branco

Os resultados obtidos nas conversdes dos materiais pré-tratados por POEA em
glicose durante a hidrélise enzimatica foram avaliados por ANOVA e apresentaram
diferenca significativa no nivel de confianca de 95,0%.

O cacto pré-tratado por POEA apresentou a maior conversdao em glicose
(84,27%), em relagcdo aos demais materiais pré-tratados por POEA, esse resultado pode
ter sido influenciado pelo maior teor de celulose (72,67%) e o menor teor de lignina
(4,64%) presente no cacto pré-tratado (conforme Tabela 4.10).

Além disso, os materiais pré-tratados por POEA apresentaram as maiores
digestibilidades em glicose, quando comparados aos materiais pré-tratados por PHA-

PHS, PA e PHCHS. Esses dados correlacionam-se ao fato dos materiais pré-tratados
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por POEA apresentaram 0s maiores teores de celulose em comparacdo aos demais
materiais pré-tratados (PHA-PHS, PA e PHCHS).

A taxa inicial de hidrélise maxima (dG/dt), que ocorre nas primeiras 12 h
(concentracdo de glicose versus tempo) esta apresentada na Figura 4.31, para a fibra
de coco maduro e a casca de coco maduro foram 1,07 g/(L.h) e 1,30 g/(L.h),
respectivamente. A casca de coco verde e o cacto tiveram a taxa inicial de hidrélise de
1,28 g/(L.h) e 1,50 g/(L.h), respectivamente. Em comparacéo, o trabalho realizado por
Pan et al. (2008) relataram a taxa inicial de hidrélise de Pinus contorta infectado por
Dendroctonus ponderosae e Pinus contorta saudavel pré-tratados por POE de 1,47
g/(L.h) e 1,41 g/(L.h), respectivamente, utilizando 20 FPU/g de celulose. Dessa forma,
os resultados obtidos no presente trabalho estdo préximos dos resultados apresentados
por Pan et al. (2008). Além disso, a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS e
PA apresentaram a taxa inicial de hidrélise maxima de 1,49 g/(L.h) e 0,82 g/(L.h),
respectivamente. A casca de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS e PA tiveram a
taxa inicial de hidrélise de 1,43 g/(L.h) e 0,91 g/(L.h), respectivamente. A casca de coco
verde pré-tratada por PHA-PHS e PA obtiveram a taxa inicial de hidrolise de 1,28 g/(L.h)
e 0,95 g/(L.h), respectivamente. O cacto pré-tratados por PHA-PHS e PA resultaram na
taxa inicial de hidrélise de 1,04 g/(L.h) e 1,03 g/(L.h), respectivamente. Esses resultados
demonstram a susceptibilidade dos materiais pré-tratados por POEA ao ataque
enzimatico e correlacionam-se aos resultados obtidos pelas taxas iniciais de hidrélise

maxima dos materiais pré-tratados por PHA-PHS e PA.
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Figura 4.31. Taxa inicial de hidrélise dos materiais pré-tratados por POEA (80,0% v/v de
etanol a 200 °C por 1 h)

4.6. Producéo de etanol usando materiais lignocelulésicos pré-tratados por PHA-PHS,
PA, PHCHS e POEA

As estratégias SSF e SSSF foram realizadas utilizando P. stipitis, Z. mobilis, S.
cerevisiae e 0s materiais pré-tratados por PHA-PHS, PA, PHCHS e POEA,
selecionados por apresentarem maiores conversées em glicose durante as hidrélises
enzimaticas (conforme Figuras 4.5, 4.12, 4.21 e 4.30). De acordo com Shen e Agblevor
(2010), o desempenho das estratégias fermentativas pode ser avaliado por dois
indicadores: rendimento de substrato em etanol (%) e a produtividade volumétrica de

etanol (g/(L.h)).

4.6.1. Sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF) e sacarificagcdo e fermentagéo
semi-simultanea (SSSF) usando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS

Os resultados da producdo de etanol em SSF usando S. cerevisiae, P. stipitis, Z.
mobilis e a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS (7,35% v/v de peréxido de
hidrogénio em pH 11,5 a 25 °C por 1 h, seguido por 4,0% m/v de hidroxido de sddio

sobre agitacdo de 100 rpm a 100 °C durante 1 h) estdo apresentados na Figura 4.32
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(1A, 2A e 3A). As producdes de etanol foram 8,44 g/L, 9,12 g/L e 8,27 g/L para a S.
cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis, respectivamente, no processo SSF concluido apés 48
h (Tabela 4.14). O rendimento de etanol obtido pela S. cerevisiae foi 84,64%, com
produtividade volumétrica de etanol de 0,18 g/(L.h), enquanto que a P. stipitis e Z.
mobilis apresentaram rendimento de etanol de 79,27% e 81,71%, respectivamente.
Além da P. stipitis e Z. mobilis apresentaram produtividade volumétrica de etanol de
0,19 g/(L.h) e 0,17 g/(L.h), respectivamente, em 48 h (Tabela 4.14). Os resultados
indicam que a glicose resultante da hidrélise enzimatica pode ser fermentada em etanol
pela S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis, e os perfis cinéticos possuem padrao
semelhante para a glicose, com rapido consumo de glicose durante a fase inicial (24 h),
demonstrando que o0s micro-organismos sédo adequados para as fermentagbes dos
acucares em etanol pela estratégia SSF. Esses fatos também foram observados nas
SSF usando a casca de coco verde pré-tratada por PA, a fibra de coco maduro pré-
tratada por PHCHS e o cacto pré-tratado por POEA.

Em recente trabalho, Chaudhary et al. (2012) relataram a producdo de etanol em
SSF usando P. stipitis e Saccharum spontaneum pré-tratada pelo processo sequencial
alcalino-acido, relatando produtividade de etanol de 0,22 g/(L.h). Em comparacao, neste
trabalho, a P. stipitis obteve produtividade de 0,19 g/(L.h). Vaithanomsat et al. (2011)
avaliaram a eficiéncia na producao de etanol utilizando processo SSF e SHF usando a
S. cerevisiae e casca de coco pré-tratado com hidroxido de so6dio e relataram
conversbes acima de 85,0% (0,4 g/g) em ambos os casos. Esses resultados
corroboram com os resultados obtidos neste trabalho pela S. cerevisiae (rendimento em
etanol de 84,64%). Gongalves et al. (2013c) relataram a producdo de etanol em SSF
por S. cerevisiae CAll usando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS,
obtendo producédo, conversdo e produtividade de etanol de 9,61 g/L, 90,96% e 0,20
g/(L.h), respectivamente. Gould et al. (1984) realizaram a producdo de etanol por SSF

utilizando S. cerevisiae e a palha de trigo pré-tratada por PHA, obtendo 90,0% do valor
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de etanol tedrico. Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos neste

trabalho para a SSF.
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Figura 4.32. Fermentacdo em SSF e SSSF usando a fibra de coco maduro pré-tratada
por PHA-PHS. (1A) S. cerevisiae em SSF; (1B) S. cerevisiae em SSSF; (2A) P. stipitis
em SSF; (2B) P. stipitis em SSSF; (3A) Z. mobilis em SSF; (3B) Z. mobilis em SSSF
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Tabela 4.14. Parametros cinéticos da fermentacdo de etanol utilizando S. cerevisiae, P.
stipitis e Z. mobilis em SSF e SSSF usando a fibra de coco maduro pré-tratada por
PHA-PHS

Bioprocesso Micro-organismo Yes  Rendimento em etanol (%) Producdo de etanol (g/L) Produtivadade de etanol (g/(L.h))

S. cerevisiae 0,43 + 0,01 84,64 + 0,61 8,44 + 0,06 0,18 + 0,01**
SSF* P. stipitis 0,40 £ 0,01 79,27 + 1,56 912 + 0,18 0,19 * 0,00**
Z. mobilis 0,42 + 0,01 81,71 £ 0,60 8,27 + 0,06 0,17 + 0,00**
S. cerevisiae 0,45 + 0,01 89,15 + 0,73 9,32 + 0,08 0,19 + 0,01**
SSSF * P. stipitis 043 + 0,01 85,04 + 0,54 10,17 + 0,06 0,21 £ 0,00**
Z. mobilis 0,44 £ 0,01 85,65 + 1,02 891 + 0,11 0,19 * 0,00**

* 0 valores s significativos ao nivel de confianca de 95,0% na ANOVA;
*%0s valores so significativos ao nivel de confianca de 95,0% no teste T.

Os valores obtidos na producdo e rendimento de etanol na estratégia SSSF
utilizando S. cerevisiae, P. stipitis, Z. mobilis e a fibra de coco maduro pré-tratada por
PHA-PHS (7,35% v/v de perdxido de hidrogénio em pH 11,5 a 25 °C por 1 h, seguido
por 4,0% m/v de hidréxido de sédio sobre agitacao de 100 rpm a 100 °C durante 1 h)
sdo mostrados na Figura 4.32 (1B, 2B e 3B) e Tabela 4.14. Sendo 9,32 g/L e 89,15%,
10,17 g/L e 85,04%, 8,91 g/L e 85,65% para a producéo e rendimento de etanol pela S.
cerevisiae, P. stipitis, Z. mobilis, respectivamente, apds 48 h. A maior produtividade foi
0,21 g/(L.h) para P. stipitis, enquanto a menor foi 0,19 g/(L.h) para S. cerevisiae e Z.
mobilis, em 48 h. Os experimentos de SSSF apresentaram padrdo semelhante para a
disponibilidade de glicose durante a fase inicial de 12 h, com a diminuigdo gradual da
glicose com o tempo. Esses fatos também foram observados nas SSSF utilizando a
casca de coco verde pré-tratada por PA, a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS
e 0 cacto pré-tratado por POEA. Em recente trabalho, Franco et al. (2012) realizaram o
processo SSSF (24 h de pré-sacarificacdo e 24 h de SSF), utilizando Pinus radiata
deslignificado e a S. cerevisiae, resultando no rendimento e producdo de etanol de
90,0% e 15,5 g/L, respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com o0s
resultados obtidos neste trabalho para a SSSF (rendimento em etanol entre 85,65 e
89,15%).

A producéo de etanol por S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis utilizando a fibra de

coco maduro pré-tratada por PHA-PHS e as estratégias fermentativas SSF e SSSF
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foram avaliadas estatisticamente pela ANOVA e teste T de Student (nivel de confianca
de 95,0%). As producdes de etanol pelos micro-organismos usando SSF apresentaram
diferenca significativa, quando avaliadas pela ANOVA. Resultado semelhante também
foi obtido pelos micro-organismos usando SSSF. A comparacdo entre os resultados
obtidos por S. cerevisiae usando SSF e a S. cerevisiae utilizando SSSF apresentaram
diferenca significativa, quando avaliada pelo teste T. Resultados semelhantes também

foram apresentados pela P. stipitis e Z. mobilis.

4.6.2. Sacarificacdo e fermentacdo simultinea (SSF) e sacarificacdo e fermentagéo
semi-simultanea (SSSF) usando a casca de coco verde pré-tratada por PA

Os resultados da producgéo de etanol em SSF usando S. cerevisiae, P. stipitis, Z.
mobilis e casca de coco verde pré-tratada por PA (200 °C e 50 min) sdo mostradas na
Figura 4.33 (1A, 2A e 3A), respectivamente. A producdo e rendimento de etanol em
SSF da S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis foram 7,44 g/L e 0,43 g/g, 8,47 g/L e 0,43
g/g, 7,30 g/L e 0,43 g/g, concluida apés 48 h, respectivamente (Tabela 4.15). O
rendimento de etanol da S. cerevisiae foi 86,90%, com produtividade volumétrica de
etanol de 0,15 g/(L.h), em 48 h, enquanto que a P. stipitis e Z. mobilis apresentaram
rendimento de etanol de 84,19% e 85,26%, respectivamente. A P. stipitis e Z. mobilis
apresentaram produtividade volumétrica de etanol de 0,18 g/(L.h) e 0,15 g/(L.h),
respectivamente, em 48 h (Tabela 4.15). Em recente trabalho, Romani et al. (2012)
realizaram a producdo de etanol em SSF utilizando S. cerevisiae e E. globulus pré-
tratado por PA, resultando na conversdo em etanol de 91,1%. Romani et al. (2010)
realizaram a producgdo de etanol em SSF utilizando S. cerevisiae e E. globulus pré-
tratado por PA, resultando na producdo, conversao e produtividade de etanol de 15,1
g/L, 86,4% e 0,21 g/(L.h), respectivamente. Goncalves et al. (2013c) relataram a
producéo de etanol em SSF por S. cerevisiae CA11 usando a casca de coco verde preé-
tratada por PA, obtendo producéo, conversdo e produtividade de etanol de 7,61g/L,

88,85% e 0,16 g/(L.h), respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com o0s
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resultados obtidos neste trabalho para a SSF usando a casca de coco verde pré-tratada
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Figura 4.33. Fermentacdo em SSF e SSSF usando a casca de coco verde pré-tratada
por PA (200 °C e 50 min). (1A) S. cerevisiae em SSF; (1B) S. cerevisiae em SSSF; (2A)
P. stipitis em SSF; (2B) P. stipitis em SSSF; (3A) Z. mobilis em SSF; (3B) Z. maobilis em

SSSF
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Tabela 4.15. Parametros cinéticos da fermentacéo de etanol utilizando S. cerevisiae, P.
stipitis e Z. mobilis em SSF e SSSF usando a casca de coco verde pré-tratada por PA
(200 °C e 50 min)

Bioprocesso Micro-organismo Yeis Rendimento em etanol (%) Produgéo de etanol (g/L) Produtivadade de etanol (g/(L.h))

S, cerevisiae 0,44 + 0,01 86,90 + 0,59 744 + 0,17 0,15 + 0,00*
SSF P, stipitis 0,43 £ 0,00 84,19 + 2,60 8,47 + 0,26 0,18 + 0,01
Z, mobilis 043 £ 0,01 85,26 + 1,45 7,30 + 0,12 0,15 + 0,00*
S, cerevisiae 0,45 + 0,01 90,09 + 1,60 771 + 0,14 0,21 + 0,00*
SSSF P, stipitis 044 t+ 0,01 87,25 t 2,10 8,78 + 0,21 0,18 + 0,00
Z, mobilis 0,45 + 0,00 89,16 £ 0,58 7,63 + 0,05 0,16 + 0,00*

* 0s valores sdo significativos ao nivel de confianga de 95,0% no teste T.

Os valores obtidos para a producdo e rendimento de etanol com a estratégia
SSSF utilizando S. cerevisiae, P. stipitis, Z. mobilis e a casca de coco verde pré-tratada
por PA (200 °C e 50 min) sdo mostrados na Figura 4.33 (1B, 2B e 3B). A producéo e
rendimento de etanol em SSSF usando S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis foram 7,71
g/L e 0,45 g/g, 8,78 g/L e 0,44 g/g, 7,63 g/L e 0,45 g/g, respectivamente (Tabela 4.15),
apos 48 h. O rendimento de etanol da S. cerevisiae foi 90,09%, com produtividade
volumétrica de etanol de 0,21 g/(L.h), em 36 h, enquanto que a P. stipitis e Z. mobilis
apresentaram rendimento de etanol de 87,25% e 89,16%, respectivamente. Além da P.
stipitis e Z. mobilis apresentaram produtividade volumétrica de etanol de 0,18 g/(L.h) e
0,16 g/(L.h), respectivamente, em 48 h (Tabela 4.15).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os resultados relatados por
alguns autores, como Manzanares et al. (2011), realizando a SSSF (24 h de pré-
sacarificacdo e 72 h de SSF) utilizando residuo de poda de oliveira pré-tratada por PA,
gue obtiveram rendimento de etanol de 50,0% do valor tedrico. Elliston et al. (2013)
realizaram a SSSF com pré-sacarificacdo de 12 h e elevada carga de residuos de
papel, obtiveram rendimento e produtividade de etanol de 0,28 g/g e 0,22 g/(L.h),
respectivamente.

A producéo de etanol por S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis utilizando a casca
de coco verde pré-tratada por PA com as estratégias fermentativas SSF e SSSF foram

avaliadas estatisticamente pela ANOVA e teste T (nivel de confianca de 95,0%). As
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producdes de etanol pelos micro-organismos usando SSF ndo apresentaram diferenca
significativa, quando avaliadas pela ANOVA. Resultado semelhante também foi obtido
pelos micro-organismos em SSSF. A comparacdo entre os resultados obtidos por S.
cerevisiae usando SSF e S. cerevisiae utilizando SSSF apresentaram diferenca
significativa, quando avaliada pelo teste T. Resultado semelhante também foi

apresentado pela Z. mobilis.

4.6.3. Sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF) e sacarificacdo e fermentacéo
semi-simultanea (SSSF) usando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS

Os resultados de producéo de etanol em SSF usando S. cerevisiae, P. stipitis, Z.
mobilis e a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de hidroxido de
sédio a 180 °C por 30 min) estdo apresentadas na Figura 4.34 (1A, 2A e 3A). A
producédo e rendimento de etanol em SSF usando S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis
foram 10,91 g/L e 0,43 g/g, 10,96 g/L e 0,43 g/g, 10,81 g/L e 0,43 g/g, concluido apds
48 h, respectivamente (Tabela 4.16). O rendimento de etanol de P. stipitis foi 87,44%,
com produtividade volumétrica de etanol de 0,23 g/(L.h), em 48 h, enquanto que a S.
cerevisiae e Z. mobilis apresentaram rendimento de etanol 85,31% e 84,56%,
respectivamente. A S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram produtividade volumétrica
de etanol de 0,30 g/(L.h), em 36 h (Tabela 4.16).

Em recente trabalho, Chaudhary et al. (2012) relataram a producéo de etanol em
SSF por P. stipitis usando Saccharum spontaneum pré-tratada pelo processo
sequencial alcalino-acido, relatando produtividade de 0,22 g/(L.h). Xia e Zhao (2009)
analisaram a producéo de etanol utilizando a estratégia SSF, resultando na producéo de
etanol de 27,8 g/L por S. cerevisiae ZU10 usando palha de milho pré-tratada
alcalinamente. Gongcalves et al. (2013c) relataram a producéo de etanol em SSF por S.
cerevisiae CA11 usando fibra de coco maduro pré-tratada pelo processo PHCHS,

obtendo producdo, conversao e produtividade de etanol de 10,57 g/L, 82,78% e 0,22
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g/(L.h), respectivamente. Vaithanomsat et al. (2011) estudaram a eficiéncia da producao
de etanol utilizando a estratégia SSF e SHF com a S. cerevisiae usando casca de coco
pré-tratado com hidroxido de sddio, relataram conversfes acima de 85,0% (0,4 g/g) em
ambos os casos. Esses resultados estdo de acordo com os resultados relatados neste
trabalho para a SSF usando a fibra de coco maduro pré-tratado por PHCHS.

Os experimentos de SSSF usando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS
(2,5% v/v de hidroxido de sodio a 180 °C por 30 min) apresentaram a producdo e
rendimento de etanol para a S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis de 11,65 g/L e 0,46
g/g, 11,29 g/L e 0,46 g/g, 11,64 g/L e 0,46 g/g, respectivamente, mostrados na Figura
4.34 (1B, 2B e 3B) e Tabela 4.16, para cada micro-organismo apos 48 h. O rendimento
de etanol da P. stipitis foi 90,18%, com produtividade volumétrica de etanol de 0,24
g/(L.h), em 48 h, enquanto que a S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram rendimento de
etanol 91,17% e 91,03%, respectivamente. A S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram
produtividade volumétrica de etanol de 0,32 g/(L.h), em 36 h (Tabela 4.16). Esses
resultados corroboram com o0s resultados relatados por Franco et al. (2012) em
processo SSSF (24 h de pré-sacarificacdo e 24 h de SSF), utilizando Pinus radiata
deslignificado e a S. cerevisiae, resultando no rendimento e producdo de etanol de
90,0% e 15,5 g/L, respectivamente.

A producéo de etanol por S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis utilizando a fibra de
coco maduro pré-tratada por PHCHS nas estratégias fermentativas SSF e SSSF foram
avaliadas estatisticamente pela ANOVA e teste T (nivel de confianga de 95,0%). As
producdes de etanol pelos micro-organismos usando SSF ndo apresentaram diferenca
significativa, quando avaliadas pela ANOVA. Resultado semelhante também foi obtido
pelos micro-organismos em SSSF. A comparacdo entre os resultados obtidos por S.
cerevisiae usando SSF e S. cerevisiae utilizando SSSF apresentaram diferenca
significativa, quando avaliada pelo teste T. Resultado semelhante também foi

apresentado pela Z. mobilis.
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Figura 4.34. Fermentagdo em SSF e SSSF utilizando a fibra de coco maduro pré-tratada
por PHCHS (2,5% v/v de hidroxido de sédio a 180 °C por 30 min). (1A) S. cerevisiae em
SSF; (1B) S. cerevisiae em SSSF; (2A) P. stipitis em SSF; (2B) P. stipitis em SSSF; (3A)

Z. mobilis em SSF; (3B) Z. mobilis em SSSF
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Tabela 4.16. Parametros cinéticos da fermentacdo de etanol usando S. cerevisiae, P.
stipitis e Z. mobilis em SSF e SSSF utilizando a fibra de coco maduro pré-tratada por
PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sodio a 180 °C por 30 min)

Bioprocesso Micro-organismo ~ Yes  Rendimento de etanol (%) Produgéo de etanol (g/L) Produtividade de etanol (g/(L.h))
S, cerevisiae 0,44 + 0,01 85,31 + 1,17 10,91 £ 0,15 0,30 + 0,00*
SSF P, stipitis 045 £ 0,01 87,44 £ 1,79 10,9 + 0,22 0,23 + 0,00
Z, mobilis 0,43 £ 0,01 84,56 + 1,65 10,81 + 0,21 0,30 + 0,01*
S, cerevisiae 0,46 + 0,01 91,17 + 1,46 11,65 £ 0,19 032 + 0,01*
SSSF P, stipitis 0,46 + 0,01 90,18 + 1,89 11,29 + 0,24 0,24 + 0,00
Z, mobilis 0,46 + 0,00 91,03 + 0,68 11,64 + 0,09 0,32 + 0,00*

* 05 valores sao significativos ao nivel de confianca de 95,0% no teste T.

4.6.4. Sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF) e sacarificacdo e fermentacéo
semi-simultanea (SSSF) usando cacto pré-tratado por POEA

Os resultados da producgéo de etanol em SSF usando S. cerevisiae, P. stipitis, Z.
mobilis e o cacto pré-tratado por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h) sao
mostradas na Figura 4.35 (1A, 2A e 3A), respectivamente. A producéo e rendimento de
etanol em SSF para a S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis foram 12,15 g/L e 0,44 g/g,
11,86 g/L e 0,42 g/g, 11,25 g/L e 0,41 g/g, com a estratégia SSF concluida ap6s 48 h,
respectivamente (Tabela 4.17). O rendimento de etanol da P. stipitis foi 82,57%, com
produtividade volumétrica de etanol de 0,25 g/(L.h), em 48 h, enquanto que a S.
cerevisiae e Z. mobilis apresentaram rendimento de etanol de 86,70% e 80,30%,
respectivamente. A S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram produtividade volumétrica
de etanol de 0,34 g/(L.h) e 0,31 g/(L.h), respectivamente, em 36 h (Tabela 4.17). Em
recente trabalho, Hideno et al. (2013) realizaram fermentacdo com Kluyveromyces
marxianus em SSF usando Japanese cypress pré-tratada por POE, resultando em
67,0% do valor de etanol tedrico. Brosse et al. (2009) realizaram fermentagdo com S.
cerevisiae em SHF usando M. giganteus pré-tratada por POE, resultando em 70,0% do
valor de etanol ted6rico. Gongalves et al. (2013c) relataram a producdo de etanol em
SSF por S. cerevisiae CA11 usando cacto pré-tratado pelo processo POEA, obtendo
producdo, conversdo e produtividade de etanol de 11,63 g/L, 83,0% e 0,24 g/(L.h),
respectivamente. Esses resultados apresentados estdo na mesma faixa dos resultados

obtidos neste trabalho para a SSF usando o cacto pré-tratado por POEA.
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Figura 4.35. Fermentagdo em SSF e SSSF utilizando o cacto pré-tratado por POEA
(80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h). (1A) S. cerevisiae em SSF; (1B) S. cerevisiae
em SSSF; (2A) P. stipitis em SSF; (2B) P. stipitis em SSSF; (3A) Z. mobilis em SSF;

(3B) Z. mobilis em SSSF
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Tabela 4.17. Parametros cinéticos da fermentacéo de etanol utilizando S. cerevisiae, P.
stipitis e Z. mobilis em SSF e SSSF usando o cacto pré-tratado por POEA (80,0% v/v de
etanol a 200 °C por 1 h)

Bioprocesso Micro-organismo  Yws  Rendimento de etanol (%) Producdo de etanol (g/L) Produtividade de etanol (g/(L.h))

S, cerevisiae 0,44 + 0,01 86,70 + 0,98 12,15 + 0,24 0,34 + 0,00
SSF* P, stipitis 0,42 £ 0,01 82,57 + 1,9 11,86 + 0,29 025 + 0,01
Z, mobilis 0,41 £ 0,01 80,30 + 0,62 11,25 + 0,21 031 + 0,00**
S, cerevisiae 0,46 + 0,01 89,84 + 1,51 12,59 + 0,21 0,35 + 0,01
SSSF* P, stipitis 0,43 £ 0,01 83,55 + 1,13 12,01 + 0,16 0,25 + 0,00
Z, mobilis 0,43 £ 0,01 8501 + 1,07 11,91 + 0,20 033 + 0,01**

* o5 valores sdo significativos ao nivel de confianca de 95,0% na ANOVA;
**0s valores sdo significativos ao nivel de confianga de 95,0% no teste T.

Os valores obtidos na produgéo e rendimento de etanol usando cacto pré-tratado
por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h) na estratégia SSSF com a S.
cerevisiae, P. stipitis, Z. mobilis foram 12,59 g/L e 0,46 g/g, 12,01 g/L e 0,43 g/g, 11,91
g/L e 0,43 g/g, respectivamente, apresentados na Figura 4.35 (1B, 2B e 3B) e Tabela
4.17, para cada micro-organismo apos 48 h. O rendimento de etanol de P. stipitis foi
83,55%, com produtividade volumétrica de etanol de 0,25 g/(L.h), em 48 h, enquanto
gue a S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram rendimento de etanol de 89,84% e
85,01%, respectivamente. A S. cerevisiae e Z. mobilis apresentaram produtividade
volumétrica de etanol de 0,35 g/(L.h) e 0,33 g/(L.h), respectivamente, em 36 h (Tabela
4.17). Em comparacéo, Santos et al. (2012) realizaram o processo SSSF com 6 h de
pré-sacarificagéo utilizando bagaco de cana-de-acUcar deslignificado e a S. cerevisiae
UFPEDA 1238, resultando na producgéo e produtividade de etanol de 27,71 g/L e 0,77
g/(L.h), respectivamente. Shen e Agblevor (2011) realizaram o processo SSSF (12 h de
pré-sacarificacdo e 60 h de SSF), utilizando 75,0% de residuos de algodédo e 25,0%
lodo de papel reciclado pré-tratados por exploséo a vapor e a S. cerevisiae, resultando
no rendimento, producgéo e produtividade de etanol de 71,7%, 6,17 g/L e 0,09 g/(L.h).

A producéo de etanol por S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis utilizando o cacto
pré-tratado por POEA com as estratégias fermentativas SSF e SSSF foram avaliadas
estatisticamente pela ANOVA e teste T (nivel de confianca de 95,0%). As producdes de
etanol pelos micro-organismos usando SSF apresentaram diferenca significativa,

guando avaliadas pela ANOVA. Resultado semelhante também foi obtido pelos micro-
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organismos em SSSF. A comparacado entre os resultados obtidos por Z. mobilis usando
SSF e Z. mobilis utilizando SSSF apresentaram diferenca significativa, quando avaliada
pelo teste T.

A caracteristica da P. stipitis em assimilar e fermentar glicose e xilose, quando
comparada aos resultados obtidos nos ensaios usando S. cerevisiae e Z. mobilis (micro-
organismos incapazes de assimilarem e fermentarem a xilose) possibilitaram maiores
producBes e produtividades volumétricas de etanol pela P. stipitis em SSF e SSSF
usando a fibra de coco pré-tratada por PHA-PHS ou a casca de coco verde pré-tratada
por PA, porém com menores conversdes em etanol, quando comparada a S. cerevisiae
e Z. mobilis (conforme Tabelas 4.14 e 4.15), devido a menor eficiéncia do processo
fermentativo ao utilizar a xilose, quando comparada a glicose.

Além disso, o glicerol é formado como subproduto durante a producao de etanol,
sobre condi¢bes de crescimento aerdbico e anaerobico. E a producéo de glicerol pelo
micro-organismo pode ser influenciada pelo crescimento e fatores ambientais, como a
pressdo osmotica (Albertyn et al., 1994; Ohgren et al., 2007). Neste trabalho, as
fermentagbes efetuadas por S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis em estratégias de SSF
e SSSF apresentaram concentracdes minimas de glicerol. Esses resultados estdo em
concordancia com outros comportamentos encontrados na literatura (Ohgren et al.,
2007; Shen e Agblevor, 2010). Além disso, para este trabalho, P. stipitis ndo apresentou
producéo de xilitol durante as estratégias SSF e SSSF.

Entre os materiais pré-tratados (fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS,
casca de coco verde pré-tratada por PA, fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS e
cacto pré-tratado por POEA), estratégias fermentativas (SSF e SSSF) e micro-
organismos (S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis) utilizados neste trabalho destaca-se a
maior producédo e produtividade de etanol da estratégia SSSF usando a S. cerevisiae e
o cacto pré-tratado por POEA, sendo 12,59 g/L e 0,35 g/(L.h), respectivamente, seguido
pela P. stipitis (12,01 g/L e 0,25 g/(L.h)) e Z. mobilis (11,91 g/L e 0,33 g/(L.h)) em SSSF
usando o cacto pré-tratado por POEA. Porém, o maior rendimento de etanol foi obtido
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usando a estratégia SSSF, a S. cerevisiae e a fibra de coco maduro pré-tratada por
PHCHS (91,17%), seguido pela Z. mobilis (91,03%) e P. stipitis (90,18%) usando a
SSSF e a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS.

Além disso, o cacto pré-tratado por POEA apresentou a maior taxa inicial de
hidrolise maxima (1,50 g/(L.h)) e de digestibilidade (0,68 g de glicose/g de material
seco), em comparacdo aos demais materiais pré-tratados (PHA-PHS, PA e PHCHS).
Esses resultados corroboram com os resultados obtidos nas composi¢coes dos materiais
pré-tratados, considerando o maior teor de celulose (72,67%) e 0 menor teor de lignina
(4,60%) obtidos pelo cacto pré-tratado por POEA (conforme Tabela 4.10D) e essas
caracteristicas permitiram elevada eficiéncia na hidrolise enzimatica e fermentacao
desse material.

Nesse sentido, os trés micro-organismos obtiveram as maiores producdes de
etanol quando utilizado a estratégia SSSF, em comparagdo a SSF, sendo assim, a
SSSF possibilitou maior eficiéncia fermentativa. Além disso, a SSSF apresentou
produtividades volumétricas mais elevadas, em comparagdo a SSF (conforme Tabelas
4.14,4.15,4.16 e 4.17). A maior eficiéncia fermentativa para a SSSF pode ser explicada
pela aplicacdo do curto periodo de pré-sacarificacdo a 50 °C (12 h), que pode aumentar
a conversao da celulose em glicose e em sequéncia para etanol, o que resultou também
na reducdo promovida pela inibicdo enzimatica, além do curto periodo de pré-
sacarificagdo aumentar a solubilidade do substrato, proporcionando melhor
transferéncia de massa no meio. E 0 uso de uma etapa de processo, tal como sugerido
na SSSF, permite uso de elevada carga de sdlido, como resultado da redugdo da
viscosidade no meio e podera proporcionar impacto positivo sobre o processo global.
Outro aspecto importante relacionado com a producédo de etanol é a necessidade de se
aumentar a concentracdo de etanol celulésico para reduzir os custos no processo de
destilacdo. Recentemente, Hoyer et al. (2013) relataram que o curto periodo de pré-
sacarificacdo antes da SSF melhorara o resultado do processo. Martin et al. (2008)
relataram que a pré-sacarificacdo proporcionou rapida liquefagcédo e mistura apds 6 h. De
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acordo com de Souza et al. (2012), a pré-sacarificacdo podera proporcionar efeito
positivo, aumentando o rendimento e produtividade volumétrica de etanol. Além disso,
relataram que a utilizacdo de leveduras termotolerantes e a etapa de pré-sacarificacao
sd0 pontos essenciais para aumento da produtividade de etanol no processo SSF.
Resultados similares foram obtidos neste trabalho, indicando que a SSSF consiste ha
melhor estratégia fermentativa, quando comparada a SSF (conforme Tabelas 4.14,
4.15,4.16 e 4.17).

Assim, as estratégias fermentativas SHF, SSF e SSSF foram avaliadas por alguns
autores, por exemplo, relatadas por Mesa et al. (2011), demonstrando que 1,0 tonelada
de bagaco de cana-de-agucar foi possivel obter 192,0, 172,0 e 198,0 L de etanol
usando SHF, SSF e SSSF, respectivamente. Relatando que SSSF é a melhor
estratégia fermentativa com base no rendimento e volume de etanol. De Souza et al.
(2012) realizaram a producédo de etanol por SHF, SSF e SSF com pré-sacarificacao,
sendo SHF (72 h de pré-sacarificacdo e 8 h de fermentacao); SSF-0 (24 h de SSF);
SSF-24 (24 h de pré-sacarificagdo a 50 °C e 8 h de SSF); SSF-72 (72 h de pré-
sacarificacdo a 50 °C e 8 h de SSF). A produtividade volumétrica foi calculada usando o
menor tempo necessario para atingir a concentragdo maxima de etanol durante o
processo. Os resultados mostram que o aumento da produtividade volumétrica de
etanol por K. marxianus UFV-3 a 42 °C esta relacionado com o tempo de pré-
sacarificacdo, a partir de 0,43 g/(L.h), a 0 h e 1,79 g/(L.h), apés 72 h de pré-
sacarificacdo. Os maiores rendimentos de etanol foram observados na fermentacdo
realizada apds a pré-sacarificacdo a 50 °C, comparado ao ensaio com pré-sacarificacao
a 37 °C ou a 42 °C, indicando que a temperatura de pré-sacarificagdo € mais importante
do que as temperaturas de fermentacfes utilizadas para a producéo de etanol (37 °C e
42 °C) (de Souza et al., 2012). Esses resultados demonstram a importancia de realizar
a etapa de pré-sacarificacdo antes do processo fermentativo.

A comparacdo das estratégias SHF, SSF e SSSF foram também relatadas por
Manzanares et al. (2011), realizando a SHF (72 h de sacarificacdo e 24 h de

152



fermentacdo), SSF (72 h de SSF) e SSSF (24 h de pré-sacarificacdo e 72 h de SSF)
utilizando residuo de poda de oliveira pré-tratada por PA (210 °C por 10 min) e S.
cerevisiae, obtendo producdo de etanol por SHF, SSF e SSSF de 29,5 g/L (47,0% do
valor de etanol tedrico), 7,1 g/L (11,0% do valor de etanol teérico) e 31,1 g/L (50,0% do
valor de etanol tedrico), respectivamente. Ohgren et al. (2007) compararam 0s
rendimentos da SHF, SSF e SSF com periodo de pré-sacarificacao utilizando a palha de
milho pré-tratada com diéxido de enxofre e vapor. Os dois experimentos de SSF
apresentaram melhores rendimentos do que a SHF. Shen e Agblevor (2010) realizaram
a fermentagdo com S. cerevisiae em SSF (72 h), SSSF-24 (24 h pré-sacarificacédo e 48
h de SSF), SSSF-12 (12 h pré-sacarificacdo e 60 h de SSF) utilizando celulose
microcristalina. A SSSF-24 e SSSF-12 atingiram maiores produc¢des e produtividades de
etanol do que a SSF, sendo 16,0 e 14,0 g/L, 0,20 e 0,19 g/(L.h), respectivamente.

Além disso, a comparagdo das estratégias SHF, SSF e SSSF evidenciada por
Santos et al. (2010), usando S. cerevisiae em SHF (72 h), SSF (24 h de SSF), SSSF |
(16 h de pré-sacarificagdo e 24 h de SSF) e SSSF Il (16 h de pré-sacarificacdo e 24 h
de SSF, em 2 fases de adi¢cao de enzimas), bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por
explosdo a vapor e deslignificado com hidréxido de sédio. Obtiveram os melhores
resultados das produtividades volumétricas de etanol em SSSF | e SSSF I, sendo 0,29
e 0,30 g/(L.h), respectivamente. A SSSF necessitou de menor tempo de processo e a
pré-sacarificacdo permitiu rapida liquefagdo do bagaco. Evidenciando que a preé-
sacarificacdo possibilita reducdo no tempo do processo fermentativo, quando
comparado a SSF e SHF.

Diante disso, os resultados relatados por Mesa et al. (2011), de Souza et al.
(2012), Manzanares et al. (2011), Ohgren et al. (2007), Shen e Agblevor (2010) e
Santos et al. (2010) evidenciaram a SSSF como a melhor estratégia fermentativa.

Esses resultados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho.
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4.7. Producédo de etanol em biorreator usando a SSSF

Os experimentos foram realizados em biorreator equipado com tanque agitado de
2,0 L e volume de trabalho de 1,0 L. As condi¢cGes fermentativas foram baseadas em
resultados obtidos nas etapas anteriores, realizadas em frascos Erlenmeyer (conforme
secoes 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3 e 4.6.4). Sendo selecionada a estratégia fermentativa SSSF e
a S. cerevisiae. Os materiais pré-tratados utilizados foram a fibra de coco maduro pré-
tratada por PHA-PHS (7,35% v/v de perdxido de hidrogénio em pH 11,5 a 25 °C por 1 h,
seguido por 4,0% m/v de hidroxido de sodio sobre agitacdo de 100 rpm a 100 °C
durante 1 h), casca de coco verde pré-tratada por PA (200 °C e 50 min), fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS (2,5% v/v de hidréxido de sédio a 180 °C por 30 min) e
cacto pré-tratado por POEA (80,0% v/v de etanol a 200 °C por 1 h).

Os resultados obtidos pelos processos fermentativos em biorreator usando a
estratégia SSSF, materiais pré-tratados e S. cerevisiae sao mostrados na Figura 4.36A-
D. Esses resultados indicam que a glicose resultante da hidrélise enzimatica pode ser
fermentada em etanol pela S. cerevisiae. E os perfis cinéticos apresentaram aumento
na concentracao de glicose no meio de cultivo até o0 momento da inoculagédo (Figura
4.36). Além disso, os perfis cinéticos apresentaram tendéncia reducional na
concentracdo de etanol a partir de 36 h de processo, devido a reducdo de glicose no
meio de cultivo.

As producgdes e rendimentos de etanol usando SSSF e S. cerevisiae sobre a fibra
de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS, casca de coco verde pré-tratada por PA,
fibra de coco maduro pré-tratada pro PHCHS e cacto pré-tratado por POEA foram 9,49
g/L e 0,46 g/g, 7,62 g/L e 0,45 g/g, 10,49 g/L e 0,42 g/g, 12,42 g/L e 0,45 g/g,
respectivamente (Figura 4.36 e Tabela 4.18).

O rendimento de etanol utilizando S. cerevisiae sobre a casca de coco verde pré-
tratada por PA foi 82,08%, com produtividade volumétrica de etanol de 0,21 g/(L.h), em
48 h, enquanto que, a fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS, a fibra de coco
maduro pré-tratada por PHCHS e o cacto pré-tratado por POEA obtiveram 89,80%,
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Glicose, xilose e etanol (g/L)

Glicose, xilose e etanol (g/L)

89,06%, 88,65% e 0,26 g/(L.h), 0,29 g/(L.h), 0,34 g/(L.h), para o rendimento e

produtividade volumétrica de etanol, respectivamente (Tabela 4.18), em 36 h.
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Figura 4.36. Fermentacao em biorreator usando a estratégia SSSF e S. cerevisiae. (A)
Fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS; (B) Casca de coco verde pré-tratada

por PA; (C) Fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS; (D) Cacto pré-tratado por
POEA
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Tabela 4.18. Par@metros cinéticos das fermentacbes em biorreator usando a estratégia
SSSF, S. cerevisiae e materiais pré-tratados

Material lignoceluldsico Pré-tratamento Yers Rendimento de etanol (%) Produgéo de etanol (g/L) Produtividade de etanol (g/(L.h))
! t t t t
Fibra de coco maduro PHA-PHS 046 + 0,01 89,90 + 1,30 949 + 014 0,26 *+ 0,00
0,45* + 0,01 89,15 + 0,73 9,32 + 0,08 019 £ 0,01
045 + 0,01 89,06 + 1,16 7,62 + 021 021 £ 0,01
Casca de coco verde PA
0,45* + 0,01 90,09 * 1,60 7,71 £ 014 021 + 0,00
. t + t + krk
Fibra de coco maduro PHCHS ** 042 + 0,01 82,08 + 1,27 10,49 £ 0,16 029 £ 0,01
0,46* £ 0,01 91,17 *+ 146 11,65 + 0,19 032 + 0,01***
+ + + +
Cacto POEA 0,45 + 0,01 8865 + 1,78 1242 £ 025 034 + 0,01
0,46* £ 0,01 89,84 + 151 1259 £ 021 035 * 0,01

* emfrasco Erlenmeyer com48 mL de volume Gtil
** o5 valores séo significativos ao nivel de confianca de 95,0% na ANOVA;
*** og valores sdo significativos ao nivel de confianca de 95,0% no teste T.

Em recente trabalho, Rabelo et al. (2013) realizaram SSF em biorreator usando S.
cerevisiae e bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com hidroxido de calcio, obtendo
rendimento de etanol de 0,45 g/g. Singh e Bishnoi (2013) realizaram SSF em biorreator
usando S. cerevisiae e palha de trigo pré-tratada por micro-ondas e solucdo alcalina,
resultando na producgéo e rendimento de etanol de 16,4 g/L e 0,48 g/g, respectivamente.
Esses resultados obtidos por Rabelo et al. (2013) e Singh e Bishnoi (2013) corroboram
com os resultados obtidos neste trabalho.

As andlises dos parametros cinéticos sao importantes para avaliar os efeitos
proporcionados pela estratégia fermentativa e aumento de escala (Kumar et al., 2013).
Dessa forma, os resultados obtidos em biorreator (Tabela 4.18) e os resultados obtidos
nos experimentos efetuados em frascos Erlenmeyer evidenciaram proximidade
(conforme Tabelas 4.14, 4.15 e 4.17), indicando eficiéncia no processo fermentativo
decorrente do aumento volumétrico. Porém, os experimentos realizados em biorreator
utilizando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS apresentaram reducdes na
eficiéncia fermentativa, quando comparado aos resultados obtidos em frascos
Erlenmeyer (conforme Tabela 4.16), indicando a influéncia do aumento volumétrico no
processo fermentativo.

Nesse sentido, as maiores producdes e produtividades de etanol foram obtidas

nas fermentacdes realizadas em biorreator e frasco Erlenmeyer usando o cacto pré-
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tratado por POEA (Tabelas 4.17 e 4.18). Além disso, a fermentacdo realizada em
biorreator usando S. cerevisiae e fibra de coco maduro pré-tratada por PHA-PHS
apresentou maior produtividade volumétrica de etanol (0,26 g/(L.h)), em 36h, que a
realizada em frasco Erlenmeyer (0,19 g/(L.h)), em 48 h (conforme Tabela 4.18). Esses
dados evidenciam o menor tempo necessario para a fermentacdo em biorreator.

Os resultados obtidos pelas fermentacdes em biorreator foram analisados pela
ANOVA (nivel de confianca de 95,0%) e apresentaram diferenca significativa. Em
relacdo ao teste T (nivel de confianca de 95,0%), houve diferenca significativa apenas
entre as fermentagdes realizadas em biorreator e as fermentacgdes realizadas em frasco
Erlenmeyer usando a fibra de coco maduro pré-tratada por PHCHS.

Além disso, alguns autores realizaram processos fermentativos com diferentes
volumes de meio de cultivo, como Bari et al. (2002) que relataram o uso de Populus
tremuloides pré-tratado por explosdo a vapor e a SSF em trés escalas diferentes: frasco
Erlenmeyer de 250 mL inserido em uma incubadora termostéatica; biorreator agitado
com volume de 10,0 L; biorreator em escala piloto com volume de 50,0 L, resultando em
rendimentos tedricos de etanol de 85,0% em frasco Erlenmeyer, 79,0% em biorreator
agitado e 75,0% no biorreator em escala piloto. Além das proporcées utilizadas de
sélido-liquidos também forneceram diferencas na producgéo de etanol e os rendimentos
obtidos através da operacdo fermentativa com biorreator em escala piloto sdo no
méaximo 55,0% do obtido em condi¢gbes andlogas a escala em frasco Erlenmeyer.
Nghiem et al. (2011) realizaram SSSF em frasco Erlenmeyer e biorreatores com volume
de 7,5, 70,0 e 300,0 L sobre a Hordeum vulgare L. pré-tratado, resultando na producao
de etanol (v/v) de 15,07% (89,4% do valor tedrico de etanol), 14,19% (84,2% do valor
tedrico de etanol), 14,50% (86,1% do valor teérico de etanol) e 12,86% (78,1% do valor
tedrico de etanol), respectivamente. Dessa forma, esses trabalhos evidenciam a
tendéncia reducional da eficiéncia fermentativa do processo ao serem submetidos ao

aumento volumétrico. Fato esse, similar aos resultados obtidos em biorreator para a
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fibora de coco maduro pré-tratada por PHCHS, quando comparado aos resultados

obtidos em frasco Erlenmeyer.

4.8. Fermentacgdo alcodlica na presenca de compostos inibitorios

4.8.1. Fermentacgdo alcodlica na presenca de furfural, HMF, &cido acético, &cido férmico
e &cido levulinico

Os parametros cinéticos obtidos durante os processos fermentativos usando S.
cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis na presen¢a dos compostos inibitérios (furfural, HMF,
acido acético, acido formico e acido levulinico) estdo apresentados na Tabela 4.19 e
cultivados de acordo com o planejamento experimental mostrado na Tabela 3.5. Os
resultados obtidos demonstram os efeitos sinérgicos negativos promovidos pela
presenca dos compostos inibitérios no meio de cultivo, proporcionando redugdo na
producédo e produtividade de etanol. Resultados similares foram relatados por Larsson
et al. (1999), em ensaios fermentativos na presenca de acido acético, acido férmico,
acido levulinico, furfural e HMF, usados separadamente, 0s quais apresentaram
reducdo na producéo e produtividade de etanol devido ao aumento das concentracdes

desses compostos inibitérios.
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Tabela 4.19. Fermentacdo alcodlica usando S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis na
presenca de compostos inibitérios no meio de cultivo

Experimento Micro-organismo Y s Etanol (g/g) Producdo de etanol (g/L) Rendimento de etanol (%) Produtividade de etanol (g/(L.h)) Produgéo de biomassa (g/L) Consumo de substrato (%)

S. cerevisiae 0,067 0,32 11,59 62,29 0,24 2,92 73,04

1 P. stipitis 0,081 0,35 5,90 69,57 0,12 187 32,79
Z. mobilis 0,056 0,37 10,38 7347 0,22 2,06 52,79

S. cerevisiae 0,053 0,49 9,73 96,88 0,20 1,53 39,43

2 P. stipitis 0,098 0,41 2,10 80,89 0,08 141 17,98
Z. mobilis 0,069 0,36 547 71,23 0,11 153 28,60

S. cerevisiae 0,047 0,40 797 79,39 0,17 141 38,53

3 P. stipitis 0,283 0,38 1,19 74,00 0,02 1,36 5,82
Z. mobilis 0,066 0,46 5,47 90,80 0,11 121 22,18

S. cerevisiae 0,054 0,40 5,48 78,60 0,11 1,23 2147

4 P. stipitis 0,168 0,21 0,90 41,86 0,02 122 8,16
Z. mobilis 0,079 0,48 4,52 94,99 0,09 123 17,65

S. cerevisiae 0,040 0,36 797 70,88 0,17 1,37 4348

5 P. stipitis 0,087 0,12 1,10 23,712 0,02 1,30 17,91
Z. mobilis 0,054 036 5,81 70,14 0,12 1,37 30,71

S.cerevisiae 0,054 0,20 2,94 39,20 0,06 1,29 29,36

6 P. stipitis 0,146 0,19 0,85 37,83 0,02 1,16 8,78
Z. mobilis 0,080 030 2,94 57,87 0,06 1,29 19,08

S. cerevisiae 0,056 0,16 2,38 31,36 0,05 1,32 28,78

7 P. stipitis 0,165 0,21 0,84 41,36 0,02 1,17 7,65
Z. mobilis 0,084 024 2,38 4751 0,05 1,32 18,22

S. cerevisiae 0,057 0,19 281 37,61 0,06 1,33 29,00

8 P. stipitis 0,196 0,22 0,78 42,92 0,02 1,21 7,05
Z. mobilis 0,088 0,30 2,81 58,02 0,06 1,32 18,03

S. cerevisiae 0,053 0,17 324 33,87 0,07 1,48 36,93

9 P. stipitis 0264 031 0,78 60,04 0,02 1,18 4,98
Z. mobilis 0,089 0,29 324 57,22 0,07 1,48 20,9

S. cerevisiae 0,061 0,15 1,73 29,35 0,04 1,20 22,57

10 P. stipitis 0,145 0,15 0,79 29,16 0,02 1,29 10,43
Z. mobilis 0,080 0,11 1,01 22,43 0,02 1,20 16,51

S. cerevisiae 0,074 0,16 1,34 30,47 0,03 1,13 16,59

11 P. stipitis 0,183 0,19 0,73 37,66 0,02 121 7,46
Z. mobilis 0,099 0,21 1,34 40,57 0,03 1,13 12,08

S. cerevisiae 0,046 0,10 1,38 18,92 0,03 1,16 21,78

12 P. stipitis 0,148 0,15 0,66 29,89 0,01 1,16 843
Z. mobilis 0,068 0,14 1,38 21,83 0,03 1,16 18,11

S. cerevisiae 0,061 0,15 2,01 30,09 0,04 1,29 25,50

13 P. stipitis 0,172 0,26 1,24 50,50 0,03 1,34 9,40
Z. mobilis 0,085 0,33 3,09 64,88 0,06 1,29 17,46

S. cerevisiae 0,059 0,07 0,83 1371 0,02 1,19 23,13

14 P. stipitis 0,208 0,22 0,88 43,95 0,02 1,33 7,64
Z. mobilis 0,085 0,10 0,83 19,76 0,02 1,19 15,39

S. cerevisiae 0,066 0,08 0,86 16,58 0,02 1,17 19,98

15 P. stipitis 0,205 0,29 0,90 56,16 0,02 1,30 6,18
Z. mobilis 0,097 0,12 0,86 24,28 0,02 117 13,09

S. cerevisiae 0,065 0,08 0,70 16,40 0,01 1,04 16,30

16 P. stipitis 0,226 0,30 0,67 57,99 0,01 1,02 441
Z. mobilis 0130 013 0,70 24,76 0,01 121 10,36

S. cerevisiae 0,050 0,14 211 27,60 0,04 1,24 29,30

17 P. stipitis 0,113 0,15 111 29,21 0,02 1,36 14,56
Z. mobilis 0,063 0,18 211 35,36 0,04 1,24 21,94

S. cerevisiae 0,052 0,15 2,10 29,36 0,04 1,22 27,35

18 P. stipitis 0,111 0,16 1,09 30,72 0,02 1,29 13,59
Z. mobilis 0,065 0,19 2,10 37,61 0,04 1,22 20,48

S. cerevisiae 0,049 0,13 2,13 25,34 0,04 1,25 31,82

19 P. stipitis 0112 016 1,07 30,56 0,02 1,28 13,26
Z. mobilis 0,066 0,18 2,13 35,78 0,04 1,25 22,54
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Os cultivos apresentaram consumo maximo de glicose no meio de cultivo de
73,04% usando S. cerevisiae, 32,79% para a P. stipitis e 52,79% usando Z. mobilis,
esses resultados foram obtidos no experimento 1 (Tabela 4.19), o qual apresenta
menores concentragcdes de compostos inibitérios presente no meio de cultivo (conforme
Tabela 3.5).

Essas caracteristicas promovidas pelos compostos inibitérios consistem em
modificar o pH neutro intracelular e diminuir a viabilidade celular (Palmqvist e Hahn-
Héagerdal, 2000), consequentemente, influenciando no crescimento celular dos micro-
organismos em anaerobiose e na producdo de etanol (Delgenes et al.,1996;
Taherzadeh et al., 1999; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Taherzadeh et al., 2000; Liu
et al., 2004; Almeida et al., 2009; Huang et al., 2011; Lee et al., 2011b). Esses efeitos
também foram observados nos experimentos realizados neste trabalho. De acordo com
Liu et al. (2004), os micro-organismos industriais utilizados na produgdo de etanol néo
suportam as condicdes de estresse associado com o processo de conversdo de
biomassa durante producédo de etanol celuldsico.

A presenca de furfural e HMF no meio de cultivo inibiram o crescimento e
fermentacdo dos micro-organismos, esse fato também foi descrito por Liu et al. (2004) e
Taherzadeh et al. (2000). Os efeitos sdo dependentes da concentracédo de furano e do
micro-organismo utilizado (Almeida et al.,, 2007). Segundo Delgenes et al. (1996)
relatam o efeito inibitério de HMF em concentragdo superior a 1,0 g/L na fermentacao
usando S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis. Além da Z. mobilis cultivada na presenca
de 2,0 g/L de furfural, que apresentou inibicdo no crescimento e producdo de etanol de
64,0% e 44,0%, respectivamente (Delgenes et al., 1996).

A presenca dos compostos inibitérios promoveu elevada inibicdo dos cultivos
fermentativos de P. stipitis, resultados similares foram obtidos por Bellido et al. (2011),
na presenca de HMF, furfural e acido acético causando baixo consumo de glicose
durante o cultivo de P. stipitis. Bellido et al. (2011) verificaram efeito inibitério na
presenca de furfural em cultivo usando P. stipitis, observando que a assimilagédo de
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acucar foi completamente inibida na presenca de 2,0 g/L de furfural, entretanto, esse
efeito foi mais acentuado na presenca de acido acético. Em cultivo realizado com
hidrolisado de palha de trigo pré-tratada por explosédo a vapor houve a completa inibicédo
no crescimento de P. stipitis (Bellido et al., 2011). Diaz et al. (2009) relataram a redugao
na produtividade de etanol em cultivos de P. stipitis realizados com 2,0 g/L de furfural e
auséncia de consumo de acucar em cultivos realizados com 4,0 g/L de furfural.

Neste trabalho a S. cerevisiae apresentou efeitos negativos na presenca de
compostos inibitorios, esses efeitos também foram relatados por Palmqvist e Hahn-
Hagerdal (2000) e Lee et al. (2011b). Esses autores relataram que a interacao sinérgica
de furfural e HMF proporciona menor rendimento de etanol nos cultivos usando S.
cerevisiae. Em analise separada de furfural e HMF, em concentragdes iguais, o HMF
apresentou maior efeito inibitério. Embora, as produtividades volumétricas maximas
foram menores nas fermentages contendo simultaneamente HMF e furfural (Lee et al.,
2011b).

Os dados estatisticos apresentados na Tabela 4.20 sao referentes aos efeitos
sinérgicos negativos dos cultivos de S. cerevisiae (12, 24, 36 e 48 h), P. stipitis (12, 24,
36 e 48 h) e Z. mobilis (12, 24, 36 e 48 h) promovidos pelos compostos inibitérios
presente nesses cultivos. Esses dados evidenciam a inibigdo dos micro-organismos
promovida pelos compostos inibitérios presente nos cultivos fermentativos. Porém, os
efeitos inibitdrios foram mais significativos nos cultivos usando P. stipitis, seguido pela
Z. mobilis e S. cerevisiae. Em relagcdo a influéncia dos compostos inibitrios, pode-se
indicar de forma decrescente o efeito inibitério de cada composto (Tabela 4.20), na
seguinte sequéncia para cada micro-organismo testado, S. cerevisiae: acido férmico,
acido acético, HMF, furfural e acido levulinico, P. stipitis: acido férmico, HMF, acido
acético, furfural e acido levulinico, Z. mobilis: acido férmico, acido acético, furfural, HMF
e acido levulinico. Segundo Liu et al. (2004), os efeitos de diferentes inibidores variam
amplamente entre os diferentes micro-organismos e normalmente, os 4cidos organicos
sdo mais toxicos nas bactérias que em leveduras. Embora, os &cidos organicos
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apresentem acentuado efeito inibitdrio em levedura (Huang et al., 2011). Em cultivos
realizados por Huang et al. (2011) usando S. cerevisiae na presenc¢a de &cidos fracos,
HMF, furfural e fendis, observaram que a S. cerevisiae foi mais sensivel aos acidos
fracos e apresentou auséncia de efeito inibitério por HMF, furfural e fendis. Os
resultados obtidos neste trabalho foram similares, principalmente pelo efeito inibitério
promovido pelo acido formico e &cido acético. De acordo com Huang et al. (2011), os
acidos fracos, principalmente o acido formico e &cido acético séo os principais inibidores

dos micro-organismos presente no hidrolisado lignocelulésico pré-tratado.

Tabela 4.20. Andlise estatistica da fermentacdo alcodlica usando S. cerevisiae, P.
stipitis e Z. mobilis na presenca de compostos inibitérios no meio de cultivo

Micro-organismo Tempo(h) Fator Signi/inter. Furfural (1) HMF(2) Acido acético (3) Acido formico (4) Acido levulinico (5) 1por2 1por3 Lpord 1por5 2por3 2pord 2por’5 3por4 3por5 4por5

0 Ffeito 13745 02047  -0,2687 -0,3799 -0,8230 -0,1581 0,1710 0,0048 0,1748 0,0691 -0,0690 0,2522 -0,018 0,3524 0,203 0,1942

P 00004 00216 00127 0,0064 0,0014 0,0355 0,0306 0,8890 0,0293 0,1527 0,1530 0,014 0,6248 0,0075 0,0221 0,0239

2 Ffeito 22157 0,740  -0.8361 -1,5798 -2,8459 -0,2450 04939 0,493 0,2652 0,0388 0,2640 0,3800 0,772 0,9636 0,028 -0,124

S. cerevisae 4 00005 00193 00156 0,0044 0,0014 0,1462 0,0428 0,0429 0,1288 0,7490 0,1297 0,0694 0,0180 0,0118 0,8133 0,3602
% Ffeito 29199  -1,0512 -1,8936 -2,4026 -3,8582 -0,4751 04649 -013 03216 0,587 0,6972 1,1873 0,2297 1,9122 0,3200 0,1797

P 00007 00237 00075 0,0047 0,0018 0,1023 0,1062 05125 0,1905 0,0707 0,0517 0,0188 0,2983 0,0074 0,1919 0,389

3 Ffeito 36407  -1,6980 -2.1838 -2,5806 -4,7415 -0,8438 1,2100 -0,0620 0,5438 -0,373 0,1639 12126 0,0033 2,2074 -0,118 0,7989

P 0,0000 00000 0,000 0,0000 0,0004 0,0001 0,0000 0,0224 0,0003 0,0006 0,0033 0,0000 0,7630 0,0000 0,0063 0,0001

0 Ffeito 06587 0,037 -0,0371 -0,0238 -0,0253 0,0242 0,0437 0,0318 0,0173 -0,024 0,0340 0,0276 -0,027 0,0220 -0,053 -0,0320

P 00000 00715  0,0669 0,1427 0,129 0,1391 0,0494 0,0878 0,2292 0,1451 0,0780 0,1118 0,1157 0,1618 0,0348 0,0869

2 Ffeito 07772 -0,0634 0,260 -0,1543 0,2331 00737 0,022 0,082 0,036 -0,144 0,1452 0,2063 -0,051 0,1422 0,086 -0,081

P. stipitis P 0,000 00395 00033 0,0070 0,0031 0,0297 0,0566 0,0463 0,0540 0,0080 0,0079 0,0039 0,0594 0,0082 0,0222 0,0248
% Ffeito 09542 03106 04244 -0,2139 -0,4049 02703 0,2475 0,1860 0,2423 0,346 0,2318 0,2507 -0,277 0,4182 -0,2230 -0,208

P 00001 00043 0,023 0,005 0,0025 0,0057 0,0067 0,0119 0,0070 0,0035 0,0077 0,0066 0,0054 0,0024 0,0083 0,009

3 Ffeito 12408 0,630 08707 -0,7257 -0,8753 0,439 0,4667 0,4032 0,4686 -0,743 0,6501 0,6889 -0,542 0,9080 -0,457 -0,387

P 0,000 00002 0,001 0,0002 0,0001 0,0005 0,0004 0,0006 0,0004 0,0002 0,0002 0,0002 0,0003 0,0001 0,0004 0,0006

0 Ffeito 13193 05150 03412 -0,4950 -1,5150 -0,1423 03822 0,019 0,4551 0,2007 -0,2004 0,3081 -0,007 0,400 -0,445 0,214

P 00005 001383  0,0307 0,0145 0,0017 0,1457 0,0247 0,7910 0,0176 0,0818 0,0820 0,0373 0,9208 0,0189 0,0184 0,0727

2 Ffeito 13366 05218 -0,3457 -0,5015 -1,5348 -0,1441 03872 -0,019 04611 0,2033 -0,2031 0,3121 -0,0070 0,458 0,451 0,2172

Z. mobilis P 0,005 00140 0,311 0,0151 0,0016 0,1476 0,0250 0,8014 0,0178 0,0829 0,0830 0,0378 0,9329 0,0191 0,0186 0,0737
% Ffeito 25490  -1,2464  -1,5665 -1,6423 29117 -0,0870 0,9733 01853 0,5169 -0,14 0,499 08603 -0,086 1,1520 0,189 -0,208

P 00009 00170 00109 0,0099 0,0031 0,6507 0,0275 03779 0,0885 0,4858 0,2689 0,0348 0,6547 0,0199 0,3717 03337

3 Ffeito 30820  -16162 -1,6617 -1,6743 -3,4145 0,0596 1,4523 0,3972 0,0462 0,392 0,1828 0,6905 0,4559 1,3012 -0,3600 -0,105

P 0,000 00000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0241 0,0000 0,0006 0,0004 0,0006 0,0026 0,0002 0,0004 0,0001 0,0007 0,0080

Neste trabalho, o acido férmico proporcionou maior efeito inibitério, quando
comparado ao acido acético e acido levulinico. Segundo Larsson et al. (1999) existe
diferenca na toxicidade entre acido acético, acido férmico e &cido levulinico na mesma
concentracdo, na forma ndo dissociado. Devido ao menor tamanho da molécula de
acido formico, facilitando a sua difusdo através da parede celular, proporcionado maior
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toxicidade (Larsson et al., 1999). De acordo com Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000),
essa diferenca de toxicidade existe devido as diferencas na permeabilidade da parede
celular e possivel introducdo dos compostos inibitérios na célula. O &cido férmico
geralmente esta presente em menor concentracdo do que o 4cido acético, porém é mais
toxico para S. cerevisiae (Hasunuma e Kondo, 2012). Almeida et al. (2007) relataram
gue o acido férmico inibe a S. cerevisiae em concentracéo 1,4 g/L.

Chen et al. (2009) realizaram a andlise de crescimento celular e acumulo de
lipidios em levedura usando meio de cultivo sintético na presenca de &cido acético,
acido formico, &cido levulinico, furfural, HMF, valina e hidroxibenzaldeido, testados de
forma isolada. Os resultados evidenciaram forte efeito inibitério do éacido férmico,
seguido pelo acido acético e HMF. Esses resultados corroboram com os resultados
obtidos neste trabalho.

O acido acético apresentou elevado potencial inibitério nos experimentos
realizados com S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis. Segundo Palmqvist e Hahn-
Héagerdal (2000), o acido acético prejudica diretamente o DNA, proteinas, ATP, NADH e
a integridade da parede celular. De acordo com Bellido et al. (2011), o &cido acético em
concentracao de 3,9 e 3,5 g/L, inibiu completamente o crescimento celular e a producdo
de etanol por P. stipitis, respectivamente. A toxicidade do acido acético na maioria dos
casos tem sido atribuido a sua transicao através da membrana plasmatica, dissociacao
subsequente em acetato e protons no pH neutro no ambiente intracelular (Larsson et
al., 1999), além de causar inibicdo das enzimas glicoliticas por acidificacdo intracelular e
acumulagdo de acetatos (Palmqvist et al., 1999; Taherzadeh et al., 1999; Palmqvist e
Hahn-Hagerdal, 2000). O &cido acético na sua forma n&o dissociada é capaz de
penetrar a parede celular dos micro-organismos e acidificar o citoplasma, interrompendo
gradiente de proteina através da parede celular e interferindo nos processos celulares.
E a reducgéo no pH intracelular provoca aumento no consumo de ATP para neutralizar o

pH por bombeamento de protons para fora da célula, em concentracfes elevadas de
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acido acético, o consumo de ATP é elevado e as células acidificam o citosol (Lee et al.,
2011b).

Em experimentos realizados por Larsson et al. (1999), o acido levulinico foi mais
inibitério que o &cido acético devido a sua maior lipofilicidade. Entretanto, no presente
trabalho, ambos compostos apresentaram efeito inibitério, mas o acido acético
apresentou efeito negativo mais acentuado, conforme os valores (-0,15), (-0,24), (-0,47),
(-0,84), para o &cido levulinico; e (-0,37), (-1,57), (-2,40), (-2,58), para o &cido acético
em S. cerevisiae, em 12, 24, 36 e 48 h de cultivo, respectivamente. Além disso, (0,02),
(0,07), (0,27), (0,43), para o &cido levulinico; e (-0,02), (-0,15), (-0,27), (-0,72), para o
acido acético em P. stipitis, em 12, 24, 36 e 48 h de cultivo, respectivamente.
Finalizando, (-0,14), (-0,14), (-0,08), (0,05), para o acido levulinico, e (-0,49), (-0,50), (-
1,64), (-1,67), para o &cido acético em Z. mobilis, em 12, 24, 36 e 48 h de cultivo,
respectivamente (conforme Tabela 4.20).

De acordo com Huang et al. (2011), o nivel critico de compostos inibitérios
presente de forma isolada no cultivo de S. cerevisiae foram 4,0 g/L de &cido férmico, 6,0
g/L de &cido acético, 4,0 g/L de HMF e 4,0 g/L de furfural. Em cultivo usando hidrolisado
da palha de milho pré-tratada por explosdo a vapor e S. cerevisiae contendo as
seguintes concentragfes de &cido férmico (6,8 g/L), acido acético (7,81 g/L), HMF (0,56
g/L) e furfural (0,71 g/L). Os resultados demonstraram inibigdo oriunda da concentracao
de acido férmico e acido acético contido nesse hidrolisado. Segundo Huang et al., 2011,
0 acido férmico possui efeito inibitério mais acentuado que o acido acético. De acordo
com Liu et al. (2004), o uso de compostos inibitérios de forma combinada foi mais toxico
do que utilizados de forma separada, mesmo quando presente em menor quantidade.
Essa sinergia negativa sugere que os inibidores podem agir por mecanismos diferentes
ou como cada micro-organismo se adapta a presenca de cada composto inibitério (Liu
et al., 2004). Segundo Larsson et al. (1999) e Liu et al. (2004), os compostos inibitérios
presentes no hidrolisado lignocelulésico possuem efeitos sinérgicos negativos maior
gque a soma dos efeitos individuais. Esses resultados corroboram com os efeitos
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sinérgicos negativos observados neste trabalho e apresentados nas Tabelas 4.19 e
4.20.

Além disso, a S. cerevisiae apresentou assimilacdes de furfural e HMF durante o
experimento 1 (0,77 g e 0,29 g), 2 (0,74 g e 0,19 g) e 3 (0,16 g e 0,15 ),
respectivamente. A P. stipitis e Z. mobilis ndo apresentaram durante os experimentos
assimilaces de furfural e HMF. Essa diferenca na quantidade assimilada entre furfural
e HMF pela S. cerevisiae nos experimentos 1 e 2 podem ser devido a menor
permeabilidade da parede celular pelo HMF, quando comparado ao furfural (Larsson et
al., 1999; Wikandari et al., 2010). O consumo desses compostos inibitérios pela S.
cerevisiae foram relatados por Taherzadeh et al. (2000) e Liu et al. (2004). Como
enfatizado por Taherzadeh et al. (2000), o furfural e HMF podem ser metabolizados por
bactérias e leveduras. Algumas linhagens de S. cerevisiae demonstram toleréncias aos
compostos furanicos, devido a capacidade de converter HMF e furfural a compostos
menos nocivos (Almeida et al., 2007). Delgenes et al. (1996), Almeida et al. (2007) e
Taherzadeh et al. (1999) relatam que quando o furfural e o HMF sdo metabolizados,
estardo presentes no meio de cultivo na forma de alcool furfurilico e o alcool HMF. No
presente trabalho, esses alcoois ndo foram analisados, entretanto € possivel que
estivessem presentes nos experimentos 1, 2 e 3 da S. cerevisiae. A reducdo a alcool
furfurilico é importante para amenizar o efeito do furfural, a partir de superexpressao de
varios genes endogenos, sendo a reducdo dependente de NADH e a taxa de
degradacao de furfural correlacionada com a taxa de glicélise (Taherzadeh et al., 1999).
O HMF possui mecanismo de acdo similar ao descrito para o furfural, reduzindo a
formacdo de ATP e producdo de etanol. Além de aumentar a duracdo da fase lag
durante o cultivo (Balat e Balat, 2008). Esses compostos inibitérios estdo ligados aos
danos da via glicolitica, parede celular, desagregacdo de DNA, inibicdo da sintese de
proteinas e RNA (Liu et al., 2004; Bellido et al., 2011; Liu, 2011). Em analise realizada in
vitro por Modig et al. (2002) relataram que as enzimas alcool desidrogenase, aldeido
desidrogenase e piruvato desidrogenase foram diretamente inibidas na presenca de
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HMF e furfural. O equilibrio redox intracelular através da oxidacdo de NAD(P)H deve ser
afetado pela reducéo de furfural e HMF (Palmquvist et al., 1999; Liu, 2011). Além disso,
nao foi observado consumo de &cido acético pelos micro-organismos, resultado similar
foi relatado por Taherzadeh et al. (1999).

Os micro-organismos testados neste trabalho apresentaram efeitos sinérgicos
negativos na presenca dos compostos inibitérios: furfural, HMF, &cido acético, acido
férmico e acido levulinico, porém alternativas tecnolégicas e biotecnoldgicas poderdo
proporcionar melhor eficiéncia fermentativa desses micro-organismos, como a
aclimatacdo dos micro-organismos ao meio de cultivo a partir da crescente adicdo de
compostos inibitorios (Lin e Tanaka, 2006); biodesintoxicacdo, desintoxicacdo (Yu et al.,
2011) e nandfiltracdo (Qi et al., 2011) dos compostos inibitérios presente no meio de
cultivo; bem como usando-se micro-organismos geneticamente modificados (Neves et

al., 2005).

4.8.2. Fermentag&o alcodlica em meio de cultivo diluido com agua marinha
Considerando que a producéo de etanol celulésico se encontra em estagio inicial
de desenvolvimento em escala industrial (Wu et al., 2009), e que a disponibilidade e
utiizacdo de &gua doce pode gerar problemas socioambientais para expansdo da
producdo de etanol em nivel global (Wu et al., 2009; Gerbens-Leenes et al., 2012;
WWAP, 2012), surge como alternativa para amenizar essa problematica o uso de agua
marinha em bioprocesso. Nesse sentido, foram analisados os processos fermentativos
submetidos a substituicdo da agua doce utilizada no preparo do meio de cultivo dos trés
micro-organismos (S. cerevisiae, P. stipitis e Z. mobilis) por agua marinha. Sendo uma
etapa avaliativa do potencial inibitorio do uso de agua marinha na producéo de etanol e
gue proporcionara conhecimento prévio para as futuras pesquisas usando agua

marinha na producao de etanol celuldsico.
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Etanol (g/L)

Os perfis dos processos fermentativos de Z. mobilis (Figura 4.37A) apresentaram

menores interferéncias nas fases fenomenologicas, quando comparado aos perfis dos

processos fermentativos de S. cerevisiae (Figura 4.37B) e P. stipitis (Figura 4.37C), em

relagcdo a fermentacéo alcodlica realizada em meio de cultivo diluido com agua doce e a

fermentacédo alcodlica em meio de cultivo diluido com agua marinha.
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Figura 4.37. Perfil cinético da fermentacéo alcodlica em meio de cultivo diluido com agua

doce ou 4gua marinha. (A) Z. mobilis; (B) S. cerevisiae; (C) P. stipitis. O meio de cultivo
diluido com agua doce (icone preto) e meio de cultivo diluido com agua marinha (icone
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A producéo de etanol e conversédo de substrato em biomassa microbiana de Z. mobilis
cultivado em agua doce foram 9,27 g/L e 0,195, respectivamente, e em dgua marinha foram
9,44 g/L e 0,178, respectivamente (Tabela 4.21). A producdo de etanol e conversao de
substrato em biomassa microbiana de S. cerevisiae cultivado em dgua doce foram 9,65 g/L e
0,212, respectivamente, e em agua marinha foram 9,68 g/L e 0,145, respectivamente (Tabela
4.21). A producdo de etanol e conversao de substrato em biomassa microbiana de P. stipitis
cultivado em agua doce foram 8,73 g/L e 0,508, respectivamente, e em dgua marinha foram

7,34 g/L e 0,389, respectivamente (Tabela 4.21).

Tabela 4.21. ParAmetros cinéticos das fermentacdes alcodlicas de S. cerevisiae, P. stipitis e
Z. mobilis em meio de cultivo diluido com agua doce ou dgua marinha. Nota: 1 (S. cerevisiae
cultivada em agua doce); 2 (S. cerevisiae cultivada em agua marinha); 3 (P. stipitis cultivada em agua
doce); 4 (P. stipitis cultivada em &gua marinha); 5 (Z. mobilis cultivada em agua doce); 6 (Z. mobilis
cultivadas em agua marinha)

Nimero  Y,s  Etanol (g/g) Rendimento de etanol (%)Producdo de etanol (g/L)Produtividade de etanol (g/(L.h)) Produgéo de biomassa (g/L) Produtividade de biomassa (g/(L.h)) I8 Ho
1 020£00105 +001 9771 + 098 965 £ 008 088 + 0,03 4% o+ 009 042 + 0,02 049 001 089 £0,02
2 015£001 05 +000 9830 + 140 968 + 013 088 t 0,03 3%+ 01 0,30 t 0,01 037 +001 1,04 £0,03
3 051£002 045000 808 + 076 873 't 008 0,79 t 0,02 989 + 028 089 t 0,02 053 +001 036 £ 001
4 039002038 +001 7541 + 064 734 £ 006 0,67 t 0,02 798+ 02 0,72 t 0,02 046 %001 029 %001
5 02+£001 048 +001 9391 + 08 921 £ 007 084 + 0,02 439+ 012 039 + 0,01 053 +001 111 +0,03
6 018:001 049 £000 9535 + 112 94 £ 010 0,86 t 0,03 406+ 0l 0,36 t 0,01 051 +001 119 +0,03

Yxis = rendimento do crescimento celular baseado no consumo de substrato; |, = velocidade especifica de crescimento;
Kp = velocidade especifica de formagé&o de produto.

A maior diferenca na producgéo de etanol entre as fermentacdes realizadas em meio de
cultivo diluido com agua doce e o0 meio de cultivo diluido com agua marinha foi obtida pela P.
stipitis, quando comparado aos demais micro-organismos (16,0%), mostrando-se assim, um
micro-organismo sensivel a substituicdo de agua doce pela dgua marinha no meio de cultivo.
Além de apresentar maiores valores na conversdo de substrato em biomassa microbiana,
proporcionando maior concentragdo celular.

As menores concentragcdes celulares foram observadas nos micro-organismos
cultivados em meio de cultivo diluido com agua marinha. De acordo com Urano et al. (2001),
0o aumento da pressdo osmotica e da concentracdo salina proporcionam reducdo no

crescimento celular microbiano. Além disso, foram observadas menores concentracdes
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celulares e conversdes de substrato em biomassa microbiana nos cultivos de Z. mobilis,
consequente também do uso em anaerobiose da glicose pela via Entner—Doudoroff, que
difere da via Embden—Meyerhoff—Parnas utilizada pela P. stipitis e S. cerevisiae (Lin e
Tanaka, 2006; Girio et al., 2010). Além da Z. mobilis apresentar elevada taxa especifica de
formacéao de produto (conforme Tabela 4.21), como descrito por Girio et al. (2010).

Os resultados obtidos demonstraram diferencas ha producéo de etanol entre 0s micro-
organismos, em fungéo do uso da 4gua doce ou agua marinha no meio de cultivo (nivel de
confianca de 95,0%) (Tabela 4.22). As fermentacdes alcoodlicas de S. cerevisiae e P. stipitis
apresentaram influéncias significativas da fase fenomenol6gica e do meio de cultivo na
analise | (fase lag), andlises Il e lll (fase log). Durante a andlise IV (fase estacionaria) a P.
stipitis apresentou influéncia da fase fenomenoldgica e do meio de cultivo, a S. cerevisiae
apresentou apenas influéncia do meio de cultivo. Na fermentacdo alcodlica de Z. mobilis
houve apenas a influéncia da fase fenomenoldgica no decorrer das analises |, Il, Il e IV.
Esses dados demonstram auséncia do efeito inibitério do uso da dgua marinha no meio de
cultivo de Z. mobilis. Segundo Girio et al. (2010), a Z. mobilis apresenta elevada tolerancia

osmotica, essa caracteristica fisiolégica também é encontrada na S. cerevisiae.
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Tabela 4.22. Andlise estatistica da fermentacdo alcoodlica de S. cerevisiae, P. stipitis e Z.
mobilis em meio de cultivo diluido com 4gua doce ou agua marinha

Planejamento |

) Etanol (g/L) S. cerevisae P. stipitis Z. mobilis
Tempo (h) Meio - — — Fator - - -
S. cerevisae P. stipitis  Z. mobilis Efeito P Efeito P Efeito P
1 Aguadoce 0,89 0,98 042 0,42 0,41 0,40 Sign./Inter. 0,99 0,0000 0,46 0,0000 0,78  0,0000
2 Aguadoce 1,19 1,17 058 0,59 1,16 1,13 Fase fenomenolégica 0,39 0,0011 0,08 00092 0,74  0,0000
1 Aguamarinha 0,64 0,64 0,41 0,43 0,43 0,42 Meio -0,15 0,0313 -0,09 00061 002 0,481
2 Agua marinha 1,25 1,10 0,44 0,38 1,17 1,15| Fase fenomenolégica por meio 0,14 10,0035 -0,09 10,0050 0,00 1,0000
Planejamento Il
) Etanol (g/L) S. cerevisae P. stipitis Z. mobilis
Tempo (h) Meio . — — Fator - - :
S. cerevisae P. stipitis Z. mobilis Efeito P Efeito P Efeito P
4 Aguadoce 4,27 4,19 1,65 1,60 4,02 4,13 Sign./Inter. 4,22 0,000 1,64 00000 5,14  0,0000
5 Aguadoce 6,23 6,40 2,14 2,73 6,15 6,00 Fase fenomenoldgica 1,72 0,0002 092 0,0049 2,02 0,0000
4 Aguamarinha 2,53 2,45 0,74 0,73 4,14 4,23 Meio -2,10 0,0001 -0,78 10,0089 0,13  0,0916
5 Agua marinha 3,63 4,07 1,90 1,64 6,30 6,16| Fase fenomenolégica por meio 0,35 0,0453 0,11 10,5390 0,03 0,6702
Planejamento llI
) Etanol (g/L) S. cerevisae P. stipitis Z. mobilis
Tempo (h) Meio . — — Fator - . :
S. cerevisae P. stipitis  Z. mobilis Efeito P Efeito P Efeito P
5 Aguadoce 6,23 6,40 2,14 2,74 6,15 6,00 Sign./Inter. 584 10,0000 291 00000 7,02 00000
6 Aguadoce 8,18 7,95 500 4,84 7,66 7,85 Fase fenomenoldgica 1,52 0,0067 1,61 0,0008 1,72 0,0000
5 Aguamarinha 3,63 4,08 1,90 1,64 6,30 6,16 Meio -2,69 0,0000 -1,53 0,0009 0,20 0,0649
6 Agua marinha 5,67 5,61 2,63 2,42 7,92 8,10| Fase fenomenoldgica por meio -0,23 0,4783 -0,86 0,0081 0,04  0,5940
Planejamento IV
) Etanol (g/L) S. cerevisae P. stipitis Z. mobilis
Tempo (h) Meio - — — Fator - - -
S. cerevisae P. stipitis  Z. mobilis Efeito P Efeito P Efeito P
9 Aguadoce 9,27 9,73 8,10 8,20 8,94 8,72 Sign./Inter. 9,09 0,0000 7,55 0,0000 9,08 00000
10 Aguadoce 9,32 9,45 8,27 8,67 9,14 891 Fase fenomenolégica 0,24 0,1377 0,52 0,0160 0,19 0,1523
9 Aguamarinha 8,34 8,52 6,60 6,29 9,24 9,04 Meio -0,70 0,0057 -1,50 0,0003 0,30 0,0512
10 Agua marinha 9,05 9,03 7,14 7,20 9,43 9,22| Fase fenomenoldgica por meio 0,36 0,0504 0,20 0,1976 -0,01 0,9652

Nota: Planejamento | compreende a fase lag; Planejamento Il e
Planejamento IV compreende a fase estacionaria

Il compreende a fase log;
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5. CONCLUSAO

O cacto, casca de coco verde, casca de coco maduro e fibra de coco maduro
submetidos aos pré-tratamentos PHA-PHS, PA, PHCHS e POEA apresentaram modificaces
nas composi¢cdes quimicas e estruturas fisicas. Esses materiais submetidos as hidrolises
enzimaticas proporcionaram eficientes conversdes em glicose, indicando a acessibilidade dos
materiais pré-tratados ao ataque enzimatico. E as conversdes dos materiais pré-tratados em
etanol utilizando as estratégias fermentativas SSF e SSSF foram bem sucedidas,
evidenciando a possibilidade de uso dos materiais pré-tratados, micro-organismos e
estratégias fermentativas na producao de etanol. Em especial, a estratégia SSSF usando S.
cerevisiae e cacto pré-tratado por POEA apresentou elevada eficiéncia fermentativa,
sugerindo assim, a criacdo de um arranjo produtivo local (APL) para a producédo de etanol
celuldsico.

As fermentagfes alcodlicas realizadas em biorreator utilizando S. cerevisiae, estratégia
fermentativa SSSF e materiais pré-tratados mostraram rendimentos de etanol aproximados
aos resultados obtidos pelas fermentagcbes realizadas em frasco Erlenmeyer. Esses
resultados confirmam a potencialidade dos materiais pré-tratados, micro-organismo e
estratégia fermentativa utilizados em biorreator. Com destaque, das fermentagcbes usando o
cacto pré-tratado por POEA.

O furfural, HMF, acido acético, acido férmico e acido levulinico apresentaram efeitos
sinérgicos negativos nas fermentagcbes de P. stipitis, Z. mobilis e S. cerevisiae. O acido
férmico e acido acético evidenciaram efeitos mais significativos entre os compostos inibitérios,
seguido pelo HMF, furfural e &cido levulinico. Além disso, as fermentagfes realizadas em
meio de cultivo diluido com agua marinha mostraram resultados promissores, especialmente

guando se utilizou a S. cerevisiae e a Z. mobilis.
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Apéndice

Tabela 1. ANOVA da hidrélise enzimatica dos materiais pré-tratados por PHA-PHS

Hidrélise enzimatica - PHA-PHS

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Varidncia
Fibra de coco maduro 2 152,41 76,205  0,70805
Casca de coco maduro 2 148,99 74,495  0,02205
Casca de coco verde 2 140,40 70,2 1,0082
Cacto 2 136,87 68,435 0,25205
ANOVA
Fonte de variagéo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 78,8214375 3 26,274 52,80239656 0,001128012 6,591382
Dentro de grupos 1,99035 4 0,4976
Total 80,8117875 7

Tabela 2. ANOVA da hidrélise enzimatica dos materiais pré-tratados por PA

Hidrélise enzimatica - Autohidrolise

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Fibra de coco maduro 2 168,19 84,095 0,68445
Casca de coco maduro 2 178,41 89,205 1,49645
Casca de coco verde 2 185,04 92,52 0,3528
Cacto 2 181,82 90,91 11,6562
ANOVA
Fonte de variagéo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 80,01265 3 26,671 25,46207 0,004565 6,591382
Dentro de grupos 4,1899 4 1,0475
Total 84,20255 7
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Tabela 3. ANOVA da hidrdlise enzimatica dos materiais pré-tratados por POEA

Hidrélise enzimatica - POEA

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Fibra de coco maduro 2 155,08 77,54 0,08
Casca de coco maduro 2 160,84 80,42 1,5488
Casca de coco verde 2 164,24 82,12 0,0648
Cacto 2 168,55 84,275 0,45125
ANOVA
Fonte de variag¢Go sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 48,5130375 3 16,171 30,15784 0,003313 6,591382
Dentro de grupos 2,14485 4 0,5362
Total 50,6578875 7

Tabela 4. ANOVA dos micro-organismos usando a fibra de coco maduro pré-tratada por

PHA-PHS em SSF e SSSF.

SSF
Anova: factor tnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
S. cerevisiae 2 169,28 84,64 0,374854526
P. stipitis 2 158,54 79,27 2,430019287
Z. mobilis 2 163,42 81,71 0,356278567
ANOVA
Fonte de variagto 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 28,91693333 2 14,45846667 13,72138853 0,030935382 9,552094496
Dentro de grupos 3,16115238 3 1,05371746
Total 32,07808571 5
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SSSF
Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
S. cerevisiae 2 178,3 89,15 0,532658883
P. stipitis 2 170,08 85,04 0,294826266
Z. mobilis 2 171,3 85,65 1,05037196
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 19,67613333 2 9,838066667 15,71695731 0,025715933 9,552094496
Dentro de grupos 1,877857108 3 0,625952369
Total 21,55399044 5

Tabela 5. Analise de teste T dos micro-organismos usando a fibra de coco maduro pré-
tratada por PHA-PHS em SSF e SSSF

S. cerevisiae

Teste T: duas amostras com variancias iguais

S. cerevisiae S. cerevisiae

Média 84,64 89,15
Variancia 0,374854526 0,532658883
Observacoes 2 2
Variancia agrupada 0,453756705
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -6,6952225
P(T<=t) uni-caudal 0,010794345
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,021588691
t critico bi-caudal 4,30265273
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P. stipitis

Teste T: duas amostras com varidncias iguais

P. stipitis P. stipitis
79,27 85,04
Varidncia 2,430019 0,294826266
Observagdes 2 2
Variancia agrupada 1,362423
Hipotese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -4,94333
P(T<=t) uni-caudal 0,019285
t critico uni-caudal 2,919986
P(T<=t) bi-caudal 0,03857
t critico bi-caudal 4,302653

Teste T: duas amostras com varidncias iguais

Z. mobilis Z. mobilis
81,71 85,65
Variancia 0,356278567 1,05037196
Observagdes 2 2
Variancia agrupada 0,703325263
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -4,698055177
P(T<=t) uni-caudal 0,021221617
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,042443234
t critico bi-caudal 4,30265273
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Tabela 6. ANOVA dos micro-organismos usando a casca de coco verde pré-tratada por
PA em SSF e SSSF

SSF
Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
S. cerevisiae 2 173,7991457 86,89957 0,338030254
P. stipitis 2 168,3717444 84,18587 6,747507473
Z. mobilis 2 170,5102297 85,25511 0,760568073
ANOVA
Fonte de variagéo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 7,474462178 2 3,737231 1,428950049 0,366495748 9,552094496
Dentro de grupos 7,8461058 3 2,615369
Total 15,32056798 5
SSSF

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
S. cerevisiae 2 178,1158479 89,05792 0,034094
P. stipitis 2 174,494338 87,24717 3,91692
Z. mobilis 2 178,3214051 89,1607 0,33803
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 4,634005113 2 2,317003 1,620642 0,333251 9,552094
Dentro de grupos  4,289045057 3 1,429682
Total 8,92305017 5
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Tabela 7. Analise de teste T dos micro-organismos usando a casca de coco verde pré-

tratada por PA em SSF e SSSF

S. cerevisiae

Teste T: duas amostras com variancias iguais

S. cerevisiae S. cerevisiae

Média 86,89957285 89,05792395
Variancia 0,3852677 0,034094365
Observagdes 2 2
Variancia agrupada  0,209681032
Hipdtese de diferen 0
gl 2
Statt -4,713489224

P(T<=t) uni-caudal  0,021091522
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,042183044
t critico bi-caudal 4,30265273

P. stipitis

Teste T: duas amostras com variancias iguais

P. stipitis P. stipitis

Média 84,18587219  87,247169
Variancia 6,747507473 3,916920438
Observacdes 2 2
Variancia agrupada 5,332213956
Hipdtese de diferen 0
gl 2
Statt -1,325719533

P(T<=t) uni-caudal  0,158043944
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,316087888
t critico bi-caudal 4,30265273
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Teste T: duas amostras com varidncias iguais

Z. mobilis Z. mobilis

Média 85,25511487 89,16070257
Variancia 0,760568073 0,338030254
Observagdes 2 2
Variancia agrupada  0,549299163
Hipotese de diferen 0
gl 2
Statt -5,269651864

P(T<=t) uni-caudal 0,017087861
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,034175721
t critico bi-caudal 4,30265273

Tabela 8. ANOVA dos micro-organismos usando a fibra de coco maduro pré-tratada por
PHCHS em SSF e SSSF

SSF
Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
S. cerevisiae 2 170,6294645 85,31473 1,364412871
P. stipitis 2 174,8791916 87,4396 3,193759073
Z. mobilis 2 169,1152083 84,5576 2,738300832
ANOVA
Fonte de variagéo s5Q gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 8,929442638 2 4,464721 1,835703958 0,301547435 9,552094496
Dentro de grupos 7,296472776 3 2,432158
Total 16,22591541 5
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SSSF
Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
S. cerevisiae 2 182,3305 91,16527 2,131895
P. stipitis 2 180,3551 90,17756 3,558478
Z. mobilis 2 182,0552 91,02761 0,464279
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 1,144724805 2 0,572362 0,27899 0,774242 9,552094
Dentro de grupos 6,154652964 3 2,051551
Total 7,299377769 5

Tabela 9. Andlise de teste T dos micro-organismos usando a fibra de coco maduro pré-
tratada por PHCHS em SSF e SSSF

S. cerevisiae

Teste T: duas amostras com varidncias iguais

S. cerevisiae S. cerevisiae

Média 85,31473223 91,16526728
Variancia 1,364412871 2,131895112
Observacdes 2 2
Variancia agrupada 1,748153992
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -4,424923254
P(T<=t) uni-caudal 0,023732911
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,047465821
t critico bi-caudal 4,30265273
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P. stipitis

Teste T: duas amostras com varidncias iguais

P. stipitis P. stipitis

Média

Varidncia
Observagdes
Variancia agrupada
Hipdtese de diferenca de média
gl

Statt

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

87,4395958 90,17756262
3,193759073 3,558478473

2
3,376118773
0
2

-1,490113404

0,137330891
2,91998558
0,274661782
4,30265273

2

Teste T: duas amostras com variancias iguais

Z. mobilis Z. mobilis

Média

Variancia
Observacoes
Variancia agrupada
Hipdtese de diferenca de média
gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

84,5576 91,02761

2,738301 0,464279

2 2
1,60129
0
2
-5,11293
0,018094
2,919986
0,036189
4,302653
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Tabela 10. ANOVA dos micro-organismos usando o cacto pré-tratado por POEA em

SSF e SSSF

SSF
Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia
S. cerevisiae 2 173,4058348 86,70291739 0,954571482
P. stipitis 2 165,1327067 82,56635337 3,966326194
Z. mobilis 2 160,5935462 80,29677309 0,386562005
ANOVA
Fonte de variagGo 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 42,20056082 2 21,10028041 11,92676817 0,03734 9,552094
Dentro de grupos  5,307459682 3 1,769153227
Total 47,5080205 5
SSSF
Anova: factor unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
S. cerevisiae 2 179,6863684 89,8431842 2,279926929
P. stipitis 2 167,0920086 83,54600432 1,267125004
Z. mobilis 2 170,0143466 85,00717331 1,136018954
ANOVA
Fonte de variagdo 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 43,45099373 2 21,72549686 13,91746829 0,030347 9,552094
Dentro de grupos 4,683070887 3 1,561023629
Total 48,13406461 5
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Tabela 11. Andlise de teste T dos micro-organismos usando o cacto pré-tratado por
POEA em SSF e SSSF

Teste T: duas amostras com variancias iguais
S. cerevisiae S. cerevisiae
Média 86,70291739 89,8431842
Varidncia 0,954571482 2,279926929
Observagdes 2 2
Variancia agrupada 1,617249206
Hipotese de difereng 0
gl 2
Statt -2,469323992
P(T<=t) uni-caudal 0,066118666
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,132237332
t critico bi-caudal 4,30265273

Teste T: duas amostras com variancias iguais

P. stipitis  P. stipitis

Média 82,56635337 83,546
Variancia 3,966326194 1,267125
Observacdes 2 2
Variancia agrupada 2,616725599
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -0,605608931
P(T<=t) uni-caudal 0,303172867
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,606345735
t critico bi-caudal 4,30265273
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Teste T: duas amostras com varidncias iguais

Z. mobilis Z. mobilis

Média 80,29677309 85,00717331
Variancia 0,386562005 1,136018954
Observagdes 2 2
Variancia agrupada 0,76129048

Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -5,398618131

P(T<=t) uni-caudal 0,016320252
t critico uni-caudal 2,91998558

P(T<=t) bi-caudal 0,032640504
t critico bi-caudal 4,30265273
Tabela 12. ANOVA das SSSF realizadas em biorreator

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

Fibra de coco maduro 2 179.5937 89.79686588 1.677627329

Casca de coco verde 2 180.1714 90.08571018 2.556353799
Fibra de coco maduro 2 164.1595 82.07973049 1.601290106

Cacto 2 177.2998 88.64988281 3.155608206
ANOVA
Fonte de variag@o sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 85.13869618 3 28.37956539 12.62593524 0.01655141 6.591382116
Dentro de grupos 8.990879441 4 2.24771986
Total 94.12957562 7
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Tabela 13. Analise de teste T das SSSF realizadas em biorreator e as SSSF realizadas

em frascos Erlenmeyer

PHA _PHS
Fibra de coco maduro

Teste T: duas amostras com variancias iguais

Fibra de coco maduro Fibra de coco maduro

Média

Variancia
Observagoes
Variancia agrupada
Hipdtese de diferenca de média
gl

Statt

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

89.79686588
1.677627329
2
1.105143106
0

2
0.615325605
0.300514218
2.91998558
0.601028436
4.30265273

89.15
0.532658883
2

Casca de coco verde

Teste T: duas amostras com variancias iguais

Casca de coco verde Casca de coco verde

Média

Variancia
Observacgoes
Variancia agrupada
Hipotese de diferenca de média
gl

Statt

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

90.08571018
2.556353799
2
1.295224082
0

2
0.903088562
0.230897791
2.91998558
0.461795582
4.30265273

89.05792395
0.034094365
2
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PHCHS
Fibra de coco maduro

Teste T: duas amostras com variancias iguais

Fibra de coco maduro Fibra de coco maduro

Média 82.07973049
Variancia 1.601290106
Observagdes 2
Variancia agrupada 1.866592609
Hipotese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -6.650063929
P(T<=t) uni-caudal 0.010936654
t critico uni-caudal 2.91998558
P(T<=t) bi-caudal 0.021873308
t critico bi-caudal 4.30265273

91.16526728
2.131895112

2

POEA
Cacto

Teste T: duas amostras com variancias iguais

Cacto Cacto
Média 88.64988281 89.8431842
Variancia 3.155608206 2.279926929
Observagoes 2 2
Variancia agrupada 2.717767568
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 2
Statt -0.723842352
P(T<=t) uni-caudal 0.27218946
t critico uni-caudal 2.91998558
P(T<=t) bi-caudal 0.544378919
t critico bi-caudal 4.30265273
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