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RESUMO

A exigéncia energética tem crescido devido as pressdes provocadas pelo controle da emisséo
de gases do efeito estufa devido a exploracdo de petroleo e seus derivados como fonte de
energia. Uma alternativa para reducdo da emissdo de gases causadores do efeito estufa € a
mistura do etanol na gasolina com agente antidetonante. O incremento mundial gerado pela
demanda por etanol requer a busca por processos alternativos para implementacdo da
producdo. Uma alternativa é a fermentacdo da biomassa lignocelulésica para producdo de
bioetanol. O grau de complexidade envolvido na estrutura e composi¢cdo da biomassa
lignocelul6sica; e a disponibilizacdo dos aglcares presentes na celulose e hemicelulose
requerem processos de pré-tratamento na producdo de etanol lignoceluldsico. As etapas
envolvidas na conversdo dos aglcares em etanol sdo: pré-tratamento, hidrélise enzimética e
fermentacdo do hidrolisado. Nesse trabalho foi verificado a fermentabilidade da biomassa
Opuntia ficus-indica pré-tratada e hidrolisada visando comparar a eficiéncia das cepas
industriais de Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus para producdo de etanol.
Na metodologia empregou-se um planejamento experimental 2° visando obter a melhor
condicdo investigada através das variaveis: concentracdo de acido (0,5%, 1,0%), tempo do
pré-tratamento (30min, 60min) e quantidade de massa (19, 2g). Os melhores resultados foram
encontrados no pré-tratamento na condicdo de 1,0% de acido sulfdrico por 30 minutos com 2g
de biomassa, sendo a condicdo escolhida para seguir as etapas de hidrdlise enzimatica e
fermentacdo. A producéo de etanol nas fermentacdes foi de 5,85 g L™ com S. cerevisiae, 5,15
g L™ com K.marxinus e 5,74 g L™ com processo conduzido com a duas espécies. O consumo
de acUcares redutores durante a etapa de fermentacdo foi similar para as trés condicdes de
fermentacéo.

Palavras-chave: Opuntia ficus-indica. Fermentagdo. S. cerevisiae. K. marxianus. Etanol de
segunda geracao.



ABSTRACT

Energy demand has grown due to the pressures caused by the emission control of greenhouse
gases and due to oil exploration and its derivatives as an energy source. An alternative to
reduce emissions of gases that cause the greenhouse effect is mix ethanol in gasoline to
oxygenated. The worldwide increase generated by the demand for ethanol requires the search
for alternative processes for implementation of ethanol production. An alternative is the
fermentation of lignocellulosic biomass to bioethanol production. The degree of complexity
involved in the structure and composition of the lignocellulosic biomass; and the availability
of sugars present in cellulose and hemicellulose require pre-treatment processes in the
production of lignocellulosic ethanol. The steps involved in the conversion of sugars to
ethanol are pre-treatment, enzymatic hydrolysis and fermentation of the hydrolyzate. This
work shows the results related to fermentability of pre-treated and hydrolyzed biomass
Opuntia ficus-indica in order to compare the efficiency of industrial strains of Saccharomyces
cerevisiae and Kluyveromyces marxianus for ethanol production. In the methodology, it was
employed an experimental design 23 in order to obtain the best condition by the variables
investigated concentration of acid (0.5%, 1.0%) pre-treatment time (30 min, 60 min) and the
amount of mass (1g, 2g). The pre-treatment under the condition of 1.0% of sulfuric acid for
30 minutes with 2g of biomass was the best result, being the chosen condition to follow the
enzymatic hydrolysis and fermentation steps. Ethanol production in the fermentation was 5.85
g L™ with S. cerevisiae, 5.15 g L™ at K.marxinus and 5.74 g L™ with the process conducted
with the two species. The consumption of reducing sugars during the fermentation stage were
similar for the three fermentation conditions.

Key Word: Opuntia ficus-indica. Fermentation. S. cerevisiae. K. marxianus. Ethanol of
second generation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Fluxograma esquemaético da producdo de etanol de segunda geracdo a partir de

materiais lignocelulésicos.

Figura 2 — Regides ordenadas demonstrando as repeticdes das unidades de celobiose através

de ligagdes B-glicosidicas.

Figura 3 — Estrutura parcial das hemiceluloses demonstrando as Pontes de hidrogénio entre as

unidades de xilana.

Figura 4 — Estrutura geral da Lignina apresentando os principais tipos de ligacdes entre as

unidades fenilpropandides e seus residuos fendlicos.

Figura 5 — llustracdo esquematica da estrutura quimica da pectina mostrando residuos de

acido urdnico e grupos metilados.

Figura 6 — llustracdo esquematica do processo designado a producdo de etanol a partir da
biomassa lignoceluldsica. SHF (separate hydrolysis na fermentation): hidrélise e fermentacédo
separada; SSF (simultaneous Saccharification and fermentation): sacarificacdo e fermentacéo

simultanea.

Figura 7 — Polimeros de celulose, hemicelulose e Lignina desestruturados com o efeito do pré-

tratamento sobre a biomassa lignocelul6sica.

Figura 8 - Sistema de acdo enzimatica envolvendo a degradacdo através do processo de

despolimerizacdo do polimero de celulose.

Figura 9 — Fluxograma das etapas experimentais envolvidas no processamento, analise e

fermentacao da Opuntia ficus-indica Mill.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Composic¢éo média dos cladodios de Opuntia ficus-indica Mill.

Tabela 2 — Porcentagem geral da composicdo dos polimeros e seus monémeros que

constituem a biomassa lignocelul6sica.

Tabela 3 — Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento fisico.
Tabela 4 — Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento quimico.
Tabela 5 — Variaveis do planejamento utilizadas na etapa de pré-tratamento.
Tabela 6 — Dilui¢des para o preparo da curva padréo de glicose.

Tabela 7 — Quantificacdo dos mondmeros de pentose, hexose e outros compostos estruturais
presentes na palma forrageira Opuntia ficus-indica in natura investigados neste estudo e

comparados com outros trabalhos.
Tabela 8 — Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina da Opuntia ficus-indica in natura.
Tabela 9 — Matriz de planejamento fatorial com todas as condi¢des estudadas.

Tabela 10 — Valores de ART, AR, BRIX e Rendimento maéssico obtidos em todas as

condicdes do planejamento experimental do pré-tratamento acido.

Tabela 11 — Resultados obtidos apos hidrolise enzimatica e fermentagao.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADN Enzima Alcool Desidrogenase
AR Acucares Redutores

ART Acucares Redutores Totais
ATP Adenosina Trifosfato

Ca(OH), Hidroxido de Sodio
C,H¢O Etanol

CH3;CH,OH Etanol

CO Mondxido de Carbono

CECA Centro de Ciéncias Agrarias

CLAE Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
CO; Didxido de Carbono

DNS Acido 3,5 - dinitrosalicilico

EUA Estados Unidos da América

E1G Etanol de Primeira Geragéo

E2G Etanol de Segunda Geracgéo

F1.F2,F2  Fermentacdo 1, 2, 3.

HMF Hidroximetil

H,0 Agua

H,SOy4 Acido sulfrico

K.m Kluyveromyces marxianus

L Litros



M Mol

Min Minutos

mL Micro litros

mm Milimetros

NADH Nicotamina Adenina Dinucledtido
NaOH Hidrdxido de sodio

pH Potencial Hidrogeniodnico

PTA Pré-Tratamento

S.c Saccharomyces cerevisiae

SHF Sacarificacdo e Fermentacdo Separada
SO, Dioxido de enxofre

SSF Sacarificagcdo e Fermentacdo Simultanea
UFAL Universidade Federal de Alagoas

UFSCar Universidade Federal de Sdo Carlos
viv Volume/Volume
YPD Yeast Peptone Dextrose

°C Grau Celsius



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Curva padrdo de glicose plotando absorbancia x concentracdo. Atraves da
regressao linear, € determinada a equacdo da curva e o coeficiente de correlagdo, onde y= € o

valor da absorbéancia obtida.

Gréfico 2 — Curva de Calibracdo do dicromato de potassio obtida em espectrofotémetro

demostrando a linearidade pela influéncia das concentrac6es de alcool.

Gréfico 3 - Ajuste ao Modelo Linear demonstrando os valores observados versus valores
previstos de ART em (g.L™).

Grafico 4 — Influéncia dos fatores no planejamento experimental 2° e o efeito significativo do

valor absoluto a partir das variaveis: massa, concentracdo de acido e tempo.

Gréfico 5 — Superficie de resposta da influéncia da massa sobre concentracdo de &cido em
relacdo ao percentual de ART.

Gréfico 6 — ART’s obtidos dos pré-tratados acidos e pds-hidrolise.

Gréfico 7 — AR’s obtidos dos pré-tratados acidos e pos-hidrolise.

Gréafico 8 — Cinética do consumo de AR determinada a cada 3 horas durante inicio e final da

fermentacdo (24 horas).

Gréafico 9 — Viabilidade celular das leveduras S. cerevisiae, K. marxianus e MIX obtidas no
final da etapa de fermentacéo (24 horas).



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt ettt sttt n st n s 17
1.1 OBUIETIVOS ..ottt sttt st s ettt e st e eneene e 18
0 0 R - | PSPPSR 18
1.1.2 ESPECITICOS ...ttt sttt bbb bbb et be e 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 19
2.1 COMBUSEIVEL FOSSIT ... bbb 19
2.2 ELANOL ...ttt re e e en 20
2.3 Etanol de Primeira Geragao (ELG) ......ccoeieiiiiiiiisieeee e 22
2.4 Etanol de Segunda Geragao (E2G) ......ccoviieiieiieiieie et ste et ste et sra e 23
2.5 Opuntia ficus-INdica Mill ..o e 25
2.6 Composicdo da biomassa HGNOCEIUIOSICA ........cccevviuiriirieiiiieeeee s 27
2.7 PRE-TRATAMENTOS ..ottt ettt ettt 31
2.7.1 Etapas de Pré-tratamento ..........cceceeiieiieiecic et te et 31
2.7.2 Pré-tratamento por fragmentagao ..........cccccveveeiieiiiie i 33
2.7.3 Pré-tratamento FiSICO .....ooveiiiiiiiiicicee et ans 33
2.7.4 Pré-tratamento quimico e formagao de substancias inibidoras .........c.ccccoeevrieininnnnene 35
2.7.5 Pré-tratamento DIOIOQICO ........cveiiiiiic s 37
2.8 HIDROLISE ....oviiiiiiiieeise ettt 38
IO 1o [ ST Vot Lo - SR 38
2.8.2 HIidrllise €NZIMALICA .....ccveviiieiiicieciieieie ettt sreenaans 38
2.9 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOETANOL .....cccevvviiieiee e 40
P28 I U T [0 PSP 40
2.9.2 SACCNArOMYCES CEIEBVISIAL .....oiviiiiiiiitieiieieie sttt bbbttt bbb 41
2.9.3 KIUYVEIrOMYCES MAIXIANUS .....oviiiiiieiieiieieie sttt be sttt sttt b enes 42
3. MATERIAIS E METODOS ......oooieieeeeeeeeseteee st ses s ten e teses s sisnes s, 43
3.1 MALEFIA PIIMA ©ovviieieitieie ettt ettt e st e e st e e be et e s aeesaeesteersesbeenbeensesaeesreenne e 45
3.2 EXIrato €NZIMALICO ....eeiuievieiieeieeiesee st e st e s te et steesae e saeeeeeseesteeneeaneenneeneeanee e 45
3.3 Microrganismos ULHHZAG0S ........ccueieriiriiriiieiiiieee s 45
3.4 Higienizagéo, secagem e trituracdo para obtencédo da farinha ...........cccccooeiiiiiiiiinnn. 45
LD EXITALIVOS ..ttt sttt b ettt b et b e bbbt b et ne e bt et ene e 46

3.5.1 Hidrolise COm ACIHO SUIFUNICO 7290 ...vveeereeeeeeeeeeeeeeeeeereeeseeeeereeesseeeseraesssesseresssans 46



3.5.2 Determinacdo de Lignina InsolGvel na Fragdo solida .........cc.ccocvvivvvierieieiein i 47

3.5.3 Determinacéo de Lignina Soltvel na Fracdo Liquida .........c.ccccovveviiieiienn e, 47
3.5.4 Determinacéo de carboidratos, acidos organicos, furfural e Hidroximetilfurfural.......... 47
3.5.5DeterminaGao de PrOtEINGS ........ccoceiiiiirieiiiie e et 48
3.5.6 Determinacdo de residuo mineral fiX0 (CINZAS) ......ccovvevereiiiiiiceseeiee s 59
3.5.7 DeterminaGao de FIDra .......cccooiiiiiie e 50
3.6. PRE-TRATAMENTO ..ottt en sttt 50
3.6.1 Pré-tratamento com acido sulfarico diluido ...........cocoiiiiniiiiii e 50
3.6.1.1 Planejamento para 0 Pré-tratamento ..........cccooeieerriinieneneese e 51
3.6.1.2 Determinacdo dos solidos totais (BRIX) ......ccccevveiiiieiieie e 52
3.6.1.3 Determinacdo dos agucares redutores totais ..........cceevvereerieiiieseeriesie s 52
3.6.1.4 Preparo da Solugéo de Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) .........ccccoceveuveeererrereeireenen, 52
3.6.1.5 Hidrolise dos agicares NEO-TEAULOIES .........coveervirieirieiieieesie st 52
3.6.1.6 Reac0es para determinacao dos agucares pelo método do DNS .........c.ccceceevveiieenene, 53
3.6.1.7 Preparo da Curva Padrao da gliCOSE .......ccceveiieiiieieiiccie et 53
3.7 HIDROLISE ENZIMATICA ..ot 54
3.8. FERMENTAQAO DO HIDROLISADO ...ttt 55
3.8.1 Preparo d0 INOCUI0...........ciieieiie ettt sttt sae e re e 55
B9 DESTILACGAO. ...ttt ettt sen s 57
4 RESULTADOS E DISCUSSOES.... .ot 58
4.1 Caracterizacdo da Opuntia ficus-indica Mill..............ccooiiiiiiii e 58
4.2 Matriz de planejamento do pré-tratamento ACIdO...........ccceevveiieiiiie e 61
4.3 HIArOliSe ENZIMALICA . .....cc.eiveiiieieieiee ettt reeneenes 65
4.4 FermentaGdo do NIArOlSAAOD .......ceeiiiiieieie s 66
4.5 Viabilidade CRIUIAT..........ooeiieee ettt nee e 68
5 CONCLUSOES. ..ottt 70

REFERENCIAS ..o oot e e e e e et e e e s e er et e e et e e et e e s et e e e s e e es e e es e e s e e e s 71



17

1 INTRODUCAO

As pressdes provocadas pela necessidade em reduzir a emissdo de gases responsaveis
pelo efeito estufa tem crescido a demanda por etanol. A fermentacdo da biomassa
lignocelulosica para producdo de bioetanol tem demonstrado uma alternativa para suprir a
demanda mundial do produto. A utilizacdo e explora¢do do combustivel renovéavel podera
diminuir a competicdo entre terras agricultaveis produtoras de alimentos e culturas

energéticas.

Tradicionalmente as matérias-primas lignoceluldsicas investigadas para a producédo de
energia tém sido os residuos agricolas como a palha do milho e o bagaco da cana-de-
acucar. Entretanto, em algumas partes do mundo, devido suas condic¢Ges climaticas severas
como das regides aridas e semidridas estas culturas energéticas ndo estdo disponiveis, o

que leva a procura de outras fontes de biomassa que estejam disponiveis na propria regido.

A busca constante por matérias-primas capazes de produzir biocombustiveis em
regides criticas despertou o interesse em pesquisar a cactacea conhecida como Opuntia
ficus-indica. A espécie O. ficus-indica, conhecida com palma forrageira, sobrevive em
ambientes aridos, desfavoravel ao crescimento de outra cultura. A palma forrageira tem
atraido a atencdo pela sua ampla difusdo do cultivo em regides semi-arida, facil plantio e
resisténcia a seca. A cultura é utilizada na alimentacdo humana, alimenta¢do animal,
producdo de corante, remédios, serve de abrigo para animais nas regides aridas. Os teores
médios de celulose (12-23%), hemicelulose (15-24%) e lignina (8-16%) nos cladddios faz
da O. ficus-indica uma fonte de biomassa para producéo de etanol.

O cultivo da palma no Nordeste é viabilizado pelas condi¢des climaticas favoraveis, o
que permite altas produtividades da biomassa e facilitando a producéo etanol de segunda
geragdo em escala industrial. A palma é uma cultura que resiste muito bem a regides secas,
onde outras culturas ndo conseguiria permanecer vidvel e essa condi¢do traduz mais um
fator de importancia para essa biomassa como proposta de inovagdo para producdo de

etanol lignocelulosico.

A motivacdo para esse estudo surgiu atraves do interesse despertado na area da energia
da biomassa e pela percepcdo de que a cultura O. ficus-indica representa uma alternativa
para producdo de etanol. Nesse sentido, o desenvolvimento deste, foi norteado pela

seguinte questdo: A biomassa O. ficus-indica é uma candidata adequada para a producéo
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de etanol por conter agucares fermentesciveis passiveis de serem assimilados e convertidos
em etanol pelas principais leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces
marxianus? Neste estudo, foi investigada a producdo de E2G utilizando a biomassa
lignocelulosica. O. ficus-indica Mill ap6s os processos de pré-tratamentos (acido diluido,

hidrélise enzimatica e fermentacao).

O presente trabalho ir& contribuir para apreensdo e conhecimento sobre a producdo de
E2G através da biomassa O. ficus-indica, e estimular o desenvolvimento de outras
pesquisas para corroborar com o desenvolvimento cientifico e de outras tecnologias no

campo das energias renovaveis.

11 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Verificar e comparar a fermentabilidade da biomassa O. ficus-indica pré-tratada e

hidrolisada pelas espécies Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus.
1.1.2 Especificos
Realizar a caracterizacgdo fisico-quimica da matéria-prima O. ficus-indica;

Estudar o pré-tratamento acido verificando a influéncia das varidveis: concentracdo de

acido sobre o processo, tempo e quantidade de massa;

Realizar as etapas de hidrolise enzimatica e fermentacdo da melhore condicéo de pré-

tratamento acido;

Avaliar o desempenho da fermentacdo etandlica da O. ficus-indica oriunda dos pré-
tratamentos empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces

marxiannus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Combustivel fossil

No final do século 19 e inicio do século 20, o desenvolvimento industrial e social
presenciaram a descoberta e exploracdo do petréleo e de seus derivados. O petréleo
representou uma matéria prima economicamente barata para producdo de produtos
quimicos e combustiveis de transportes (VAN MARIS et al., 2006). Entretanto, existem
afirmacGes de que esse recurso ndo renovavel possa se esgotar e afete diretamente as
exigéncias globais de energia nos setores de combustiveis (SANCHEZ; CARDONA,
2008).

Acredita-se que a combustdo de materiais de origem fossil como o carvédo e o petréleo,
levaram ao aumento consideravel dos niveis de emissbes de gases do efeito estufa e
causando mudancas climéaticas como o aquecimento global (RAGAUSKAS et al., 2006).
Por essa razdo tem aumentado a busca por alternativas para reducdo das emissdes com a
utilizacdo de biocombustiveis (FOFANA; CHITIGA; MABUGU, 2009).

Estudos apontam que os veiculos movidos a motor sdo responsaveis pela emissdo de
70% de monoxido de carbono (CO) e 19% das emissdes de dioxido de carbono (CO,) no
mundo. Existem estimativas de que esses nimeros cres¢cam, saltando-se de 700 milhGes de
automoveis para 1,3 bilhGes no ano de 2030, e aumento de 2 bilhdes de veiculos para ano
de 2050. Por essa razdo, se tem questionado sobre a disponibilidade de reserva mundial de
petréleo (BALAT; BALAT, 2010).

A dependéncia dos combustiveis a base de petrdleo levou os EUA a buscar
alternativas para produzir combustivel renovavel. Dessa forma, introduziram a biomassa
vegetal através dos gréos de milho para a producdo do etanol. Entretanto, foi diagnosticado
que o etanol produzido a partir dos grdos de milho ndo seria suficiente para atender a
demanda do pais até 2030, visto que deveria produzir 30% de etanol através de recursos
renovaveis comparada a producdo anual de combustivel fossil. Ficando evidente a
necessidade de incluir novas fontes de biomassa facilmente disponivel e tecnicamente
vidveis (PERLACK; STOKES, 2011).
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2.2 Etanol

A viabilidade do uso do etanol como combustivel iniciou nos anos 70 com a crise do
petréleo. O governo brasileiro incentivou a producdo de alcool no intuito de substituir a
gasolina através da criacdo do PROALCOOL — Programa de producéo de alcool etilico em
larga escala, oriundo da fermentacdo do caldo da cana-de-agucar, mela¢co ou ambos. Os
investidores na época receberam incentivos para produzir exclusivamente etanol. Como
consequéncia, nos anos 80, o Brasil apresentou taxa de 85% de seus carros movidos a
alcool. O alcool que era um subproduto do agucar passou a ter destaque nas usinas,

superando as producdes de agUcar e aguardente (NETO, 2010).

O etanol tem se mostrado uma fonte alternativa de energia renovavel em comparacao
aos combustiveis fosseis derivados do petrdleo. O etanol é um combustivel na forma
liquida que sofreu varias adaptacfes em diferentes sistemas de abastecimentos até alcancar
0 setor de transporte. O que se sabe, é que a substituicdo dos combustiveis fosseis pelo
etanol foi dada ao desenvolvimento de tecnologias acompanhadas do desenvolvimento
social, além do que, acentuaram-se as preocupag¢fes com 0 meio ambiente e a emissao de
gases do efeito estufa (RUBIN, 2008; LUBBE, 2012).

A producéo de etanol pode ser suficiente para substituir a gasolina e consecutivamente
reduzir a dependéncia de reservas de combustiveis fosseis, além de proteger o meio
ambiente devido sua combustdo mais limpa (GUPTA et al., 2011). Alguns paises tem se
destacado na producéo de etanol lignocelulésico, temos como exemplo os Estados Unidos
que produz etanol a partir da cultura de milho, e o Brasil através da cana-de-agucar.

Os paises desenvolvidos tem ganhado destaque por alocar recursos financeiros para
implantar tecnologias modernas e eficientes na conversdo de matérias lignoceluldsicas em
bioenergia através de distintos biocombustiveis, que vem ao longo dos tempos se tornando
competitivos com os combustiveis de origem fdosseis (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2007a).

Os biocombustiveis podem ser utilizados tanto na combustao direta para a producao de
eletricidade, como combustiveis liquidos no setor de transporte, que &€ a forma mais
comum e adotada nos Estados Unidos, Alemanha e Franga. A adogdo do etanol como
combustivel estd associada a capacidade de renovacdo, proporcionar sustentabilidade, ser

produzido a partir de varias fontes lignocelulésicas, permitir o desenvolvimento regional a
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partir de empregos industriais e rurais, auxiliar na reducéo de gazes do efeito estufa e sua
caracteristica de biodegradabilidade (DEMIRBAS, 2007a; BALAT, 2009).

O etanol é o produto mais conhecido na familia dos alcoois. Em sua estrutura
molecular estd presente um grupo hidroxila ligado a um atomo de carbono, e sua formula é
conhecida como CH3CH,OH ou C;HgO. A utilizacdo ocorre desde a producdo de bebidas
alcodlicas, solventes, aromatizante e combustivel para veiculos. E nomeado bioetanol
quando é produzido através de produtos agricolas (MOUCO, 2011). O etanol é o
biocombustivel mais utilizado para o transporte alternativo em todo o mundo e
comercializado como etanol hidratado ou anidro, misturado & gasolina. Na Alemanha e
Franca, o comércio desse combustivel é registrado desde 1894 sendo consumido
principalmente pelas inddstrias de motores (DEMIRBAS; KARSLIOGLU, 2007b).

O etanol pode ser produzido a partir da cana-de-agUcar, milho e beterraba acUcareira
variando nos indices de produtividade. No Brasil, o etanol é produzido por via
fermentativa a partir da cana-de-acticar com produtividade de 6,5 mil litros de etanol por
hectare plantado. Em outros paises como Estados Unidos a produtividade € de 4,2 mil
litros de etanol de milho por hectare plantado e na Europa a producéo chega a 5,5 mil litros
de etanol de beterraba por hectare plantado (BRASKEM, 2015). Na Unido Europeia e
China, o etanol é predominantemente produzido através do milho (JAY; GOVINDA,
2011).

A producdo de etanol a partir da cana-de-aglcar tem expandido ocupando grandes
proporcdes de areas tropicais como o Brasil (ANDRADE e DINIZ, 2007). E importante
discutir sustentabilidade da producédo do sistema. A producao da cana-de-agUcar apresenta
aspectos a serem questionados como o desmatamento e implantagdo de monocultura; a
contaminacéo de aguas superficiais, subterranea e dos solos, pelo motivo do uso excessivo
de adubos; a compactacéo do solo, devido ao trafego de maquinas pesadas; 0 assoreamento
de corpos d’agua; a emisséo de fuligem e gases do efeito estufa nas etapas de queima das
palhas; as queimas descontroladas; o consumo excessivo de Oleo diesel nas etapas de
plantio, colheita e transporte (ANDRADE; DINIZ, 2007). Ao considerar 0s aspectos
citados é necessario utilizar a biomassa lignocelulésica obtidas de outras culturas para a
producdo de bioetanol que acumulem menos aspectos negativos sobre a sustentabilidade
do sistema de producdo (DERMIBAS, 2011).
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2.3 Etanol de primeira geragéo (E1G)

Culturas a base de sacarose e amido sdo consideradas matérias primas de primeira
geracdo para a producdo do etanol, na sequéncia, temos como exemplo a cana-de-agucar
no Brasil, e 0 milho nos Estados Unidos. Outras matérias primas enquadradas nesse
cenario sdo as culturas de beterraba, sorgo doce, trigo, arroz e mandioca (PRASAD,
SINGH & JOSHI 2007; SANCHEZ & CARDONA, 2008).

No Brasil, a produgdo de etanol de cana-de-agUcar € exclusivamente em tecnologias de
primeira geracdo, uma vez que a sucrose presente no caldo da cana é fermentado para a
producdo de etanol. Essa forma de combustivel teve grande aumento na sua produtividade
nos ultimos 29 anos, sendo uma taxa de 3,77% ao ano (CORTEZ, 2010).

O caldo de cana contém alto teor de acUcares redutores, dos quais ndo é necessario
pré-tratamento como a hidrélise enzimética. No entanto, no Brasil o etanol é produzido a
partir do melago que é um subproduto da indUstria agucareira. O melago é rico em
sacarose, mas as altas concentracbes de sais minerais provocam 0 aumento da
osmolaridade do meio de fermentacdo, ocasionando a inibicdo da fermentacao
(WACKETT, 2008).

As culturas a base de amido, em especial, 0 milho, carece de hidrolise enzimatica para
conversdo do amido em acgucares fermentesciveis e esse recurso por sua vez, implica em
gastos tornando o processo inviavel em determinadas partes do mundo como, por exemplo,
o0 Brasil, haja vista a producéo de cana-de-agucar ser significativamente difundida (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).

Nos sistemas de bioenergia, a presenca de um planejamento efetivo torna-se crucial
em relacdo as culturas energéticas e principalmente na area agricola destinada a plantacao
da biomassa, pois, devem-se considerar as espécies mais adequadas aquelas que consigam
se adaptar e resistir as variacdes ambientais do local. Visto as novas préaticas agricolas,
diferentes estudos tem conseguido demonstrar o potencial nos rendimentos de varias
culturas energéticas (SANCHEZ, J. et al., 2012).

As fontes de biomassa ricas em sacarose ou armazenamento de polissacarideos como o
amido tem grande exploragédo para a producdo de bioetanol. A biomassa lignocelulésica é
uma fonte interessante por conter polissacarideos estruturais que precisam ser convertidos

em agUcares fermentesciveis, visto que esses constituintes sdo essenciais na etapa de
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fermentagdo, por serem convertidos em etanol através das leveduras (CARDONA &
SANCHEZ, 2007).

2.4 Etanol de segunda geracéo (E2G)

O etanol denominado de segunda geragdo (E2G) € o biocombustivel produzido a partir
de materiais lignocelulésicos como os residuos agricolas (palha do trigo ou milho e bagaco
da cana-de-acucar), residuos florestais (po e restos de serraria) além de culturas energéticas
direcionadas a producdo do E2G como é o caso do salgueiro e capim-elefante (CORTEZ,
2010).

A biomassa lignocelulésica é correspondente a 50% do total de biomassa disponivel
em todo mundo, sendo considerado o recurso renovavel mais abundante da biosfera
(CLAASSEN et al.,, 1999). A utilizacdo e exploracdo de materiais lignoceluldsicos
salvaguardara a uso das terras agricultaveis para producdo alimentos (CHAMPAGNE,
2007).

A producgdo do etanol atraves da biomassa lignocelul6sica pode ser uma alternativa
sustentavel. A biomassa lignocelulésica aproveita parte dos insumos utilizados que foram
desviados para a producdo e manutencdo de partes da planta que ndo sdo as matérias prima
agricola da cultura. Exemplificando a cultura do milho e da cana-de-acUcar, na qual o uso
intensivo de fertilizantes e energia é desviado para producdo de colmo e folhas (OHGREN
et al., 2006; CARDONA & SANCHEZ, 2007). No processo de obtencdo do etanol de
segunda geracdo, as estratégias para a producdo desse combustivel tém como objetivo

utilizar ambas as fragdes de celulose e hemicelulose da biomassa (SILVA, 2010).

O processo de conversdo de materiais lignoceluldsicos para a producdo de E2G é
complexo e requer etapas de hidrdlise da hemicelulose, hidrolise da celulose, fermentagéo,
separacdo da lignina, recuperacao e concentracdo do etanol e tratamento da agua residual.
Os processos de hidrdlise enzimatica e fermentacdo sdo as opgfes mais promissoras para

conversdo dos carboidratos dos materiais lignocelulésicos em etanol (CORTEZ, 2010).
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Figura 1 — Fluxograma esquematico da produc¢do de etanol de segunda geracao a

partir de materiais lignocelulosicos.
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Fonte: Adaptado de Cortez, 2010.

A producdo em escala industrial de etanol de segunda geracdo (E2G) ainda € limitada
em consequéncia do elevado custo no processamento da biomassa lignoceluldsica, na
obtencdo de niveis suficientes de rendimento dos acgUcares fermentesciveis e estratégia de
fermentacdo eficiente. A hemicelulose presente na biomassa precisa ser convertida em
pentose durante a fermentac&o para obter uma producéo eficiente de etanol (GIRIO, 2010). E
necessario a reducdo de custos durante este processo para viabilizar a producdo de E2G em
escala industrial. As opc¢des sdo melhorar o desempenho das enzimas durante o processo de

hidrolise e o rendimento dos microrganismos durante a fermentacdo (ZHANG, 2008).

A producdo sustentavel de matéria prima em relacdo as unidades de processamento e
seus produtos sdo importantes para viabilizacdo do processo. A matéria-prima deve ser
acessivel e de facil disponibilidade para que ndo haja interrupcGes operacionais pela falta de
fornecimento de matéria-prima durante 0 processo, €, por conseguinte, ndo comprometa a
questdo econdmica na fabrica de producio de bioetanol (APPA, 2007; FERNANDEZ, 2008).

O avanco tecnologico para a producgdo do etanol de segunda geracao foi marcado com
0S recentes estudos sobre intercalagcdo entre processos de tratamento da biomassa e
fermentacdo. Os processos que ap0s 0 pré-tratamento da biomassa conduzem a hidrolise da
celulose separado da fermentacdo é conhecido como Hidrolise e Fermentacdo Separada,
(PEREIRA Jr. et al., 2008); o processo que conduz a hidrdlise enzimatica e fermentacdo na
mesma etapa € conhecida como Sacarificagdo e Fermentacdo Simultanea (TAHERZADEH,;
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KARIMI, 2007b). H& processos que conduzem a sacarificacdo e fermentacdo das pentoses e
hexoses no mesmo reator denominados de Sacarificacdo e Co-fermentacdo Simulténea
(TEIXEIRA et al., 2000).

As tecnologias para producdo de etanol de segunda geracdo ainda estdo em
desenvolvimento, tornando os processos de producdo com padronizagdo minima para alcancar
um estdgio comercial (HORTA, NOGUEIRA 2008). Entretanto, existe uma corrida
tecnologica industrial para o desenvolvimento de rotas de conversdo mais produtivas,
destacando-se aquelas capazes de utilizar residuos lignocelulésicos para a producdo de etanol
e as que gerem combustiveis com maior conteldo energético a partir de matérias-primas
lignocelulésicas (NYKO et al., 2014).

A principal meta é a total disponibilizacdo dos agucares presentes na celulose e
hemicelulose para os microrganismos da fermentagdo sendo fundamental para que a producéo
do etanol lignocelul6sico se torne economicamente competitivo como o produzido a partir do
amido e cana-de-acicar (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

A otimizacdo dos processos de caracterizacdo quimica da biomassa, dos pré-
tratamentos e da sacarificacdo tornou possivel produzir biocombustiveis através de varias
matérias primas como o milho, beterraba e mandioca. No entanto, a producdo de bioetanol a
partir dessas culturas alimentares tem encontrado resisténcia no uso pelo fato de competir com
os alimentos, causando a reducdo na producao e aumento dos precos (EISENTRAUT, 2010).
A busca por culturas energética sustentadveis é norteada pelos principios de nao ser
alimenticia, ser todas utilizada no processo, ndo ser exigente no uso de insumos, ndo competir
em area de cultivo com lavouras alimenticias e esta adaptada para a limitacdo de areas de
cultivo imposta pelo aquecimento global. A palma forrageira neste contexto se apresenta
como uma candidata que preenche o0s requisitos em sua maioria. A cultura também esta

adaptada ao cultivo ndo sendo limitante o conhecimento técnico para conducdo da lavoura.

2.5 Opuntia ficus-indica Mill

A palma forrageira pertence a Divisdo Embryophyta, sub-divisdo Angiosperma, da
Classe: Dicotyledoneae, sub-classe: Archiclamideae, na Ordem das Opuntiales e familia das
cactaceas. Sabe-se da existéncia de 178 géneros dessa familia, sendo 2.000 espécies
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conhecidas (SILVA e SANTOS, 2007). Data-se a introdugdo da Opuntia ficus-indica Mill no
Brasil no século XI1X, sendo incialmente utilizada como abrigo da Cochonilha (Dactylopius
coccus), oriundo do Meéxico, inseto produtor de corante utilizado para o preparo de
sobremesas, bebidas, roupas, chas, etc. (ARAUJO, 2004).

A palma forrageira Opuntia ficus-indica Mill é uma cultura de grande importancia
agricola em regides aridas ao redor do mundo (SANCHEZ, 2012 Apud GRIFFITH, 2004). O
cultivo do género Opuntia em regides aridas e semidaridas esta relacionado a capacidade de
permanecer com producdo de biomassa vidvel em regides com o clima semiérido e periodos
de seca (AYALA, 2008). A Opuntia ficus-indica apresenta caule pouco ramificado com
cladodio que pode chegar a pesar 1kg e medir 50 cm de comprimento. O cladodio € um caule
modificado que possui uma forma oval-eliptica, cor verde-fosco e nos quais surgem flores
amarelo-brilhando e roxa, quando madura (SILVA e SANTQOS, 2007).

No Brasil, a area de cultivo da palma forrageira alcanga mais do que 500 mil hectares
sendo mais predominante na regido do Nordeste entre os Estados de Alagoas e Pernambuco
(LEITE, 2006; MOURA et al., 2011). Fisiologicamente, esta planta apresentou-se adaptada as
zonas aridas e semiaridas em razdo da sua cuticula impermeavel, menor nimero de estdmatos
que reduz a perda de agua por evapotranspiracdo e ao aparelho fotossintético do tipo CAM
(metabolismo do &cido das crassulaceas). Capaz de captar energia solar durante o dia e fixar o
CO;, a noite (RAMOS et al., 2011). Sabe-se que a sua eficiéncia no uso da agua € 10 vezes

maior comparada as outras plantas (LIRA et al., 2005).

No Brasil, 0 Estado de Pernambuco foi o primeiro do Nordeste a introduzir e pesquisar a
palma forrageira com foco para alimentacdo animal. O interesse em pesquisar a palma
forrageira do género Opuntia vendo sendo motivado devido ao contexto da bioenergia
(KULOYO, 2012; GINESTRA et al.,, 2009; SILVA e SANTOS, 2007), haja vista as
crescentes preocupacfes com o esgotamento das energias de natureza féssil, emissbes de
gases, o desenvolvimento rural e a busca por alternativas na matriz energética, visando a
producdo de energia renovavel (EU, 2009). Os frutos da palma também representam uma
promissora materia-prima para a producdo de etanol, dada sua composi¢édo (Tabela 1), grande
quantidade de agucares soluveis (6-14%) na matéria fresca (DURU & TURKER, 2005) e
baixa percentagem de lignina < 0,1 na matéria seca (AL-KOSSORI, 1998). Os cladddios séo
descritos com um teor de carboidratos entre os valores de 25% e 50% de sua matéria seca



27

total (VIEIRA et al., 2008; LEAL, 2009; SILVA et al., 2010), 64% a 71% para cada 100g da
biomassa seca (STINTZING; CARLE, 2005).

Tabela 1 — Composicdo média dos cladodios da Opuntia ficus-indica Mill demostrando a
guantidade de seus constituintes na biomassa in natura e seca.

Constituintes Peso fresco (g/100g) Peso seco (g/100g)
Agua 88-95 0
Carboidratos 3-7 64-71
Cinzas 1-2 19-23
Fibra bruta 1-2 18
Proteinas 0,5-1 4-10
Lipideos 0,2 1-4

Fonte: Adaptado de STINTZING; CARLE, 2005.

2.6 Composi¢do da biomassa lignocelulésica

A parede celular das plantas consiste principalmente de trés polimeros nomeados
celulose, hemicelulose, lignina e dependendo da biomassa, a pectina também pode esta
presente (VAN MARIS et al., 2006). A composicdo da biomassa lignoceluldsica é variavel
(Tabela 2) entre e dentro do tipo de cada biomassa, 0 que torna necessario a determinacao dos

constituintes da biomassa em estudo.

Tabela 2 — Porcentagem geral da composi¢cdo dos polimeros e seus monémeros que
constituem a biomassa lignocelulésica.

Polimeros Lignocelulose (%) Mondmeros
Celulose 33-51 Glicose
Hemicelulose 19-34 Xilose, glicose, manose,
arabinose, ranose, galactose
Lignina 20-30 Alcoois aromaticos
Pectina (quando presente) 2-20 Acido galacturénico e ranose

Fonte: Adaptado de VAN MARIS et al., 2006.

Na avaliacdo do potencial biomassa lignocelulosica para producdo de etanol, ha um maior
interesse dado a celulose que esta relacionado com a quantidade presente de glicose em sua

composicao. As etapas de pre-tratamento e hidrélise sdo essenciais para conversao da celulose
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em acucares fermentesciveis e, por conseguinte, torna-los disponiveis para 0s microrganismos
fermentativos na etapa de fermentacéo na producéo do bioetanol. A celulose apresenta regides
ordenadas com unidades repetitivas de celobiose, e por essa razdo (Figura 2), é considerado
como um homopolissacarideo (SANTOS et al., 2012). A estrutura apresenta-se sob a forma
de uma cadeia linear homopolissacaridica formada entre 2 000 a 15 000 unidades de D-
glicose ligadas por B-(1->4) — glucosidicas (VAN MARIS et al., 2006; KUMAR; SINGH &
SINGH, 2008;).

Figura 2 — Regides ordenadas demonstrando as repeticGes das unidades de celobiose
através de ligacoes p-glicosidicas.
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Fonte: TIMAR-BALAZSY: EASTOP, 1998.

A hemicelulose é um polimero formado por mondmeros de pentose (xilose, arabinose) e
hexoses (manose, glicose, galactose) e acidos urdnico (acido D-glucurdnico e acido 4-O-
metil-glucurénico). As ligagdes presentes nesses agucares sao do tipo B-1,4-glicosidica ou -
1,3-glicosidica (Figura 3). O polimero de hemicelulose é facilmente hidrolisado em
monossacarideos quando comparado a celulose, por ser estruturalmente mais ramificado
tornando-o mais susceptivel a hidrélise acida por oferecer mais acesso aos acidos organicos
(PEREZ et al., 2002; VAN MARIS et al., 2006; CANILHA et al., 2010). A cadeia da
hemicelulose é continua (Figura 3), sendo formada por uma unidade de xilana, de duas ou de
mais unidades como, por exemplo, as glucomanana unidas entre si por ligacdes de hidrogénio
(ALVES, 2011).
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Figura 3 — Estrutura parcial das hemiceluloses demonstrando as Pontes de hidrogénio
entre as unidades de xilana.
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Fonte: ALVES, 2011.

As ligagdes de hidrogénio presentes na hemicelulose juntamente com a celulose sdo
responsaveis pela sintese das microfibrilas, estruturas essas que constituem a espinha dorsal
da parede celular do vegetal. A composi¢éo da hemicelulose pode variar de acordo com cada
espeécie de vegetal (VAN MARIS et al., 2006; KUMAR et al., 2008).

Figura 4 — Estrutura geral da Lignina apresentando os principais tipos de ligacdes entre

as unidades fenilpropandides e seus residuos fendlicos.
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Fonte: CHANG, 2007.

A lignina compde cerca de 20-30% da biomassa lignoceluldsica (Tabela-2) e sua
composi¢do consiste de residuos fendlicos (Figura 4; MARIS et al., 2006; KUMAR et al.,
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2008). A lignina presente na parede vegetal possui funcdo estrutural conferindo
impermeabilidade, resisténcia microbiana e resisténcia ao estresse oxidativo (MOSIER et al.,
2005). A lignina é uma macromolécula que aumenta significativamente a resisténcia
mecanica das plantas, dada a sua relacdo com as microfibrilas da celulose (FENGEL,
WEGENER, 1989). A lignina funciona como uma barreira fisica impedindo o acesso das
enzimas utilizadas no ataque da celulose. Reduzindo o aproveitamento na etapa de hidrolise.
(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

A pectina € um polissacarideo de estrutura complexa que quando presente nos vegetais
fortalece a matriz de celulose da parede celular do vegetal (VAN MARIS et al., 2006). O
polimero de pectina € constituido por uma cadeia de subunidades de a-D-galacturénico

ligados por (1->4) ligacGes glicosidicas (Figura 5).

Figura 5 — llustracdo esquematica da estrutura quimica da pectina mostrando residuos
de &cido urdnico e grupos metilados.

Fonte: BENHURA,; CHIDEWE, 2011.

Na pectina os aglcares como D-galactose, L-arabinose e D-xilose podem estar presentes
através de ligacOes nas cadeias laterais. Outros agucares constituintes como D-glicose, D-
manose, L-fucose e acido D-glucorbnico também estdo presentes no polimero de pectina,
porém em menores quantidades (GOYCOOLEAL; CARDENAS, 2003). Os polimeros de
pectina sdo geralmente encontrados em grandes quantidades nos residuos agricolas como nas
cascas de frutas citricas (VAN MARIS et al., 2006).

A existéncia de compostos organicos e inorganicos presentes nos materiais

lignocelulésicos como os acidos graxos, ésteres, alcoois e hidrocarbonetos promovem
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inimeras caracteristicas as plantas e sdo encontrados em diversas quantidades de acordo com
a espécie, idade e regido (ANNUNCIADO, 2005). Compostos inorganicos podem variar entre
1 a 10% nos materiais lignoceluldsicos e sdo conhecidos como cinzas, que sdo formados por
sulfatos, oxalatos, carbonatos, silicatos de célcio, potassio, magnésio e outros sais (BIANCHI,
1995).

Os extrativos (materiais sollveis) estdo presentes na biomassa, entretanto, ndo fazem
parte da estrutura celular, como por exemplo, aclcares ndo estruturais, materiais nitrogenados,
clorofila e ceras. Os extrativos podem ser extraidos utilizando-se solventes polares e nao
polares, e sdo nomeados de acordo com o tipo de solvente utilizado (KUMMAR; WYMAN,
2009).

Na producéo de etanol de segunda geracdo (E2G), o processo de conversdo do material
lignocelul6sico em alcool requer trés etapas: (1) pré-tratamento, cujo objetivo é liberar os
polimeros de celulose e hemicelulose dos complexos de lignina, (2) despolimerizacdo dos
carboidratos em acucares livres atraves da etapa de hidrdlise enzimatica (sacarificacdo), (3)
fermentacdo dos acUcares hexoses e pentoses para producédo do etanol (CASTRO; PEREIRA,
2010).

2.7 PRE-TRATAMENTOS

2.7.1 Etapas de pré-tratamento

A caracterizacdo da composicdo quimica da biomassa é fundamental para orientar na
escolha do pré-tratamento, visto que cada tipo de matéria-prima requer tratamento especifico
(KULOYO, 2012). O pré-tratamento € um processo de solubilizagdo e separacdo de um ou
mais componentes da biomassa, devido a esta natureza, ainda é um grande desafio para a
producdo de etanol de segunda geracdo (Figura — 6). Devido ao grau de complexidade
envolvido na estrutura e composicdo da parede celular da planta, a liberagdo dos acgucares
presentes na celulose e hemicelulose requerem processos que levam ao aumento nos custos na
producdo de etanol lignoceluldsico (Figura 7). As etapas envolvidas na conversdo dos
acucares em etanol sdo: a) pré-tratamento, b) hidrolise enzimética, ¢) fermentacdo do

hidrolisado seja por bactérias, leveduras ou fungos filamentosos (BALAT; BALAT, 2009).
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Figura 6 — llustracdo esquematica do processo designado a producdo de etanol a partir
da biomassa lignocelulésica. SHF: hidrolise e fermentacdo separada; SSF: sacarificacdo e

fermentacao simultanea.

s Fermentacéo
H,él\((j;irdoallze Conversdo dos
enzimaticada | agticares em 7
lul etanol por
celulose leveduras
Pre- SHF
tratamento
Biomassa —| Solubilizagdo |- —| Destilagdo |- Ftanal
da
hemicelulose
SSF
Hidrdlise / Fermentagéo

Hidrdlise e fermentacdo simultanea

Fonte: Adaptado de HAHN-HAGERDAL et al., 2007a.

O processo de fermentagdo da biomassa lignocelulésica para a producdo de etanol requer
a realizacdo de duas etapas prévias, a hidrolise &cida e a enzimética. Os agucares liberados
pela digestdo enzimatica serdo utilizados pelas leveduras. As etapas de hidrolise e
fermentacdo quando acontecem de forma separada é nomeada SHF, Sacarificacdo e
Fermentacdo separada. As etapas podem ser conduzidas de forma sinérgica e sdo
configuradas como sacarificacdo e fermentacdo simultdneas — SSF. (Figura-6). O etanol
produzido é recuperado pelo processo de destilacdo do caldo fermentado (OHGREN et al.,
2007; SANCHEZ; CARDONA, 2008).

A almejar a eficiéncia dos pré-tratamentos € importante por que melhoram na formagéo e
disponibilizacdo dos agucares, evita a degradacao e perda de hidratos de carbono, diminuem a
formagéo de inibidores no processo de fermentacdo promovendo um consumo baixo de
energia e gastos operacionais (TAHERZADEH; KARIME, 2008; KUMAR et al., 2009).
Estudos tém apontado as etapas de pré-tratamentos da biomassa como as mais onerosas para a
producéo do etanol. No entanto, com a difusdo do etanol lignoceluldsico, estima-se alcancar
melhorias na eficiéncia e reducéo de custos nos métodos de pré-tratamentos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e biolégicos (GALBE; ZACCHI, 2007; KUMAR et al., 2009).
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O desenvolvimento de um pré-tratamento considerado ideal, ainda é um desafio a ser
ultrapassado, principalmente se considerarmos a eficiéncia de hidrélise e fermentacdo na
conversdo dos carboidratos a etanol, pois, a biomassa possui uma grande diversidade
(ALVIRA et al., 2010). Os procedimentos de pré-tratamento desenvolvidos abordam

principios fisicos, quimicos e bioquimicos (biol6gicos).

2.7.2 Pré-tratamento por fragmentacao

Procedimentos como trituragdo, moagem e quebra em lascas da biomassa levam a
diminuicdo do tamanho dos materiais lignoceluldsicos e consecutivamente o aumento da area
superficial especifica e reducdo da cristalinidade da celulose, dessa forma, a hidrolise ocorre
de maneira eficiente. (SUN; CHENG, 2002). Uma ou mais dessas etapas realizadas
promovem a reducdo das limitagdes de transferéncia de calor e de massa. A biomassa quando
quebrada em lascas podem variar de 10 a 30 mm, 0,2 a 2 mm na moagem (KUMMAR,;
WYMAN, 2009).

2.7.3 Pré-tratamento fisico

Os pré-tratamentos fisicos envolvem véarios métodos mecanicos e ndao mecanicos
comumente utilizados na biomassa potencial (Tabela 3). A energia gasta nessa etapa ira
depender das caracteristicas finais do tamanho das particulas da biomassa residual (KUMAR
et al., 2009). Para os métodos ndo-mecanicos, foi realizado teste de irradiacdo com raios gama
na celulose, e observou-se clivagem das ligagdes B-1,4-glicosidicas. No entanto, esse método
é inviavel para um processo em grande escala por restar dividas sobre sua viabilidade
econémica (GALBE; ZACCHI, 2007; KUMAR et al., 2009).
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Tabela 3 — Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento fisico.

Método de pré- Processo de pré- Vantagens Limitacdes e

tratamento tratamento desvantagens
Mecénico: Reduz a A energia necessaria
Fragmentacao cristalinidade da é geralmente superior

celulose e aumenta a a inerente da

superficie da biomassa
biomassa
Pré-tratamento Pirolise Producdo de gés e Requer altas
fisico produtos liquidos temperaturas;
formacdo de cinzas

Ozonolise Reduz o teor de Custo elevado;

lignina; ndo produz requer grandes

substancias toxicas quantidades de

0z0nio

Fonte: Adaptado de Kuloyo, 2012.

A importancia dos pré-tratamentos no processo de producdo do Etanol 2G motiva a
abordagem de tecnologias consecutivas como os pré-tratamentos fisicos, acidos e hidrélise
enziméatica, cuja funcdo € promover a desestruturacdo dos polimeros de celulose,

hemicelulose e lignina (Figura-7) (GRAY et al., 2006; GUPTA et al., 2009; ROLLIN et al.,
2011).

Figura 7 — Polimeros de celulose, hemicelulose e Lignina sendo desestruturados com o
efeito do pré-tratamento sobre a biomassa lignocelulésica.

o Celulose
Lignina
\ .
Regido Amorfa ; -(?A '
[ ST Pré-tratamento . ¢
I .
Regiéo /7
Cristalina / .
. .

Hemicelulose

Fonte: Adaptado de MOSIER et al., 2005.
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Os pré-tratamentos sdo condi¢des necessarias para viabilizar a biomassa lignocelulésica,
uma vez que esse processo ird aumentar a superficie de substratos para serem assimilados
através das enzimas, visto a degradacdo da celulose e consequentemente disponibilizacdo dos

acucares fermentesciveis para os microrganismos fermentadores (ALVIRA, P. et al., 2010).

2.7.4 Pré-tratamento quimico e formacao de substancias inibidoras.

Nos processos de pré-tratamentos quimicos da biomassa lignocelulésica surgem o0s
inibidores microbianos que sdo limitantes do processo (Tabela 4). A geracdo de inibidores
afeta diretamente a economia do rendimento de bioetanol produzido. Varias estratégias de
destoxicacdo dos hidrolisados hemicelulésicos foram desenvolvidos para remocdo dos
inibidores e melhorar o desempenho fermentativo (GUPTA, SHARMA & KUHAD, 2009;
KUHAD, R. C. et al, 2010).

Tabela 4 — Vantagens e desvantagens do método de pré-tratamento quimico.

Método de pré- Processo de pré- Vantagens Limitacdes e
tratamento tratamento desvantagens
Acido diluido Hidrolisa Alto custo; corrosdo
hemicelulose a xilose ~ de equipamentos;
e outros agucares; formacéo de
altera estrutura da inibidores
lignina
Alcalino Remove Longo tempo de
hemicelulose e residéncia; sais
lignina; aumenta a formados séo
Pré-tratamento area de superficie da irrecuperaveis
quimico biomassa
Peroxido de Solubilizacdo da Decompde-se em
hidrogénio lignina; ndo produz altas temperaturas;
inibidores
Organosolv Hidrolisa a ligninae  Alto custo; solventes
hemicelulose precisam ser
recuperados e
reciclados

Fonte: Adaptado de Kuloyo, 2012
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Os agentes inibidores sdo gerados nas etapas de degradacdo dos actcares. No processo as
substancias toxicas sdo geradas a partir de compostos aromaticos derivados de furano, tendo
mais importancia a classe do furfural que surge a partir das pentoses e o hidroximetil furfural
(HMF) que é gerado a partir das hexoses. Os furanos sdo formados em altas concentragdes
durante as etapas graves de pré-tratamento &cido, como aquelas sob altas concentracGes de
acido e maior tempo de pré-tratamento (TAHERZADEH et al., 1997; KLINKE; THOMSEN;
AHRING, 2004).

O Furfural e 0 HMF s&o passiveis de serem convertidos em alcool furfurilico e alcool 5-
hidroximetil furfurilico sob a acdo de leveduras do género Saccharomyces. No entanto, esses
compostos quando presentes sdo responsivos por maior taxa de retardamento do crescimento
da levedura quando comparados com a concentracdo de etanol na fermentagdo
(PALMQVIST; HAHNHAGERDAL, 2006b).

Na hidrélise lignocelulosica a inibicéo celular causada pela presenca de furfural e HMF
é dependente de NADH desidrogenase alcootlica da levedura (ADH), e que esse processo leva
ao acumulo intracelular do acetaldeido e como consequéncia, laténcia no crescimento
microbiano (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b; MODIG; LIDEN;
TAHERZADEH, 2002). A acidificagdo provocada no citoplasma da levedura compromete a
integridade da membrana celular e pode apresentar efeitos toxicos ocasionando a morte dos
organismos fermentadores (VAN MARIS et al., 2006).

A desintoxicacdo do hidrolisado pode ser realizada antes da fermentacdo com métodos
fisicos, quimicos e biolégicos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a). Os
procedimentos utilizam arrastamento com vapor, carvdo ativado, extracdo com solventes
organicos e peneiras moleculares (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

O procedimento desintoxicante mais utilizado é adicdo de hidréxido de célcio no
hidrolisado para remocio de compostos fendlicos e furaldeidos (SANCHEZ; CARDONA,
2008). Nesse processo, o pH do hidrolisado € alterado até pH 10 com adi¢do de Ca(OH), ou
outro hidréxido. Nessa reacdo, ocorre a formacao de um precipitado desses contaminantes que
logo em seguida € removido. No final do processo, o pH do hidrolisado & novamente
reajustado para o pH 55 com é&cido H,SO, (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996;
PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).
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A eficéacia de cada método de desintoxicacdo € dependente do pré-tratamento da matéria-
prima. O tipo de pré-tratamento influencia a qualidade do hidrolisado lignocelul6sico através
dos diferentes niveis de toxicidade (CARVALHO et al., 2006). Os pré-tratamentos quimicos
geram custos devido a corrosdo dos reatores. Os custos surgem pela necessidade de construir
reatores ndo corrosivos que funcionam em altas pressGes. Essas medidas tornam o pré-
tratamento com &cido diluido mais caro em comparacgédo ao de explosédo de vapor (KUMAR et
al., 2009).

Outra alternativa para eliminar a presenca de inibidores no hidrolisado é o
desenvolvimento de cepas tolerantes a esses agentes através de modificacBes genéticas e
engenharia metabdlica. No entanto, as pesquisas ainda sdo incipiente. Necessitando conhecer
mais sobre a natureza das resisténcia dos microrganismos fermentadores aos inibidores (VAN
MARIS et al., 2006; SANCHEZ; CARDONA, 2008).

2.7.5 Pré-tratamento bioldgico

Os processos de pré-tratamento bioldgico geralmente sdo empregados para a producéo de
E2G, e utilizam para essa etapa, microrganismos capazes de degradar a lignina e hemicelulose
através da acdo de enzimas liberadas sobre os materiais lignocelulésicos, temos como
exemplo, as enzimas peroxidases e lacase produzidas por fungos da podriddo-branca
(KULOYO, 2014).

No pré-tratamento bioldgico acontece a deslignificacdo fungica sobre a biomassa,
fazendo com que a lignina e hemicelulose sejam degradadas com baixo gasto de energia.
(KULOYO, 2012). Nesta etapa de pré-tratamento ndo € necessario energia durante o processo
e nem gastos com produtos quimicos para degradacdo dos polimeros do material
lignocelulésico, além da vantagem de poder ser realizado em baixas temperaturas. Porém, a
taxa de degradacdo ocorre mais lenta, tornando-se necessario incorpora-lo com outros
métodos de pré-tratamento (HSU, 1996; GALBE; ZACCHlI, 2007).
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2.8 HIDROLISE
2.8.1 Hidrolise Acida

A conversdo da celulose em glicose através do processo de hidrolise é nomeada
sacarificacdo, e essa etapa consiste em quebra de ligacGes glicosidicas, onde séo originados 0s
monomeros de glicose que posteriormente serdo fermentados a etanol. O processo pode
ocorrer de duas maneiras, através do método quimico utilizando acido, ou enzimatico
(CARMO, 2013).

Na etapa de hidrolise quimica, o que se utiliza € um acido nos materiais lignocelul6sicos
geralmente em temperatura especifica e tempo controlado, e é a partir deste processo que
surgem os monbmeros de acUcares oriundos da celulose e hemicelulose. Para essa
metodologia tem-se descrito na literatura a utilizacdo do acido sulfurico (H.SO,) sob a forma
concentrada ou diluida em concentracfes menores que 1,0% (TAHERZADEH; KARIMI,
2007a). Dessa maneira, € possivel encontrar boas taxas de hidrélise da celulose (OGEDA;
PETRI, 2010). Desse método quimico, o inconveniente € a formacéo de inibidores como o 5-
hidroximetilfurural (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

2.8.2 Hidrdlise enziméatica

As etapas de hidrolise enzimatica da biomassa ocorrem com o emprego de celulases
capazes de converter a celulose em acUcares fermentesciveis, por essa razao, sao consideradas
biocatalisadores de alta especificidade. A glicose € nomeadamente o agicar de maior interesse
industrial para producéo de etanol (CASTRO; PEREIRA, 2010).

No processo de hidrolise enzimatica da celulose ocorre adsorcdo da celulase em sua
superficie, por conseguinte, biodegradacdo da celulose em acuUcares fermentesciveis e por
ultimo, dessorgdo da enzima celulase (TAHERZADEH; KARIMI, 2007b).

As enzimas mais convenientes no processo de hidrélise enziméatica da biomassa
lignoceluldsica sdo as celulases, essas por sua vez, podem ser encontradas sob trés tipos:
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase. Os biocatalisadores no processo de hidrélise
possuem papel de destaque na conversao da celulose em glicose, uma vez que tornam a

superficie da celulose mais acessivel umas as outras enzimas (QUILHO, 2011).
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As enzimas do tipo endoglucanases (endo-1,4-B-glucanases) iniciam 0 processo de
hidrolise do material lignocelulosico, uma vez que hidrolisam liga¢des internas do tipo B-1,4
(Figura - 8). O sitio de acdo sdo as regides amorfas e reduzem a polimerizacdo do substrato
(CASTRO; PEREIRA, 2010). A acdo das endoglucanases expdem as microfibrilas presentes
na celulose, tornando-as susceptiveis as outras enzimas, além disso, fazem com que ocorra o
aumento dos oligossacarideos que serdo mais tarde expostos a acdo das exoglucanases (ARO;
PAKULA. PENTILLA, 2005).

As exoglucanases (celobioidrolase ou exo-1,4-p-D-glucanases) degradam as cadeias de
acucar, visto sua remogdo das unidades de celobiose (dimeros de glicose) (TAHERZADEH;
KARIMI, 2007b). As B-glicosidases (B-glicosideo, gluco-hidrolase ou celobiase) fazem parte
do dltimo repertério do complexo enzimatico das celulases que hidrolisam a celobiose e os
oligossacarideos soltveis em glicose (CASTRO; PEREIRA, 2010).

Figura 8 - Sistema de acdo enzimatica envolvendo a degradacao através do processo de
despolimerizacdo do polimero de celulose. a) Afrouxamento da rede fibrosa; b)
Formacédo de fragmentos de celulose; c) Digestdo enzimatica da celulose; d) Quebra da

celulose em celobiose.
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Fonte: Arantes e Saddler, 2010.
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O inicio do mecanismo de hidrélise da celulose (Figura — 8) ocorre no momento em que
as celulases sdo adsorvidas na superficie insolivel da célula, e como consequéncia, inicia o
processo de afrouxamento da rede fibrosa da celulose (Figura — 8, A). O proximo passo € a
formagdo de fragmentos de celulose dando origem aos oligossacarideos soliveis sob
influéncia das endoglucanases e exoglucanases (B) e celobiose (C). As B-glicosidade
finalizam o processo quebrando a celulose em celobiose (Figura — 8, D; ARANTES;
SADDLER, 2010).

A hidrdlise da hemicelulose deve ser eficiente, uma vez que contribuira
significativamente para um bom desempenho da hidrdlise da celulose (GARCIA-APARICIO,
2007). Ha& a necessidade de um maior nimero de enzimas para degradar a hemicelulose
devido a sua variada composicdo. As enzimas que despolimerizam, ou seja, que revertem
polimeros a mondmeros e as que removem 0S grupos substituintes sdo as mais importantes
(DYK; PLETSHEKE, 2012). Outra enzima necessaria ao processo é a Xilanase (polimeros de
xilose). A xilanase é capaz de hidrolisar a xilana em xilose, causando a degradacdo da
hemicelulose produzindo xilooligdbmeros e xilose (GARCIA-APARICIO, 2007).

2.9 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOETANOL
2.9.1 Fungos

No processo fermentativo, os microrganismos comumente utilizados sdo as leveduras por
serem de facil cultivo e baixa exigéncia nutricional. As leveduras sdo seres unicelulares que se
reproduzem por brotamento ou gemulacdo, mitose. A reproducdo na forma sexuada ocorre
por meiose formando esporos haploides (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). Quanto ao
metabolismo energético podem ser aerdbios, aerobios facultativos e fermentadores. (LANE;
MORRISSEY, 2010).

A Saccharomyces cerevisiae e a Kluyveromyces marxianus apresentam um metabolismo
aerobio facultativo. Quando essas leveduras estdo em meio anaerdbico, enzimas piruvato-
descarboxilase e alcool desidrogenase séo ativadas para producdo de etanol e 4gua a partir do
piruvato (equacdo de Gay-Lussac, Equacédo 1). No entanto, quando na presenca de oxigénio, o
acido piravico parcialmente é transferido para o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebes)
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(Equagdo 2), que por conseguinte, sera oxidado a dioxido de carbono e agua dentro da
mitocondria (LANE; MORRISSEY, 2010).

CeH1206 + 2Pi + 2ADP-> 2C,Hs0H + 2CO; + 2ATP + 2H,0 + 57 kceal (1)

CeH1206+60, > 6CO, + 6H,0 + 38ATP + 688 kcal (2)

Gay-Lussac propds uma equacdo para determinar o rendimento estequiométrico teérico da

producdo de etanol a partir da glicose (Equacéo 3).

n=_92gde etanol =0, 511 g de etanol. g de glicose™ (3)
180 g de glicose

Na fermentacdo ocorre a degradacdo da glicose e outros nutrientes organicos em Vvarios
produtos que sdo caracteristicos para os diferentes organismos, para geracao de energia sob a
forma de adenosina trifosfato, ou ATP (LEHNINGER et al., 2006).

A glicose possui um papel de destaque no metabolismo da maioria dos microrganismos.
Sua oxidacgdo se da através da glicolise, processo pelo qual € desencadeado por uma sequéncia
de dez reaces realizadas por enzimas glicoliticas originando duas moléculas de piruvato. As
moléculas de piruvato podem ser utilizadas por microrganismos aerdbicos que as convertem
por oxidacdo em CO,, H,O e ATP (ciclo de Krebes). Os microrganismos anaerdbios reduz o
lactato (via de fermentacdo do acido lactico), ou etanol, CO, e ATP (via de fermentacédo
alcoolica) (LEHNINGER et al., 2006).

2.9.2 Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae tem sido historicamente utilizada no processo de fermentacao de
matérias-primas a base de agucar e amido, e, recentemente se tornou um microrganismo
preferido na fermentacéo do hidrolisado da biomassa lignocelulésica para producédo de etanol.
Sua escolha nesses processos tem sido diagnosticada por sua capacidade de produzir bons

rendimentos de etanol, ser tolerante ao etanol produzido, haja vista ser uma substancia toxica
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a levedura, amplo espectro contra os inibidores, e elevada pressdo osmdtica (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007a). A adaptacéo eficiente ao etanol foi resultado de milhares de anos
de selecdo pelo homem para producdo de alimentos (OLSSON; HAHN-HAGERDAL et al.,
1996; PISKUR et al., 2006; WACKETT, 2008).

O emprego da S. cerevisiae na fermentacdo de biomassa lignocelulésica ainda é passivel
de desafios no campo da engenharia metabolica, visto sua incapacidade de fermentar agucares
como a xilose e arabinose (KUYPER et al., 2005b). O fato pelo qual leveduras S. cerevisiae
ndo consigam utilizar a xilose mesmo apresentando naturalmente genes para esse feito, é dado
ao baixo nivel de expressdo génica, que termina por ser um mecanismo insuficiente nesse
processo (TOIVARI et al., 2004).

Outras candidatas como Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus
conseguem utilizar as pentoses. No entanto, ensaios de fermentacéo para producédo de etanol a
partir de glicose perceberam que essas cepas produzem cinco vezes menos etanol em
comparagdo a Saccharomyces cerevisiae, e requerem maior controle de aeracdo. Além disso,

apresentam baixa tolerancia ao etanol produzido (CLAASEN et al., 1999).

2.9.3 Kluyveromyces marxianus

A levedura Kluyveromyces marxianus € ideal para producdo de etanol a partir de residuos
de alimentos e sélidos como o bagaco de cana-de-agucar, uma vez que esses microrganismos
de maneira eficiente convertem substratos da biomassa por apresentarem-se tolerantes a alta
temperatura (COSTA, 2011).

A espécie Kluyveromyces marxianus € um microrganismo unicelular da classe dos
hemiascomicetos, que possui nucleo, sem motilidade e homotalico (LANE e MORRISSEY,
2010). Classificada inicialmente como Saccharomyces marxianus, em homenagem a Marx,

pesquisador que a isolou pela primeira vez a partir de uvas (FONSECA et al., 2008).

A levedura Kluyveromyces marxianus € um microrganismo aerébio facultativo que obtém
energia através do ciclo do acido tricarboxilico ou pela fermentacdo etandlica. Sendo uma
espeécie respiro-fermentativa, essa levedura consegue realizar simultaneamente fermentacao e
respiracdo. O que acontece no metabolismo da Kluyveromyces marxianus na presenca de altas

concentragbes de acucar é o direcionamento desse carboidrato para o ciclo do acido
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tricarboxilico e a geracdo de energia. Mecanismo esse contrario nas leveduras Saccharomyces
cerevisiae, que quando presente em altas concentracdes de acucar, é fortemente induzida para
via de fermentacdo uma vez que essa especie utiliza piruvato para producéo de etanol (LANE;
MORRISSEY, 2010).

As leveduras K. marxianus crescem em numa variedade de substratos, sdo capazes de
crescer em até 52° C, assimilam acgucares essenciais com lactose e a inulina, tem taxa de
crescimento rapido e alta capacidade secretora (FOSENCA et al., 2008; LANE;
MORRISSEY, 2010). A espécie K. marxianus é utilizada para a producdo de enzimas como
as p-galactosidase, f-glicosidase, poligalacturonases, pg-xilosidade e celulase. Enzimas
utilizadas na industrial alimenticia humana e animal para reducdo de lactose em alimentos, e
producdo de etanol (FONSECA et al., 2008; COSTA, 2011).

Outro grupo de enzimas produzidas s&o pectinases. As pectinases degradam substancias
pécticas, polissacaridases encontrados nas plantas superiores, atuando no amadurecimento
natural de algumas frutas. Trés grupos de pectinases sdo propostos (JAYANI, SAXENA e
GUPTA, 2005). As enzimas sao classificadas como protopectinases - agem degradando a
protopectina convertendo-a em polimeros sollveis de pectina; pectinametilesterase -
desesterificante ou desmetoxilante, responsiva pela catalise da desesterificacdo da pectina pela
remocao dos grupos metoxila, que, por conseguinte produzem acido péctico e metanol; e
despolimerizantes — responsivas pela clivagem das ligagdes glicosidicas a-1,4 que unem 0s
acidos galacturénicos nas substancias pécticas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

A espécie K. marxianus é utilizada na producédo de etanol a partir de soro de leite por ,
produzir enzimas capazes de assimilar lactose e converter em etanol. A versatilidade
metabdlica permite emprega-las na producédo etanol 2G a partir da biomassa lignocelulésica.
Uma das justificativas para producdo de etanol seria sua capacidade de se manter viavel

diante de altas temperaturas, conferindo a esta estirpe termotolerancia (CARMO, 2013).

3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo, foi investigada a produgéo de E2G utilizando a palma forrageira Opuntia
ficus-indica Mill apds pré-tratamento fisico, quimico, hidrélise enzimatica e fermentacdo
(Figura - 9). Todas as etapas experimentais foram desenvolvidas no Centro de Tecnologia da
Universidade Federal de Alagoas e contou com a colaboracéo da infraestrutura do Laboratorio

de Tecnologia de Bebidas e Alimentos.
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Figura 9 — Fluxograma das etapas experimentais envolvidas no processamento, analise e

fermentacdo da Opuntia ficus-indica Mill.
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3.1 Matéria prima

A espeécie de palma Opuntia ficus-indica Mill utilizada neste estudo foi cedida pelo Prof.
Dr. José Teodorico e pertence a colecdo de gendtipos de palma forrageira situado no Centro
de Ciéncias Agrarias — CECA — UFAL. O centro localiza-se nas coordenadas geograficas de
latitude de 9°27'S, longitude de 35°27'W e uma altitude média de 127 m acima do nivel do
mar, com temperaturas medias: maximas de 29°C e minima de 21°C, e pluviosidade média

anual de 1.267,7 mm.
3.2 Extrato enzimatico

O complexo enzimatico utilizado na hidrélise foi o CELLIC® Ctec2 (Novozymes
Latin America Ltda), cedido pelo departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos - UFSCar.

3.3 Microrganismos utilizados

Os experimentos de fermentacdo foram realizados utilizando as leveduras Saccharomyces
cerevisiae (JAY — 270) e Kluyveromyces marxianus (MM |1l — 41), pertencentes a colecdo de
Cultura da Universidade de S&o Paulo — USP. As leveduras foram conservadas em glicerol a
15% a -80 °C. A reativacdo das leveduras S. cerevisiae e K. marxianus foi realizada
suspendendo as células a cerca de 0,1 mL a 100 mL do meio de cultura liquido YEPD (extrato
de levedura a 1%; peptona de carne a 1% e Dextrose a 2%) e incubados a 28° C por 48 horas e
sob agitacdo de 100 rotacGes por minuto. Posteriormente, 0 microrganismo foi repicado para
tubos de ensaio invertido e placas de Petri, ambos contendo meio de cultura YEPD sélido e

armazenadas sob refrigeragdo a 4° C até 0 momento do uso.

3.4 Higienizacéo, secagem e trituragdo para obtencdo da farinha de Opuntia:

Os cladddios frescos de Opuntia ficus-indica foram colhidos na colegéo de gendtipos do
Centro de Ciéncias Agrarias — CECA-UFAL. Apos a coleta, o cladodio foi sanitizado com
100 ppm de hipoclorito durante 15 minutos. Posteriormente, a palma foi lavada em &agua
corrente e cortados em tiras. Apds essa etapa, o material foi desidratado em estufa a 45°C.

Apds a desidratacdo, o material foi triturado em liquidificador industrial para obtencéo de
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uma a farinha. A farinha foi utilizada para realizar as anélises e base para conversdo em

etanol.

3.5 Extrativos

A determinacdo do conteudo de extrativos da palma iniciou-se com 4,0g da farinha da
Opuntia (massa seca) depositado em um cartucho e acoplado a um sistema de extracdo
(Soxhlet — Diogolab) e a um baldo de fundo redondo contendo 190 mL de etanol 95% sob
uma manta de aquecimento. A manta foi ajustada para fornecer um ciclo minimo de 6 sif6es
por hora durante 12 horas. Transcorridas as 12 horas, obteve-se um liquido contendo os
extrativos, que em seguida foi colocado em rotaevaporizador até se apresentar viscoso. O
liquido viscoso foi removido utilizando um pouco de etanol 95%. Colocou-se em uma placa
de Petri, previamente tarada e deixou-se em capela ligada até se obter massa constante para
determinar a massa de extrativos. As amostras da farinha de Opuntia foram caracterizadas in
natura adaptando-se a metodologia para caracterizacdo quimica descrita por Gouveia et al.
(2007). A determinacdo de proteina foi realizada segundo o método de Kjeldahl (COTTA et
al., 2007). A fracdo liquida desta etapa de caracterizacdo foi submetida a andlise em

cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE).

3.5.1 Hidrélise com Acido Sulfarico 72%

Amostras de 1g da farinha da Opuntia foram pesadas e transferidas para béqueres de
100 mL e tratados com 10 mL de H,SO4 72% v/v, sob agitagdo a 45°C por 8 min. Em
seguida, as amostras foram transferidas para frascos erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se
275 mL de agua destilada. Os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e
autoclavados por 30 min a 120°C. Apés a descompressdo da autoclave, os frascos foram
retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a fragéo sélida separada da fragéo liquida
por filtragdo em papel de filtro qualitativo. A fracdo liquida foi transferida para baldo
volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente completado com agua
destilada. A solucdo foi armazenada para quantificacdo dos &cidos organicos, furfural,

hidroximetilfurfural (HMF) e lignina solvel.
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3.5.2 Determinacdo de Lignina Insolavel na Fracédo Solida

A lignina foi determinada a partir do material retido do papel de filtro, 0 mesmo foi
lavado com 1500 mL de agua destilada, transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a
100 °C até massa constante. A percentagem de lignina insoltvel foi calculada em relagéo a
massa de amostra seca (Equacao 3).

%Ly = Mk — Mc « 100 3)
Ma

Onde: LKi = Lignina Klason insoltvel; Mk = massa de lignina insoltvel seca; Mc = massa de

cinzas; Ma = massa da amostra seca.

3.5.3 Determinacdo de Lignina Soluvel na Fragdo Liquida

A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm
em espectrofotdmetro (Equacéo 4).

Ciig= 4,187*107 (Ar_App) — 3,279*10™ “)

Onde: Cjig = concentragéo de lignina solavel, em g.L™: ar = absorbancia da solucéo de lignina
junto com os produtos de degradagéo, em 280 nm; Apg = (c1 €1 + C2 €2) — absorbancia , em 280
nm, dos produtos de decomposi¢do dos acgucares (furfural e HMF), cujas concentracdes c; e ¢
» foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ¢; e €

sd0 as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L.g™t.cm™.

3.5.4 Determinacéo de Carboidratos, Acidos organicos, Furfural e Hidroximetilfurfural

A determinacdo de carboidratos e de &cidos orgénicos foi realizada em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de extracdo em fase sélida

Sep-Pak C18 (Phenomenex). A construcdo das curvas de calibragdo dos carboidratos foi
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realizada a partir de solugdes padrbes contendo celobiose, glicose, xilose e arabinose. A
construcdo das curvas de calibracdo dos acidos organicos foi realizada através da injecdo de
solugdes contendo &cido acético e acido formico. As condi¢cbes das analises foram: coluna
Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); fase mével: H2S04 0,005 mol.L™*; vazio de 0,6
mL.min"; temperatura do forno: 45 °C; em cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10AD,
empregando um detector de indice de refracdo Shimadzu modelo RID-6A. A determinacgédo
das concentracGes de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural no cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) foi realizado baseado em curvas de calibragdo de furfural e
hidroximetilfurfural determinadas por injecdes de solu¢des padrbes destes dois compostos. As
amostras dos hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 pm e analisadas. Condigoes
experimentais: coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm), fase mdvel solucdo de acetonitrila e agua
(1:8) com 1% de solucdo de &cido acético, vazdo de 0,8 mL por min, temperatura do forno
25°C e detector UV/VIS (SPD-10A) a 274 nm, em cromatdgrafo Shimadzu.

3.5.5 Determinacdo de Proteinas

A determinacdo de proteina na farinha da Opuntia foi avaliada aplicando-se a digestao
da matéria orgénica que consistiu em pesar 0,5 g de amostra e transferir para um tubo de
Kjeldahl adicionando-se 2 g de mistura catalitica (sulfato de sédio, sulfato de cobre e didxido
de selénio na proporgdo 100:1:0,8 misturados e triturados em almofariz e pistilo). Na capela
adicionou-se ao tubo cerca de 10 mL de &cido sulfurico concentrado. Em seguida, o tubo foi
acoplado ao digestor de Kjeldahl, ajustando o aquecedor inicialmente numa posicdo de
aquecimento baixo para evitar a digestdo violenta e consequente perda do material. A cada 15
min a temperatura foi elevada lentamente (mais 50°C) até que a mesma chegasse a 350°C. A
amostra foi considerara digerida quando apresentou coloragdo incolor ou levemente
esverdeada. Desligou-se o aquecedor e deixou-se por 15 a 30 min para esfriar, colocando na

boca do tubo um tampé&o de algodéo.

Na etapa de destilacdo do nitrogénio foram transferidos 25 mL de &cido borico a 4%
para um Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 2 gotas de indicador vermelho de metila
(0,25%) e 2 gotas de indicador verde de bromocresol (0,2%). O destilador de Kjeldahl foi
preparado, mergulhando a saida do condensador no Erlenmeyer, observando se a extremidade
final do Erlenmeyer estava completamente mergulhada a solugdo de &cido borico. Em

seguida, adicionou-se ao tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida agua destilada até um
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pouco menos da metade do tubo e 3 gotas de fenolftaleina 1%. O tubo foi acoplado ao
destilador de Buchi. Apds o aquecer a solucgdo, desligou-se 0 aguecimento e adicionou-se,
lentamente, NaOH 40% até conseguir pH alcalino (mudanca para coloracdo rosa). A

destilagdo foi feita até recolher um volume de destilado de aproximadamente 100 mL.

Na terceira e Ultima etapa do procedimento para determinacdo de proteina foi realizado
a titulacdo do nitrogénio que consistiu em titular a solu¢do do Erlenmeyer utilizando o &cido
cloridrico 0,1 N padronizado, até que surgisse o aparecimento da coloracdo avermelhada. O

teor de proteina foi determinado pela equacéo 5:

Proteina total (g/1009) = Vycr.fucl.Nuer.F.1,4 (5)

P

Onde: V = volume gasto na titulacdo com acido cloridrico 0,1 N; f = fator de correcdo da
solucdo de acido cloridrico 0,1 N; F = fator de correspondéncia nitrogénio — proteina. O valor

de F para alimentos em geral € 6,25; P = massa tomada de amostra.

3.5.6 Determinacdo de residuo mineral fixo (cinzas)

Na determinacdo de cinzas, inicialmente colocou-se o cadinho de porcelana em mufla a
550°C durante 1 hora. Em seguida, o cadinho foi transferido para o dessecador durante 30
min (ou até temperatura ambiente) e pesado em balanca analitica. Pesou-se 2 g da amostra
neste recipiente previamente tarado. Por conseguinte, a amostra foi incinerada em mufla a
550°C durante 4 horas até a farinha da palma se apresentar branca ou ligeiramente
acinzentadas. Em seguida, a amostra foi retirada da mufla, transferida para o dessecador onde

esperou-se esfriar durante 30 min. Pesou-se a amostra e calculou de acordo com a equagéo 6.

cinzas (%) = @ (6)

N = massa de cinzas (massa final da amostra menos a tara do cadinho)
P = massa tomada da amostra
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3.5.7 Determinacéo de Fibra

Na determinacdo de fibra, foi inicialmente pesado em um becker de 200 mL 1 g da
farinha de Opuntia e em seguida adicionou-se 50 mL de H,SO4 1,25%. Deixou-se em
ebulicdo por 30 min, completando com &gua destilada o volume do becker perdido por
evaporacdo. Posteriormente, foi filtrado em papel de filtro, lavando o material com 25 mL de
agua destilada quente. Transferiu-se o material retido no papel de filtro para um becker de 200
mL com a ajuda de 50 mL de NaOH 1,25%. Deixou-se em ebuli¢do por 30 min, completando
com &gua destilada o volume do bécker perdido por evaporacdo. O liquido foi filtrado em
papel de filtro quantitativo previamente tarado, lavou-se com 100 mL de agua quente e
transferiu-se para estufa a 100° C onde se esperou secar por aproximadamente 2 horas. O
papel filtro contendo o residuo foi pesado e anotou-se 0 peso. As amostras foram levadas para
mufla a 550° em cadinho previamente tarado. A fibra bruta foi determinada utilizando a

equacdo 7.

% Fibra bruta = ( papelcom residuo seco - papelj.100

massa da amostra
% Fibra real = % Fibra bruta— % Cinzas

Célculo:

()

3.6 PRE-TRATAMENTO

3.6.1 Pré-Tratamento com Acido sulfurico diluido

Amostras contendo 1 e 2g (farinha) de Opuntia ficus-indica Mill, em triplicata, pesadas
com precisdo de 0,1 mg, foram transferidas para erlenmeyers de 100mL, adicionando-se
20mL de H,SO, diluido (0,5% e 1,0%). Os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e
autoclavados nos intervalos de tempo 30 min 60 min a 120°C. Apds a descompressdo da
autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a fracdo
solida separada da fracdo liquida por filtracdo em papel filtro. A fracdo liquida foi armazenada

para analises posteriores de AR, ART e Brix.
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3.6.1.1 Planejamento para o pré-tratamento

O pré-tratamento com 4&cido sulfurico foi realizado através de um planejamento
experimental com trés fatores: concentracdo de acido, tempo de pré-tratamento e quantidade
de massa, com o0 objetivo de verificar, entre os fatores estudados a melhor condi¢do para
otimizar a etapa de pré-tratamento e foram realizados em triplicata. O &cido sulfurico foi
escolhido pelo baixo custo, com alta taxa de reagdes em baixas concentragdes, principalmente
em concentracdes inferiores a 4% (GALBE; ZACCHI, 2007). A resposta avaliada nesse
planejamento foi determinada pelos niveis de agUcares redutores totais (ART) na solucdo. A
melhor condigdo de pré-tratamento da biomassa, em termos de ART obtido, foi escolhida para
seguir as etapas posteriores de hidrélise e fermentacdo. A visualizacdo dos fatores que
influenciaram nos valores de acglcares fermentaveis, relatando quem mais significou foi

determinado pela construcdo do grafico de Pareto utilizando o programa STATISTICA®.

Tabela 5 — Variaveis do planejamento utilizadas na etapa de pré-tratamento:

Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
Conc. de Acido sulfarico (%) 0,5 1
Tempo (min) 30 60
Massa () 1 2

A realizacdo dos experimentos de pré-tratamento &cido ocorreram em Varias etapas,
sendo que os ensaios com as mesmas condicGes de tempo de aquecimento e temperatura
foram realizados juntos na autoclave. O ensaio com acido procedeu com a massa seca da
farinha da Opuntia e adicionada em Erlenmeyer com proporcdes de 1:20 e 2:20 (massa de
material seco/volume de solucdo acida), modificado de SILVA et al., 2010. As solugdes de
acido sulfarico foram de 0,5% e 1,0%. Uma vez que os Erlenmeyers receberam a biomassa e
0 acido, foram levados para a autoclave a 120° C nos tempos descritos (tabela 5). A po6s o
tempo de experimento, as amostras foram retiradas da autoclave e filtradas em papel filtro. O
licor obtido desse pré-tratamento foi utilizado para determinar os valores de acUcares

redutores (AR), acucares redutores totais (ART) e sdlidos soltveis (Brix).
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3.6.1.2 Determinacao dos sélidos totais (Brix)

A determinacdo dos solidos totais foi feita utilizando o refratbmetro modelo HI 96801,

com uma gota do liquido com as amostras em temperatura ambiente.

3.6.1.3 Determinacao dos Acucares Redutores Totais (ART).

A determinacdo dos acUcares redutores totais (ART) foi realizada pelo método
espectrofotométrico, proposto por Miller (1959), que utiliza a solucdo de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) e leitura a 540 nm. Para isto, foi necessario o preparo de uma curva
padrdo de glicose. Na analise de agucares redutores totais € necessario realizar uma hidrolise

acida prévia.

3.6.1.4 Preparo da Solucéo de Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

No preparo da solucdo de DNS utilizou-se 1g de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico)
dissolvido a temperatura ambiente em 20mL de NaOH 2N e 50 mL de agua destilada. Em
seguida, pesou-se 30g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sédio e potéssio —
C4H4KNaOg.4H,0) e adicionou-se ao DNS quando estava totalmente dissolvido. Para facilitar
a dissolucdo, a solucdo foi aquecida até no maximo 40°C. Apos a adi¢do do sal Rochelle,
completou-se o volume para 100 mL com &gua destilada. A solucdo foi armazenada em frasco

escuro e na geladeira.

3.6.1.5 Hidrolise dos Acucares redutores totais

A hidrdlise dos acgucares redutores totais foi realizado com amostras obtidas ap6s o pré-
tratamento acido. Foram coletadas 1,0 mL da solucéo e transferidas para tubos de ensaio e em
seguida foi adicionado 5 mL de H,SO,4 1,5M, levando a banho fervente por 20 min e agitando
ocasionalmente para hidrolisar os polissacarideos e outros agucares ndo-redutores (a0 menos a
cada 5 min). Apds esse tempo, a amostra foi resfriada e transferida para béquer. Adicionou-se
3 gotas de fenolftaleina 1% e, cuidadosamente, com o auxilio de pipeta Pasteur, NaOH 26%

até a coloracdo rosea. Em seguida adicionaram-se gotas de H,SO, 1,5 M até voltar a
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coloragéo original. A amostra foi homogeneizada e transferida para proveta, completando o

volume com &gua destilada até 20 mL.

3.6.1.6 Reacdo para Determinacéo dos Acucares redutores pelo Método do DNS

A reacdo foi conduzida com 0,25 mL das amostras do pré-tratamento acido mantidos em
tubo de ensaio de 20 mL com tampa e adicionou-se 0,5 mL de &gua destilada. Quando o
banho de &gua estava fervendo, adicionou-se 0,25 mL do reagente de DNS e entdo a amostra
foi levada para o banho fervente por 5min, permitindo que a reacdo entre a amostra e 0 DNS
acontecesse. Apos o tempo de reacdo, a amostra foi retirada da agua fervente e colocada em
banho de gelo. Ao atingir a temperatura ambiente, ajustou-se o volume com agua destilada
para 5mL ou seja, adicionou-se 4 mL de &gua destilada e realizou-se a leitura da amostra em
espectrofotbmetro, a 540 nm, por absorbancia. A partir da curva padrdo de concentragoes
conhecidas de glicose obteve-se a equacdo da reta, que permitiu a realizacdo do célculo da

concentracdo de ART em cada amostra.

3.6.1.7 Preparo da Curva Padréao de Glicose

Uma solucdo de glicose 1 g L™ foi preparada a partir de 0,05 g de glicose diluida em 30
mL de &gua destilada. Em seguida, transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 50
mL, e o volume foi completado com &gua destilada. Posteriormente, esta solucdo padrdo foi
diluida em série para obter as diferentes concentracdes da curva (Tabela 6).

Tabela 6 — Dilui¢bes para o preparo da curva padrao de glicose

Volume da solucgédo Volume H0 Volume total Concentragéao de
de glicose 1g. L™ (mL) (mL) glicose (g.L™)
(mL)
0,05 0,20 0,25 0,2
0,10 0,15 0,25 0,4
0,15 0,10 0,25 0,6
0,20 0,05 0,25 0,8

0,25 0,00 0,25 1,0
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Gréfico 1 — Curva padrao de glicose plotando absorbancia x concentragdo. Através da
regressao linear, é determinada a equacéo da curva e o coeficiente de correlacdo, onde
y= € 0 valor da absorbéancia obtida.

1,2

0,8 -

y=4,2792x+ 0,045
R?=0,994

Glicose (g/L.)
(=]
)]

0,4

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
(Absorbancia (500nm)

Fonte: Acervo do Autor, 2015.

Obs: A curva € obtida em espectrofotometro. A cada troca de reagente uma nova curva deve
ser realizada.

Na reagdo de DNS para uma melhor preciséo dos resultados, o coeficiente de correlagio (R?)
deve ser maior que 0,97 (Gréfico - 1). A concentracdo de ART é dada pela equacéo 8:

ART (g.L™) = diluicdo de hidrélise x absorbancia x fator da curva padrdo (8)

3.7 Hidrolise enzimatica

A atividade da enzima CELLIC Ctec 2 foi determina de acordo com Silva (2012). Os
experimentos submetidos a hidrélise enzimatica foram realizados utilizando apenas com a
melhor condi¢do de ambos os pré-tratamentos testados. Sabendo-se da atividade enzimatica
(285 FPU), foi utilizado 135 pL da enzima para 1 g de carga de sélidos (1 g da farinha da

Opuntia pré-tratada: 40 mL de solucdo). A solucdo para hidrolise continha 40 mL de tampéo
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citrato, pH 4,8 (50 mM), e 135uL da enzima. A hidrolise enziméatica ocorreu em frascos
Erlenmeyer de 250 mL sob agitacdo a 50°C e 150 rpm, por 72 horas. Apo6s a hidrolise

enzimatica, 0 ART e AR foram determinados conforme ja descrito nos itens 3.6.1.5 e 3.6.1.6.

3.8 FERMENTACAO DO HIDROLISADO

3.8.1 Preparo do indculo e fermentagéo

Os microrganismos armazenados foram transferidos para 3 Erlenmeyers de 250 mL
contendo 0 meio de cultura YEPD (extrato de levedura 1%, peptona de carne 1% e dextrose
2%). Apo6s a transferéncia das leveduras para o meio de cultura, os erlenmeyers foram
incubados a 28° C, por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, o indculo foi utilizado no
processo de fermentacdo (Carmo, 2013). Os ensaios ocorreram de acordo com Wolf, 2011,
onde o liquido contendo glicose resultante da hidrolise enzimatica dos materiais

lignocelul6sicos foi utilizado na etapa de fermentagéo.

O estudo da producéo de etanol foi realizado com trés tipos de fermentacéo. O primeiro:
meio de fermentacdo foi preparado com o hidrolisado contendo Saccharomyces cerevisiae,
com volume final de 38 mL de meio (F - Sc). O segundo meio de fermentacédo 2 foi preparado
com o hidrolisado contendo Kluyveromyces marxianus, com volume final de 38 mL de meio
(F-Km). O terceiro meio de fermentacdo 3 foi preparado com hidrolisado contendo
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus, com volume final de 38 mL de meio
(F-SK). As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers de 100 mL, contendo 38 mL do
meio de cultura descrito no item 3.8, com trés repetices para cada fermentacdo, em
incubadora regulada a temperatura de 30° C e 35° C, com agitacdo. Na etapa de fermentacédo
foram adicionados em erlenmeyers 30 mL da fracdo liquida do hidrolisado, 0,6 g de peptona
bacteriolégica e 0,3 g de extrato de levedura. O meio foi esterilizado a 121°C por 15 min.
Apos isso, foi adicionada 6,7 mL da solucdo de sulfato de magnésio e fosfato de amonio e por

ultimo, 1 mL de massa das leveduras.

O estudo cinético do processo fermentativo com base no consumo de agucares redutores
totais das fermentacbes (F — Sc, F-Km e F-SK) foi realizado durante 24 horas, com
amostragens nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas. As fermentagOes F - Sc e F-SK
ocorreram em a 30°C, 200 rpm por 24 horas, e a F-Km em 35° C, 150 rpm por 24 horas. Apds
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essa etapa, 0 AR, teor alcodlico, conversdo enzimatica, rendimento da fermentacéo, eficiéncia
fermentativa e viabilidade celular foram determinados. A viabilidade das leveduras do
processo de fermentacdo foi determinada atraves de técnicas de contagem em camara de
Neubauer onde foram contados quatro reticulos centrais de cada um dos 25 campos, nos 2
quadrados maiores da lamina, isto para cada amostra de F — Sc, F-Km e F-SK. Ap0s a etapa
de fermentacdo, a viabilidade celular foi determinada a partir de uma suspencéo do cultivo em
1mL de solucéo de azul de metileno e transferido para a cdmera de Neubauer, onde as células

mortas sdo coradas de azul e as células vivas ( equagao 9).

Viabilidade Celular (%) = (N° de células vivas/N° total de células) x 100 9

A conversao enzimatica foi obtida pela relacdo entre 0 ART apds hidrélise enzimatica e
ART do pré-tratamento x 100 (equacdo 10). O rendimento da fermentacdo (Rf) foi calculado
pela relacdo entre a quantidade de etanol produzido (gL™") e a quantidade de ART (gL™)
presente inicialmente (Equacdo 11). A eficiéncia da fermentacdo (Ef) foi determinada pela
relacdo entre o rendimento real da fermentacdo (Rf) e o rendimento tedrico (Equacdo 12) de
0,51 (NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005).

Conversado enzimatica= _ART PH * 100 (10)
ART PTA

Onde ART PH = ART obtido ap6s hidrélise; ART PTA = ART obtido no pré-tratamento
acido.

R = Etanol produzido (%)
i (11)
ART inicial (%)
L
Ef= Rendimento real (12)

Rendimento teorico (0,51)
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3.9 DESTILACAO

O teor alcdolico foi determinado a partir do destilado das fermentagdes utilizando o
método espectrofotométrico pela técnica do dicromato de potassio (ABUD, 1997). Cada
amostra foi destilada por 3 minutos, contados a partir do inicio de fervura que deu origem ao
escoamento do destilado. Ap6s 3 minutos, o liquido coletado no Erlenmeyer foi transferido
para um baldo e completando o volume para 50 mL com agua destilada. Uma aliquota de 2
mL do destilado foi submetido a uma reacdo a 60° C por 30 minutos com 2 mL de solugédo de
dicromato de potéssio e leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro a 600nm.
A concentracgéo de etanol foi determinada a partir de uma curva de calibragdo do dicromato de

potassio, com amostras de etanol conhecidas, submetidas a mesma reacdo (Grafico-2).

Graéfico 2 — Curva de Calibracdo do dicromato de potéassio obtida em espectrofotémetro
demostrando a linearidade pela influéncia das concentrac6es de alcool.
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Obs: A curva ¢ obtida em espectrofotdbmetro. A cada troca de reagente, nova curva devera ser
inserida.

Fonte: Acervo do autor, 2015.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Caracterizacao da Opuntia ficus-indica In Natura

O gendtipo Opuntia ficus-indica avaliado apresenta 22.90% de carboidratos
correspondendo a glicose, xilose e arabinose (Tabela - 7). A glicose foi o carboidrato de maior
teor com 12.57% quando comparados a xilose (7.79%) e arabinose (2.54%). Os resultados
reportados para glicose, xilose e arabinose foram menores quando comparados com os valores
descritos por Kuloyo (2012), cujas fragdes foram correspondentes a 23,1%, 3.9% e 3.8%
respectivamente. Entretanto, o teor total de acucares determinado € maior que os descritos por

Ginestra et al., (2009) que obtiveram 21,2% de carboidratos totais.

Tabela 7 — Quantificacdo dos mondmeros de pentose, hexose e outros compostos
estruturais presentes na palma forrageira Opuntia ficus-indica in natura investigados
neste estudo e comparados com outros trabalhos.

Composicéo da Caracterizacdo da  Caracterizacdo da  Caracterizagdo da
Opuntia (%) Opuntia deste Opuntia por Opuntia por
estudo (KULOYO, 2012) (GINESTRA etal.,
2009)
Glicose 12,57+0,07 23.1 15.3
Xilose 7,79+0,04 3.9 1.9
Arabinose 2,54+0,02 3.8 4.0
AcuUcares totais 22,9 30.8 21.2
determinados
Lignina Total 10,69+0,37 7.9 16
Proteinas 6,8+0,06 7.5 6.42
Fibras 17,0+0,02 - -
Extrativos 13,37+0,04 24.3 17.7
Cinzas 12,58+0,02 16.8 -

Total 83,34 87,30 61,32
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O teor de lignina determinada neste estudo foi maior do que a lignina determinada por
Kuloyo (2012) e menor para determinacdo de Ginestra et al (2009) (Tabela - 7). Os valores de
proteinas foram semelhantes nos trés estudos. A fracdo de fibras encontrada na palma in

natura de 17% é similar ao valor de 18% determinado por Stintzing e Carle (2005).

Os valores determinados por Kuloyo (2012) para extrativos foram de 24,3% para a
palma Opuntia ficus-indica. Outros estudos, como 0s mencionados por Ginestra et al., (2009)
descreveram 17,7% para a mesma biomassa e o deste estudo foi 13,37%, sendo 0 menor valor
entre as comparacdes. O menor teor de cinzas encontrado para a Opuntia foi determinado
neste estudo com 12,58% quando comparado com o valor descrito por Kuloyo (2012) que

encontrou 16,8% de cinzas.

As cinzas € um elemento constituido por sulfatos, oxalatos, carbonatos, silicato de
calcio, potéassio e magnésio, e outros sais em menores quantidades (BIANCHI, 1995). Os
valores podem variar entre 1 a 10%. O percentual de 12,58% de cinzas encontradas neste
estudo esteve mais proximo da caracterizacdo realizada por Neto (2010) que apesentou
percentual de 9,16% em um estudo realizado com a pré-hidrdlise acida da palma forrageira.
Esta diferenca pode estar relacionada com a constituicdo de cada variedade da Opuntia, tratos
culturais e diferencas relacionadas a idade e partes de planta (MACEDO; ROUSSET; VALE,
2014).

Os constituintes da biomassa podem variar e se apresentar em quantidades diferentes
mesmo se tratando da mesma espécie vegetal. Alguns fatores que implicam nesse mecanismo
sdo a disponibilidade de luz, agua, nutricdo, temperatura, localizacdo geogréafica, condicao de

colheita e estocagem como relatam Gobbo-Neto e Lopes (2007).
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Tabela 8 - Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina da Opuntia ficus-indica in
natura e seus mondmeros de pentose, hexose e acidos organicos obtidos em

cromatografia liquida de alta eficiéncia. (CLAE).

Palma in natura (%0)

Celulose 12,87+0,07
Glicose 12,57+0,07
HMF 0,30+0
Hemicelulose 15,09+0,06
Arabinose 2,54+0,02
Xilose 7,70+0,04
Acido Acético 1,23+0,02
Acido Glucurdnico 2,52+0
Furfural 1,10+0
Lignina Total 10,69+0,37
Klason 6,28+0,29
Solaveis 4,41+0,10
Total
38,65

Os valores de celulose, hemicelulose e lignina foram 12,87%, 15,09% e 10,69%
respectivamente. A fracdo de celulose foi
Hidroximetilfurfural (HMF) 0,30% (Tabela-8). O HMF é um composto inibidor de

fermentacdo formado na etapa de pré-tratado &cido. Neste estudo foi determinado dois

desmembrada em glicose 12,57% e

carboidratos para a hemicelulose, arabinose e xilose com percentuais de 2,54% e 7,70%
respectivamente. Outros compostos inibidores presentes na hemicelulose foram detectados
como acido acético (1,23%) acido glucurdnico (2,52%) e furfural (1,10%). A lignina total foi
determinada pelas fracbes de lignina insolavel (Klason) e

lignina solavel com

representatividade de 6,28% e 4,41%, respectivamente.

A determinagdo de compostos inibidores revela que o pré-tratamento foi severo, uma
vez gue essas substancias agem no metabolismo das leveduras prejudicando o desempenho da
fermentagdo (KUHAD et al, 2010). Levando em consideracdo o efeito desses inibidores sobre
a fermentacdo, podemos sugerir que o teor alcéolico obtido nas trés fermentacdes poderia ter
alcangado maiores valores se tratados pelo método de destoxicagdo. Os valores de 0,30% de
HMF e 1,10% de furfural presentes neste estudo foram similares aos encontrados por
Nascimento (2011) que obteve 0,3% de HMF e 1,40% de furfural em um inquérito utilizando

bagaco da cana-de-agucar in natura.
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4.2 Matriz de planejamento do Pré-Tratamento Acido.

O planejamento experimental com todas as condi¢cbes do pré-tratamento, e 0s
resultados obtidos em triplicata (Tabela 10 e 11). Os resultados descritos foram determinados
a partir de amostras que apresentaram 0s melhores teores de acglcares nas etapas de pré-
tratamento. Dessa maneira, esse critério foi considerado para seguir com as etapas de hidrélise

enzimaética e fermentacé&o.

Tabela 9 — Matriz de planejamento fatorial com todas as condic¢des estudadas.

Ensaio Conc. de acido (%) Tempo (min) Massa ()
1 0,5 30 1
2 0,5 30 2
3 0,5 60 1
4 0,5 60 2
5 1,0 30 1
6 1,0 30 2
7 1,0 60 1
8 1,0 60 2

A condicdo gue representou maior teor de acucares considerando os valores de ART e
AR foi a condicdo do ensaio 6 (Tabela - 10). O ensaio determina o tratamento de 2g da
biomassa pré-tratada com 1,0% de acido sulfurico por 30 minutos gerando concentracdes de
ART de 33,84 (g.L ™) e AR de 8,46 (g.L™") sendo a condicdo escolhida para seguir &s etapas de

hidrélise enzimatica e fermentacao.

Tabela 10 — Valores de ART, AR, BRIX e Rendimento massico obtidos em todas as
condic¢bes do planejamento experimental do pré-tratamento acido.

Ensaio ART (g.L)) AR (g.L)) BRIX  RENDIMENTO (%)
1 14,99+0,12 2,7620,18 45%0 47,000,03
2 24,11+0,04 4,51+0,71 7,440 56,0520,2
3 14,82+0,04 2,95+0 4,7+0 46,4+0,9
4 26,29+0,24 5,47+0,19 7,3+0,05 52,6+0,1
5 19,18+0,04 4,38+0,32 5,8+0 45,75+2,25
6 33,84+0,16 8,4610,13 8,610 52,4+2,1
7 19,63+0,32 4,25+0,12 5,940 45,7+3,1
8 31,01+2,42 7,62+0,03 7,140 51,45+0,55

Onde os ensaios corresponderam as variaveis: Concentracdo de acido (0,5, 1,0%), tempo
(30, 60min), massa (1, 29).
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O tempo do processo de pré-tratamento acido, resulta em diferenca entre os valores de
AR, ART e BRIX (Tabela 10 e 11). Independente da concentracdo de acido utilizada no
planejamento experimental, mesmo que os valores de AR tenham sido pouco maiores para 60
minutos do que em 30 minutos. Menores concentracfes de acido sulfarico apresentam maior
eficiéncia no pre-tratamento da palha e do sabugo de milho (SANTOS, 2014). O
comportamento préximo a linearidade demonstra um ajuste significativo para o planejamento

experimental conferindo confiabilidade aos experimentos (Grafico — 3).

Graéfico 3 - Ajuste ao Modelo Linear demonstrando os valores observados versus valores
previstos de ART em (g .L™).
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

A linearidade dos dados experimentais entre os valores previstos e valores observados
entre as raz0es estudadas de concentracdo de acido, tempo e massa apresenta o limite de
confianca de 90% (Gréfico 3). A provavel explicacdo para ndo ter alcancado a confianca de

95% deve estar relacionada com os baixos intervalos entre as varidveis estudadas.



63

Grafico 4 — Influéncia dos fatores no planejamento experimental 2° e o efeito

significativo do valor absoluto a partir das variaveis: massa, concentracdo de acido e

tempo.
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

A influéncia da massa é superior as outras duas varidveis (concentracdo de acido e
tempo), de modo que acaba por minimizar as influéncias destas duas variaveis sobre a
resposta em estudo (Gréafico 4). Desse modo, surge-se avaliar em estudos futuro a anélise
dessas varidveis em resposta a qualidade do licor hidrolisado antes da etapa hidrélise

enzimatica.

A andlise estatistica mostra que o efeito da massa foi 0 que se mostrou mais
significativo entre os fatores estudados. O fator massa aumenta em média 11,64% do ART
quando se passa do nivel inferior para o nivel superior desse fator, indicando que para
trabalhar com maiores valores de ART devem-se utilizar 2 g de biomassa. Ja& o efeito da
concentracdo de acido indicou que um aumento médio de 5,84% no teor de ART é obtido
quando eleva-se para 1% a concentracdo de acido usada no pre-tratamento. O fator tempo foi
0 que apresentou menor valor do seu efeito no sistema. No entanto, o seu efeito combinado
com a concentragdo de acido e/ou com a massa indica que se deve trabalhar com menores

valores de tempo para se obter maiores percentuais de ART.

O aumento de acucares redutores totais teve maior liberacdo nas concentracdes de

1,0% (Tabela 11; Grafico 4) Nas concentracfes de 0,5% foi possivel verificar uma grande
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reducdo desses agUcares. Observa-se ainda que, 0 aumento na razdo de massa de 1g para 29
acarreta num aumento do somatorio das concentracGes de ART no pré-tratamento. A anélise
de superficie de resposta (Grafico 5) confirma que o aumento da quantidade de massa sob
maior concentracdo de acido (1,0%) no pré-tratamento determina a reposta para maior

quantidade de agUcares fermentesciveis.

Gréfico 5 — Superficie de resposta da influéncia da massa sobre concentracédo de acido
em relacéo ao percentual de ART
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

A analise da superficie demonstrara que a concentracdo de acido reduz o teor de ART
quando se passa no nivel superior (1,0%) para o nivel inferior (0,5%) desse fator. Dessa
forma, revelou que para se trabalhar com maiores valores de ART neste estudo deve-se
utilizar H,SO,4 nas concentra¢Bes de 1,0% combinado com o tempo de 30 minutos (Grafico
5).
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4.3 Hidrolise enzimatica

A especificidade da enzima aos constituintes do substrato esta diretamente relacionada
com a disponibilizacdo de aclcares fermentesciveis. O resultado da atividade enzimatica foi
de 245 FPU.mL™ para as celulases totais. Os valores de ART nas amostras pré-tratadas com
acido foram superiores aqueles determinados apds hidrélise enzimética (Gréfico 6). Esse
efeito pode ser resultado da acdo dos compostos inibidores (Tabela 10), uma vez que os
mesmos podem ter influenciado para diminuir a eficiéncia de hidrolise enzimatica das

celulases.

Grafico 6 — Comparacdo dos resultados de ART obtidos em triplicata para o pré-

tratamento &cido da melhor condi¢do com o0 ART da hidrdlise enzimatica.
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

Os perfis de concentragcdes para os valores de AR apresentaram comportamentos
similares comparados ao ensaio 1 e valores proximos para os ensaios 2 e 3 (Gréafico 7). O
tempo de hidrolise aplicado a biomassa foi aceitavel quando consideramos que os valores dos
trés ensaios ndo foram estatisticamente diferentes. Neste contexto, vale lembrar que a
concentracdo de 30 FPU.g™ da enzima realizada na etapa de hidrélise foi adequada (SILVA,
2012).
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Gréfico 7 — Comparacdo dos resultados de AR obtidos em triplicata para o pré-

tratamento acido da melhor condi¢do com o AR da hidrolise enzimatica.
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

A biomassa Opuntia ficus-indica € muito rica em pectina, e uma vez hidrolisada, gera
unidades de pectinase conhecidas como &cido galacturonico (Kuloyo, 2012). A inclusdo de
enzimas pectinase as celulases (coquetel de enzimas) em biomassa rica em pectina é
necessaria para solubilizacdo da pectina e maior producdo de acucares (GROHMANN et al.,
1995). Isso poderia ter melhorado tanto a concentracéo final de etanol obtido como ter gerado

mais valor a biomassa Opuntia ficus-indica.

4.4 Fermentacdo do Hidrolisado

Os fatores avaliados para o acompanhamento da fermentacdo foram a AR, a
viabilidade celular, a conversdo enzimatica, o teor alcéolico, o rendimento e eficiéncia de
fermentacdo. Durante as fermentacGes foi avaliado o consumo de AR nos pontos de 0, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 21, 24 horas, das amostras para a construcdo da cinética do consumo de agucares
redutores (Grafico - 8).

Na cinética do consumo de agucares redutores observa-se que durante 24 horas de
fermentagcdo o AR foi reduzido indicando consumo de agUcares pelas leveduras, tendo em
vista que os valores de AR iniciais decresceram nas 24 horas de fermentacdo. A produtividade

volumétrica de etanol descrita nas fermentacGes (F-Sc, F-Km e F-SK) justifica o declinio
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sinérgico do AR para ambas as leveduras. Uma vez que os resultados alcangados foram
proximos. Transcorridas as 6 horas de fermentacdo, nota-se que ndo houve diferenca na

assimilacdo dos agUcares para as 3 condi¢cOes de fermentacéo realizada.

Grafico 8 — Cinética do consumo de AR determinada a cada 3 horas durante inicio e

final da fermentacéo (24 horas).
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

As leveduras consumiram a exaustdo os agucares no meio de fermentagdo. Os
acUcares residuais (AR) foram de 0,44 g.L™ para F-Sc, 0,58 g.L™* para F-Km e 0,69 g.L™ para
F-SK. A avaliacdo da cinética da fermentacdo através do AR é importante por valorizar a
maioria dos acucares fermentesciveis, como é o caso dos mondémeros de glicose. No pré-
tratamento acido séo liberados grandes quantidade de ART através de agUcares maiores que
precisam ser quebrados na etapa de hidrdlise enzimatica em mondmeros menores como
exemplos as pentoses e hexoses que, por conseguinte, serdo assimilados pelos
microrganismos fermentativos para producdo de etanol. Na etapa de fermentacédo
acompanhando-se a cinética, foi possivel notar o consumo de agucares redutores similares por
meio das trés condic¢des de fermentagdo. Assim como se observou tambem melhor viabilidade
celular para a Saccharomyces cerevisiae e menor viabilidade celular para a Kluyveromyces

marxianus.
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4.5 Viabilidade Celular

Os valores da viabilidade celular (Grafico — 9) das leveduras S. cerevisiae
(fermentacdes F-Sc e F-SK), K. marxianus (fermentacdes F-Km e F-SK) foram expressos

como média ao final da fermentacéo, apds 24 horas.

Grafico 9 — Viabilidade celular das leveduras S. cerevisiae (F-Sc), K. marxianus (F-Km)e

F-SK (levedura combinadas) obtidas no final da etapa de cada fermentacéo (24 horas).
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Fonte: Acervo do Autor, 2015.

As médias dos resultados de viabilidade celular foram maiores para as amostras F-Sc e
F-SK (mistura das leveduras Saccharomyces e Kluyveromyces), visto que para F-Sc obteve-se
98,04% e para F-SK foi de 96,94%. Analisando o desempenho de viabilidade da K.
marxianus (F-Km) verifica-se um baixo percentual de viabilidade celular, pois, reportou-se
para esse ensaio a media de 65,29%. Quando comparamos com o desempenho dos demais
ensaios (F-Sc e F-SK). A menor viabilidade celular da K. marxianus podem esta associado a
uma maior sensibilidade a presenca de inibidores que por sua vez comprometem o
metabolismo da levedura, fazendo com que essa levedura perca parte do seu desempenho
durante 0 processo. A hipOtese necessita ser testada. No pré-tratamento acido formam-se
compostos tdxicos, denominados inibidores, e essas substancia afetam o processo de
fermentacdo alterando a fisiologia das leveduras (TAHERZADEH et al., 2000). Uma vez que
ocorra a interferéncia no metabolismo dos organismos fermentativos, ird ocasionar a reducao

e eficiéncia na geracdo do produto desejado.
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Tabela 11 — Resultados obtidos apos pré-tratamento acido, hidrolise enzimética e

fermentacao.

Ensaios  ART do ART da  Conversao Etanol Rendimento  Eficiéncia
Pré-tratado  hidrolise  enzimatica produzido da da
acido (gL (gL (%) (9.LY)  fermentacdo fermentacdo

(%) (%)

F-Sc 33,60+0,24  18,1+0,21 53,86 5,85+0,05 32,32 63,37

F-Km 33,93+0,37  18,87+0,3 55,61 5,15+0,37 27,29 53,50

F-SK 36,80+0,61 17,50+0,13 47,55 5,74+0,05 32,8 64,31

Onde: F-Sc: JAY-270 — Fermentagdo com Saccharomyces; F-Km: MM 111 41 - Fermentacgéo
com Kluyveromyces; F-SK: Fermentacdo com Saccharomyces e Kluyveromyces.

Os resultados exibidos para o etanol produzido foram muito préximos entre as
fermentacdes F-Sc, F-Km e F-SK. No entanto, de acordo com esses resultados a F-Km foi a
que apresentou menor produtividade volumétrica de etanol que foi 5,15 g.L™. O que justifica
dessa forma, seu baixo rendimento de fermentagdo 27,29% quando comparado com os valores
das F-Sc (32,32%) e F-SK (32,8%). Apesar de a Kluyveromyces apresentar produtividade
volumétrica menor do que a Saccharomyces, esses achados estdo de acordo com a literatura,
ao mostrarem que Kluyveromyces pode alcancar a producdo de etanol sob concentracdes
semelhantes aos da Saccharomyces (FAGA et al., 2010; TOMAS-PEJO et al., 2009). Estudos
conduzidos por Wingren et al., (2003) obtiveram 2,6% (w/v) de etanol, onde segundo Kuloyo
(2012) é um percentual ndo aceitavel no processo econémico. Neste estudo, as concentracdes

de etanol estiveram acima de 5g.L™.

A representacdo dos rendimentos de fermentacdo das amostras F-Sc, F-Km e F-SK,
F1, F2 e F3 respectivamente, apresentam valores proximos. Entretanto, sabe-se que 0s
rendimentos do processo ndo podem ultrapassar o valor de 51,1%, diante dos resultados deste
estudo, mesmo sendo considerados aceitaveis, torna necessario ampliar o estudo de pré-
tratamento &cido e hidrolise a fim de se obter maiores rendimentos de fermentagdo. As
concentracdes de ART foram proximas, dessa forma, os meios de culturas para fermentacdo
foram praticamente similares em termos de agUcares para seguirem essa etapa e, por

conseguinte, serem assimilados pelas leveduras.



70

Estratégias para aumentar a producdo de etanol com base nesses experimentos incluem
realizar um planejamento experimental de hidrélise enzimatica e fermentagdo para se
conhecer o inicio da inibi¢do apos a etapa de pré-tratamento acido, visto que é a partir desse

procedimento que surgem a formacgdo dos contaminantes.

5 CONCLUSAO

As leveduras Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae apresentam o
mesmo desempenho fermentativo para producao de alcool utilizando biomassa pré-tratada de

Opunita ficus-indica.
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