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RESUMO

O desenvolvimento de novas tecnologias para producdo do etanol a partir da grande
disponibilidade de materiais lignoceluldsicos, etanol de segunda geracdo, € muito importante
devido aos problemas climaticos que ocorrem mundialmente e ao crescimento da economia
do pais, mostra-se ser promissor em virtude da utilizacdo da biomassa disponivel e de baixo
custo na transformacdo em produto energético de baixo nivel de polui¢do ambiental. Além de
poder vir a beneficiar a cadeia produtiva do etanol, com possibilidades inclusive de
comercializacdo internacional. Visando um sistema que utiliza da biomassa disponivel
juntamente com microrganismos para o barateamento e simplicidade na producéo de etanol de
segunda geracdo. O fungo Botrytis sp mostrou-se atraente para a produgdo de etanol de
segunda geracdo devido a capacidade de degradar a matéria celulésica, produzindo acgucares
fermentesciveis e etanol numa Unica etapa de cultivo. Inicialmente, cultivou-se o fungo em
meio com papel de filtro picado (20 g/L) em caldo de batata inglesa (200 g/L) (meio BP) a
temperatura ambiente e a 113 rpm, para avaliar a producdo de etanol em 4 semanas. No
entanto, o fungo mostrou-se ter o processo de fermentacdo lento, produzindo baixas
concentragOes de etanol em condi¢des amenas. Com o0 objetivo de avancar neste tema e tornar
a producdo de etanol de segunda geracdo mais eficiente, recomendou-se o estudo das
condigOes e parametros de cultivos. Desta forma, foram feitas as seguintes verificacfes para
identificar a melhor condicédo: necessidade de suplementacdo de sais no meio, sistema fechado
ou semi-aberto, possibilidade de uma segunda fermentacdo com levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae do caldo da cultura (a 35 °C, sem agitacdo, fechado, por 48 h) e
influéncia da temperatura a 35 °C, todos foram feito em meio BP a 160 rpm por 10 dias. As
analises do teor alcodlico e do acUcar redutores totais foram feitas pelos métodos
espectrofotométricos. O melhor resultado foi no meio BP sem suplementacdo de sais,
fechado, a 35 °C e 160 rpm produzindo 2,841 g/L de etanol. A possibilidade de uma segunda
fermentacdo com a levedura foi satisfatoria gerando uma concentracdo média maxima de 3,
66 g/L de etanol a partir do caldo hidrolisado fermentado pelo Botrytis sp nas condicdes
“fechado, sem sais, temperatura ambiente, 160 rpm”, contudo, o melhor rendimento
fermentativo com 95,52% foi com uma segunda fermentacdo do hidrolisado fermentado do
Botrytis sp na mesma condigdo, porém “semi-aberto”.

Palavras-Chave: Etanol de 22 Geracdo, Botrytis sp, método espectrofotométrico, Bioprocesso
Consolidado.



ABSTRACT

The development of new technologies for the production of ethanol from the great availability
of lignocellulosic materials, second generation ethanol, is very important due to the climatic
problems that occur worldwide and the growth of the country's economy, it shows to be
promising due to the use of available and low-cost biomass in the transformation into an
energy product with a low level of environmental pollution. In addition to being able to
benefit the ethanol production chain, with possibilities even for international
commercialization. Aiming at a system that uses the available biomass together with
microorganisms for cheapness and simplicity in the production of second generation ethanol.
The fungus Botrytis sp proved to be attractive for the production of second generation ethanol
due to the ability to degrade cellulosic matter, producing fermentable sugars and ethanol in a
single stage of cultivation. Initially, the fungus was grown in a medium with chopped filter
paper (20 g/ L) in English potato broth (200 g / L) (BP medium) at room temperature and 113
rpm, to evaluate the production of ethanol in 4 weeks. However, the fungus was shown to
have a slow fermentation process, producing low concentrations of ethanol in mild conditions.
In order to advance this topic and make the production of second generation ethanol more
efficient, it was recommended to study the conditions and parameters of crops. In this way,
the following checks were made to identify the best condition: need for supplementation of
salts in the medium, closed or semi-open system, possibility of a second fermentation with
commercial yeast Saccharomyces cerevisiae from the culture broth (at 35 ° C, without
stirring, closed, for 48 h) and temperature influence at 35 ° C, all were done in BP medium at
160 rpm for 10 days. Analyzes of alcohol content and total reducing sugar were made using
spectrophotometric methods. The best result was in the BP medium without salt
supplementation, closed, at 35 ° C and 160 rpm, producing 2,841 g / L of ethanol. The
possibility of a second fermentation with yeast was satisfactory, generating a maximum
average concentration of 3.66 g / L of ethanol from the hydrolyzed broth fermented by
Botrytis sp under the conditions “closed, without salts, at room temperature, 160 rpm”,
however , the best fermentative yield with 95.52% was with a second fermentation of the
fermented hydrolyzate from Botrytis sp in the same condition, however "semi-open™.

Keywords: 2nd Generation Ethanol, Botrytis sp, spectrophotometric method, Consolidated

Bioprocess.
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1 INTRODUCAO

Desde a revolucédo industrial que comecou no Reino Unido, aproximadamente ha 250
anos, a economia mundial dependia fortemente de combustiveis fosseis como fonte de
energia. Com o aumento dos precos destes combustiveis e a aflicio com seguranca energética,
poluicdo ambiental e mudancas climaticas, parte-se pela busca de novos combustiveis mais
sustentaveis e renovaveis, 0s biocombustiveis (LU; SHEAHAN; FU, 2011). Os
biocombustiveis sdo aqueles produzidos a partir da biomassa renovavel.

Desta forma, o etanol vem sendo o combustivel renovavel mais visado para minimizar
estes impactos que vém sendo tdo negativos (CARDONA; SANCHEZ, 2007). Principalmente
no Brasil, que por ser o maior produtor de cana-de-aclcar produz etanol combustivel
industrialmente através da fermentacdo de seu caldo para produzir o etanol de primeira
geracdo, 1G (ROMERO, 2009; COSTA; SODRE, 2010; DELLA-BIANCA et al., 2013). No
entanto, na necessidade de elevar a demanda deste alcool somado ao apelo ambiental, a
comunidade cientifica busca aperfeicoar e aumentar as possibilidades da sua producgdo. E
neste contexto que surge o etanol celulésico, ou também chamado de etanol de segunda
geracéo, 2G (LIMA; CAMARGO, 2009).

O desenvolvimento de novas tecnologias para producdo do bioetanol produzido a
partir da grande disponibilidade de materiais lignoceluldsicos, como o bagaco e a palha da
cana, a palha do trigo e do arroz, a madeira, residuos das inddstrias de polpa e papel e
colheitas herbaceas, entre outros, ddo vantagens para o crescimento da economia do pais, na
producdo de etanol 2G, em virtude da utilizacdo da biomassa disponivel e de baixo custo,
beneficiando a cadeia produtiva do etanol. Estes materiais sdo muitas vezes acumulados no
ambiente gerando lixo, representando a perda de uma matéria-prima valiosa para obtencdo de
energias renovaveis (JEFFRIES, 2006; GERAQUE, 2009, DIAS et al., 2012).

Entretanto, existem obstaculos a serem superados para a producdo desse tipo de
biocombustivel, de mesmo modo para sua implantacdo no mercado, que Sdo necessarios trés
requisitos: a viabilidade da produgdo de biomassa, sem competir com culturas destinadas a
alimentacdo, a eficiente desestruturacdo da parede celular vegetal e a hidrdlise da celulose a
baixo custo, e a otimizagao da fermentacdo dos agUcares liberados (UNITED STATES, 2006).

O bagaco de cana-de-acUcar, por exemplo, é constituido de celulose, hemicelulose e
lignina na proporc¢éo aproximada de 50:30:20 (SILVA, 2008). A celulose é um biopolimero

que se mantém coesa por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. Um pequeno nimero de
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microrganismos como fungos, bactérias e protozodrios, € capaz para quebrar essas ligaces
(NELSON; COX, 2013).

Para a producdo de etanol 2G é necessario um pré-tratamento para separacdo dos
biopolimeros, como hemicelulose e lignina, aumentando a acessibilidade a celulose, para a
etapa posterior (NASCIMENTO, 2011). Conjuntamente a etapa de pré-tratamento ha também
as etapas de hidrdlise da celulose a glicose, fermentagdo do caldo hidrolitico e destilacdo do
vinho fermentado. A hidrolise pode ser catalisada por acido ou enzimas celuloliticas, sendo
esta Ultima mais promissora por possuir certas vantagens em relacdo a hidrélise acida
(NGUYEN, 1993).

Ha vérias configuracBes para o processamento na producdo de etanol 2G. Um deles ¢é
0 Bioprocesso Consolidado (BCP). Este processo utiliza simultaneamente as etapas: producao
de enzimas, a hidrélise enzimatica da celulose e fermentagéo, sendo feitas numa unica etapa
por um mesmo microrganismo (SANTOS, 2012).

Os fungos sdo organismos eucariticos, cosmopolitas e heterotréficos que
desempenham um papel fundamental na decomposicdo de matéria organica (MAIA,;
CARVALHO, 2010). A forma de digestdo é por absorcao, absorvem os nutrientes ao invés de
digeri-los, secretando enzimas para hidrolisar polissacarideos, lipideos e proteinas,
quebrando-os em compostos menores e permitindo a transferéncia destes nutrientes para o
interior da célula e, portanto, destacam-se por serem capazes de metabolizar carboidratos
complexos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Diante deste contexto, sera realizado o estudo da producdo de etanol de 2% Geracéo
através da cultura unica do fungo Botrytis sp, onde este ira atingir as etapas de hidrolise e
fermentacdo do substrato solido, papel filtro, sendo a principal fonte de carbono no meio,
numa Unica etapa. Além disso, serd verificada a capacidade produtiva de etanol através da sua

quantificacdo produzida no caldo da cultura do Botrytis sp pelo método espectrofotomeétrico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a possibilidade de producdo de etanol de segunda geracdo no bioprocesso

consolidado das culturas do fungo endofitico Botrytis sp tendo como substrato papel filtro.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento do fungo, em meio BDA (Batata Dextrose e Agar) e BP (Batata
Papel), e a producdo de etanol no caldo da cultura do Botrytis sp a temperatura
ambiente e baixa rotacdo orbital (113 rpm) através da quantificacdo do teor alcodlico
pelo método espectrofotométrico;

e Identificar os parametros/condi¢des de cultivo do Botrytis sp que favoreca a maior
producéo de etanol estudando a influéncia dos seguintes quesitos: suplementacdo de
sais, oxigenacao através do cultivo em sistemas semi-aberto e fechado, e da
temperatura;

e Avaliar a possibilidade de uma segunda fermentacdo do caldo da cultura do Botrytis sp
com levedura comercial e identificar os parametros/condi¢6es de cultivo que favoreca

a maior producéo de etanol, em termos de rendimento e concentracéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Energia e producéao de etanol no Brasil

Um dos critérios que revelam o desenvolvimento econdmico e o nivel de qualidade de
vida de um pais é a quantidade de energia que ele consome. Esse consumo esta relacionado
tanto no progresso de atividade dos setores industrial, comercial e de servigos, quanto na
capacidade da populagdo para adquirir bens e servigos tecnologicamente mais avangados.
Sendo desta forma o principal motivo para o crescimento do consumo mundial de energia.

Assim, a capacidade energética tem grande importancia no desenvolvimento

econdmico do pais. Segundo Sene e Moreira (2010, p. 239)

O setor energético é considerado estratégico e quase sempre é controlado
pelo estado através de politicas de planejamento da producdo, concessdo de
exploracgdo a grupos privados ou intervencdo direta na produgdo através de empresas
estatais. A estrutura energética insere-se diretamente na economia e na geopolitica:
producdo industrial, sistema de transporte, seguranca, salde, educacdo, lazer,
comércio, agricultura. Qualquer colapso na produgdo ou elevagdo de seus custos
afeta o cotidiano de todas as atividades desenvolvidas no pais, na posicdo da nacao
no comeércio internacional, na composicdo dos custos de produgdo e na
competitividade da empresa e do pais.

Contudo, a matriz energética mundial ainda é vigorosamente focada para as fontes de
energia fosseis, ndo renovaveis, com participacao total de 80%, sendo 36% de petrdleo, 23%
de carvdo mineral e 21% de gas natural. Estudos mostram que o esgotamento dessas fontes de
energia de origem fossil € para as proximas gquatro a cinco décadas, evidenciando a urgéncia
de buscar outras fontes alternativas de energia (EMBRAPA, 2006).

Além disso, segundo Pinto et al. (2007) o preco do barril de petréleo comporta-se de
maneira muito instdvel quando se faz um estudo matemaético calculando a média e o desvio
padrdo do intervalo temporal de 1990 até 2016 (valores corrigidos a precos de 2016), verifica-
se que a média é de US$56,58 com desvio padrdo de 32,30 US$, considerado um desvio
muito alto.

E nesse contexto que coloca o0s paises em situacdo de vulnerabilidade estratégica,
devido a possibilidade de esgotamento desses recursos, a oscilagdo dos precos nos mercados
internacionais e o0s seus derivados; e por ainda serem um dos grandes responsaveis pelo
aquecimento global e seus desdobramentos.

Em compensacdo o Brasil € muito diferente do mundo referente a sua matriz
energética, observa-se na Figura 1 que das fontes fdsseis utiliza-se 55,1%, e das fontes

renovaveis ele consome mais do que o resto do mundo, totalizando 42,9% de renovaveis na
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matriz energeética brasileira, sendo a biomassa da cana-de-agucar corresponde a 17%, podendo

ser utilizadas para o aumento da quantidade de energia no pais.
Figura 1: Matriz Energética Brasileira (Ano base 2017).
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Fonte: EPE, 2018.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar, sendo o segundo produtor mundial de
acucar, perdendo apenas para a india (SEVERO, 2006). E a partir da cana que se obtém além
do acgucar os subprodutos como o &lcool, o vinhoto e o0 bagago, deste ultimo produz centenas
de toneladas de residuos lignocelulésicos, como também a producdo de calor e energia
elétrica a partir da queima. A utilizacdo do etanol como biocombustivel associado a
possibilidade de uso como fonte energética desenvolvida com tecnologia brasileira tem
vantagens comparativas na produgcdo e pode criar vantagens competitivas com as de
combustiveis fosseis que cogita a escassez destes produtos, além dos aspectos ambientais
decorrentes (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

Diante das crises de petréleo, como a de 1929 (queda da bolsa de Nova York), o
alcool, como subproduto da agroindistria da cana-de-agUcar, ganhou mercado a partir de
1931, por intermédio do decreto n® 19.717/1931 com a obrigatoriedade de acrescimento de
5% de alcool anidro a gasolina para os veiculos e em 1933, com a criacdo do Instituto do
Aclcar e do Alcool (IAA) que tinha a responsabilidade de estabelecer precos, cotas de
producgdo por usina e percentual de mistura com o propdsito de resolver os problemas de
excesso de oferta e de reorganizar os mercados internos (BNDES; CGEE, 2008).

Na década de 70, lanca-se o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) utilizado na
qualidade de medidas de incentivo para a producdo de alcool etilico na substituicdo de

derivados de petr6leo no setor automotivo mediante o uso como combustivel Unico nos
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veiculos movidos a &lcool hidratado ou utilizado como aditivo & gasolina (alcool anidro)
(MME, 2007). Entdo, em 1978, o etanol deixou de ser efetivamente um subproduto da
producdo de acgucar para ser usado principalmente nos carros movidos a etanol hidratado
(E100) (PISSINATO, 2014). Devido & alta do preco do petroleo e do crescimento da
conscientizagdo ambiental, langou-se, em 2003, os veiculos “flex-fuel”, em atendimento ao
acordo internacional que prioriza a redugéo das emissdes de gases do efeito estufa liberados
pelos paises industrializados objetivando um modelo de desenvolvimento limpo aos paises em
desenvolvimento (Protocolo de Kyoto) (GODQY, 2005).

Outras acdes governamentais foram propostas para incentivar a producdo e a
valorizacéo das fontes renovaveis, em especial do etanol, como os aumentos das adi¢des do
percentual do alcool anidro a gasolina de 25% para 27%, desde marc¢o de 2015 (MAPA, 2015)
e 0 RenovaBio que é a Politica Nacional de Biocombustiveis, estabelecida em 2017 com o
objetivo de estabelecer metas nacionais anuais para reducdo de emissdes de carbono, através
de créditos de descarbonizacdo no setor de combustiveis com o intuito de incentivar o
aumento da producdo e da participacdo dos biocombustiveis (ANP, 2020).

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol, atras dos Estados
Unidos, sendo este ultimo feito através do milho (VEROTTI, 2020). A partir da Tabela 1,
identifica-se vantagens do etanol do Brasil em relacdo ao do EUA e ao da Europa, observa-se
que o custo de etanol fabricado da cana brasileira equivale a aproximadamente a metade do
custo produzido do milho norte-americano e quase um terco do produzido da beterraba na
Europa. Como tambem a reducdo de CO,em relacdo a gasolina; para o etanol proveniente da
cana uma reducdo de 84%, mais que o dobro do etanol do milho ou da beterraba. Sem

mencionar o rendimento do etanol brasileiro que é maior.

Tabela 1: Caracteristicas de diversas culturas para producdo de etanol.
Cana Milho Beterraba
(Brasil)  (EUA) (Europa)

Balancgo energético 8.1-10 1.4 2.0
Custo de Producéo (€/100litros) 14.48 24.83 52.37
Reducdo de COZ_ em relacdo a 84% 30% 40%
gasolina
Prod'ugéo Total (bilhGes de litros)  22.5 34 2.7
Area Plantada (milhdes de 34 8.13 0.49
hectares)
Rendimento (litros/hectares) 6471 4182 5500

Fonte: UNICA, 20009.
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No geral, o etanol apresenta trés finalidades de utilizagdo: como combustivel, como
insumo em processos industriais e para fabricacdo de bebidas. Na utilizacdo como
combustivel ele possui qualidades que possibilitam uma combustdo mais limpa por ter
elevado teor de oxigénio (em torno de 35% em massa do etanol) e melhor atividade nos
motores, colaborando para reducdo das emissdes dos gases do efeito estufa (GEE), igualmente
quando misturado a gasolina (BNDES; CGEE, 2008).

O biocombustivel mais consumido € o etanol sendo sua producdo é a que mais eleva
no mundo, com um crescimento de 4,4 bilhdes de barris em 1980 para 46,2 bilhdes de barris
em 2005 (MURRAY, 2005). De acordo com a Tabela 2, o mercado de etanol crescera ainda
mais, em razdo disso, novas tecnologias surgem na busca de aumentar ainda mais a
produtividade deste, sem aumentar o seu custo e de forma que sua fabricacdo ndo haja
competitividade sobre culturas agricolas para producédo de alimentos, o que seria impactante.
E o que pode ser observado na Figura 2, o aumento concentrado das lavouras de cana-de-
acucar principalmente nas regides Sudeste, Centro-oeste e alguns estados do Nordeste. Os
choques de interesse com a producdo de géneros alimenticios podem ser impedidos pelo

crescimento da produtividade e ndo pela expansédo da area cultivada.

Tabela 2: Perspectivas para a producdo do setor sucroalcooleiro no Brasil.

Safras 2008/09  2015/16 2020/21

Producdo cana-de-agucar (milhdes t) 562 829 1.038

Acucar (milhdes t) 31,2 41,3 45

Consumo interno 10,2 11,4 12,1

Exportagéo 21,0 29,9 32,9

Etanol (bilhdes litros) 27,0 46,9 65,3

Consumo interno 22,2 34,6 49,6

Excedente para exportacdo 4,8 12,3 15,7
Potencial bioeletricidade (MWmédio) 1.800 8.158 13.158

Participacdo na matriz elétrica brasileira (%) 3% 11% 14%

Fonte: SILVESTRIN, 2009.



Figura 2: Expansdo da cultura canavieira nos estados brasileiros: percentual de area destinada a

agricultura ocupada da lavoura de cana-de-agucar.

2005 2011

Legenda: [ Até 15%; B 15% a 30%; EM30% a 50%; I acima de 50%.

Fonte: GILIO, 2015.
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Com a finalidade de aumentar a producéo de etanol para atender a demanda mundial,

vem sendo debatida, como fonte alternativa e complementar, a conversdo dos compostos

lignocelul6sicos em aclcares fermentesciveis para produzir o etanol. Denomina-se etanol de

primeira geracdo o etanol da cana-de-aglcar, obtido por meio da fermentacdo alcoolica da

sacarose, como também o etanol que foi produzido a partir do amido. Enquanto que o etanol

de segunda geracdo é aquele obtido a partir dos polissacarideos da parede celular vegetal.

Tem-se falado no de terceira e de quarta geracdo, nos quais utilizam a modificacdo genética

(BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).

Existe uma grande variedade de material lignocelulésico que pode servir como

substrato na producéo do etanol 2G, entretanto o procedimento até entdo apresenta obstaculos

econdmicos, especialmente devido ao preco alto das enzimas utilizadas (LENNARTSSON;

ERLANDSSON; TAHERZADEH, 2014).

3.2 Biomassa

No geral, biomassa € toda massa biologica renovavel derivada de matéria organica

podendo ser utilizada na producdo de energia, é considerada uma forma indireta de energia

solar (ANEEL, 2009).
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3.2.1 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é o recurso biolégico mais abundante da terra e é formada
por trés componentes, a celulose, hemicelulose e lignina, que fazem parte da parede celular
das plantas (PAULY; KEEGSTRA, 2008). Esta matéria-prima é promissora pois oferece
vantagens pelo seu excesso no mundo e de baixo custo no cenério da producéo do bioetanol
(BROWN et al., 2017). Observa-se na Figura 3 a estrutura da biomassa lignocelusosica
composta por fibras vegetais que sdo constituidas por fibrilas de celulose mantidas juntas por
uma matriz formada por lignina e hemicelulose servindo como uma barreira natural contra a

degradacédo de microrganismos e de protecdo mecanica (SILVA et al., 2009).

Figura 3: Estrutura complexa da biomassa lignoceluldsica.

Célula Lignina
- : C/elulose ( ))

Vegetal

Parede
Celular

. Microfibrila celuldsica
: Hemicelulose
Biomassa

Lignocelulésica
Fonte: Adaptado de MOTA et al. , 2015.

Pode-se notar (Figura 3) que 0 acesso as moléculas de glicose da celulose é dificultado
devido ao emaranhado feito por lignina e hemicelulose a sua camada externa. E na Figura 4

mostra-se um esquema geral dos componentes quimicos contidos nos vegetais.



19

Figura 4: Esquema geral dos componentes quimicos presentes nos vegetais.

Vegetal
| |
1 1
Substancias Substincias
micromoleculares macromoleculares
1 1
| | | |
Material Material . . ..
. s . . : Polissacarideos Lignina
Organico INOTZANICo
|
1 |
Extrativos Cinzas Celulose Pohoses

Fonte: Adaptado de FENGEL; WEGENER, 1989.

A celulose (Figura 5) é um biopolimero formado por varios elementos de celobiose
repetidos, e este ¢ constituido por duas moléculas de glicoses ligadas por ligacdes B-1,4-
glicosidicas. As moléculas de celulose sdo montadas em unidades maiores constituindo as
fibrilas elementares, que sdo empacotadas em unidades maiores chamadas microfibrilas que
por sua vez formam a fibra celulésica (Figura 3) (FENGEL; WEGENER, 1989). Ela tem
formula molecular (CgH100s)n, sendo que n tem no minimo valor n=200 a sua grande cadeia
polimérica com repetidas unidades de B-glucose e o seu percentual de alfa celulose €, em

peso, de C 44,4%, O 49,4% e H 6,2% (KHEZAMI et al., 2005).

Figura 5: Cadeia linear da celulose sendo formada por unidades de celobiose.

Ol oH Ok OH
c}y;xs;ﬂ: oH
™ | 4 oH 1 ;
o ol
N 1
"l
celobiose

Fonte: Adaptado de TIMAR-BALAZSY; EASTOP, 1998.

Geralmente, a quantidade da biomassa em relacdo a celulose varia de 35-50%,
hemicelulose de 20-35% e lignina de 10-25%, além de uma pequena quantidade de cinzas e
extrativos (SANTOS et al., 2012). Na Tabela 3 mostra a composicdo de alguns materiais
lignocelul6sicos, de modo que na maioria dos materiais a celulose apresenta em maior

quantidade comparada a hemicelulose e lignina.
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Tabela 3: Percentual de celulose, hemicelulose e lignina de alguns residuos agricolas.
Material Lignoceluldsico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)

Caules folhosos 40-55 24-40 18-25
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Espiga de milho 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Palha de trigo 30 50 15
Lixo sortido 60 20 20
Sementes de algodéo 15-20 80-85 0
Jornal 80-95 5-20 0
Capim Bermuda 25 35.7 6.4
Muda de grama 45 31.4 12.0
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Algodao 95 2 0,3
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: Adaptado de SUN; CHENG, 2002; ROCHA et al., 2011; SANTOS et al., 2012.

No Brasil, apenas 37% do papel produzido é reciclado, sendo que 80% ¢ designado
para a confeccdo de embalagens, 18% para papéis sanitarios e somente 2% para impressao.
Onde para cada tonelada de papel, sdo necessarias 2 toneladas de madeira (equivalente a
15 arvores), 44000 a 100000 litros de agua, 5 a 7600 mil KW de energia e gerando, em
volume de lixo 18 kg de poluentes organicos descartados nos efluentes e 88 kg de residuos
solidos de dificil degradacdo (RECICLASAMPA, 2018).

Desta forma, os residuos agroindustriais como palha do trigo e da cana-de-agUcar,
cascas, residuos florestais e residuos urbanos como papeis e entre outros, que Sao
tradicionalmente queimados ou descartados, podem servir de matérias-primas para producéo
do bioetanol.

Em vista disso, diversos processos estdo sendo desenvolvidos para utilizacdo desses

materiais, visto que o acumulo desses residuos, que cresce a cada ano, causa prejuizo ao meio
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ambiente e a perda de recursos. Esses materiais estdo sendo convertidos em produtos
quimicos e com alto valor agregado como alcool, enzimas, acidos organicos, aminoacidos,
etc. Assim sendo, o bioprocessamento destes residuos agroindustriais € uma alternativa
racional para obter produtos de alto valor agregado e uma contribuicdo para solucionar o
problema da poluicdo ambiental (PANDEY et al., 2000).

O etanol pode ser obtido por qualquer um destes residuos que tenha glicose ou outro
carboidrato constituinte. No entanto, para que seja viavel economicamente, é preciso
considerar seu volume de produgéo, o rendimento industrial e o custo de obtencdo (LIMA et
al., 2001). Devido a conformacdo estrutural (Figura 3), as diferentes proporgdes entre
celulose, hemicelulose e lignina (Tabela 3), como também sua composi¢cdo quimica em
materiais lignocelulolitcos distintos, estdo relacionados diretamente aos custos de producdo

para se obter o bioetanol com um bom rendimento do processo.

3.3 Processo e Producéo de Etanol de Segunda Geracéo

A ideia de produzir etanol a partir de biomassa lignocelusosica nao € de hoje, em 1819
publicou-se a proposta de extrair alcool a partir de madeira, por via de hidrdlise e
fermentacdo. Em 1894 foi realizado um tratamento com &cidos a alta pressdo em serragem,
trouxe rendimento de 7,5 a 9 litros de alcool a cada 100 kg de madeira seca. Em 1910,
instalou-se, na América do Norte, a producdo de alcool a partir de serragem de pinus. No
Brasil, os estudos sobre etanol 2G iniciaram em 1970 contando com a implementagéo de uma
usina experimental em Uberlandia, produzindo 30 mil L/dia, a qual utilizava a floresta de
eucalipto como matéria-prima. Porém, o processo nao foi satisfatorio (SILVA, 2012).

Diversas barreiras tém surgido para a implementacdo em escala industrial do etanol
2G no que se refere a viabilidade econbmica. Entretanto, vem sendo realizados diversos
estudos com a finalidade de encontrar caminhos economicamente mais desejaveis para 0 uso
de residuos lignocelulésicos na produgéo do bioetanol.

Segundo Soares e Rossell (2007) os custos de producdo de biomassa no Brasil sdo 0s
menores do mundo, destacando a possibilidade de resultados satisfatérios. Por outro lado, a
perspectiva é de que a producao de etanol lignoceluldsico aumente em até 50% a producgdo de
alcool e sem necessitar expandir as plantacfes. A produgdo de etanol de segunda geracéo é
viavel relacionando a demanda do mercado e o desenvolvimento das tecnologias de producéo

de etanol, a partir da biomassa.
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No geral, a producdo de etanol de segunda geracdo engloba quatro principais etapas:
pré-tratamento da biomassa, hidrélise com producdo de acucares fermentesciveis,
fermentaco dos actcares e, por fim, a separacdo do produto por destilacio (ARAUJO et al.,

2013) como mostra na Figura 6.

Figura 6: Processo geral para obtengdo de etanol da biomassa.

Etanol HO
Biomassa -»| Pré-tratamento »| Hidrolise Fermentacao ,| Purificacao
Residuos
solidos
v
Corrente Geracao de

energia

Eletricidade
Fonte: HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005.

Existem varios tipos de pré-tratamentos e os meétodos séo divididos em diferentes
categorias: fisicos (moagem e trituracdo), fisico-quimicos (Pré-tratamento a vapor/auto-
hidrolise, hidrotérmicos e oxidagdo uUmida), quimicos (alcalino, &cido diluido, os agentes
oxidantes, e solventes organicos), biologicos que degrada a lignina e hemicelulose com baixa
energia requerida, porém a taxa de hidrolise é pequena e a velocidade é baixa, ou uma
combinacdo destes (SARKAR, 2012). Nos pré-tratamentos bioldgicos envolvem a
deterioracdo fungica chamadas de fungos da podriddo da madeira e da podriddo branca nos
quais recebem grande importancia na degradacao das linoceluloses (SUN et al., 2016). Neste
tipo de pré-tratamento € muito vantajoso para as industrias pelo alto grau de especificidade
desta degradacdo, o que previne a producdo de substancias tdxicas e inibitérias das etapas de
hidrolise ou fermentacdo (BRONZATO, 2016). O pré-tratamento é uma das etapas mais caras
no processo de conversdo da biomassa em aclcares fermentesciveis, visto que necessita do
uso de vapores e produtos quimicos, e portanto a exigéncia de reatores resistentes a corrosdo
(LASER et al., 2002). Devido ao substrato utilizado neste trabalho ser composto apenas de
celulose, este processo de pré-tratamento ndo ira ser focado.

Ha diferentes configuracdes de processos que podem ser definidas com base nesses

eventos para producdo de etanol de segunda geracdo: hidrolise separada da fermentacdo
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(SHF), a sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (SSF), a sacarificacdo e cofermentacao

simultanea (SSCF) e o bioprocesso consolidado (BCP), essas estratégicas estdo resumidas na

Figura 7.
Figura 7: Esquema das diferentes configuracdes de processo de produgdo de etanol 2G.
SHF
Fermentagio | l| Fermentagio Destﬂag:imo e
Hexose Pentose Separacdo
l SSF
Hidrolise + Fermentacgdo | l| Destilacdo e
. Fermentacio Hexose Pentose Separacdo
Biomassa
l SSCF
Hidrolise + Fermentagio Hexose + Destilag:ﬁ'to €
Fermentacdo Pentose Separacdo
CBP
Producéo de Enzima + Hidrolise +~ Fermentacéo Destilagio e
Hexose + Separacio
Fermentacdo Pentose

Fonte: Adaptado de HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005.

Especificamente ao Bioprocesso Consolidado (BCP) ocorre todas as etapas: a hidrolise
do material hemicelulésico (pre-tratamento), a hidrolise da celulose em si e a fermentagéo.
Para essa finalidade, necessitam-se do auxilio da tecnologia e da engenharia genética para o
desenvolvimento de microrganismos capazes de realizar todas essas etapas (VASQUEZ,
2007). O BCP tenta associar uma reducao de custos operacional, em meio a simplificacdo de
processos e a eliminacdo do uso de enzimas (que encarem O Processo), pois as enzimas
celulases sdo produzidas pelos mesmos microrganismos que fermentam os agUcares,
convertendo-os em etanol (MARQUES, 2009). Além disso, o custo de conversdo pode ser
reduzido de 18,90 US $ / gal, na configuracdo SSCF, para 4,23 US $ / gal com a estratégia
CBP (LYND et al., 2005).

3.3.1 Hidrolise enzimética

Define-se sendo uma reacdo de hidrdlise a quebra de uma ligacdo quimica com a

adicdo de uma molécula de &gua nas estruturas restantes, podendo ser quimica ou enzimatica.
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A etapa da hidrolise é responsavel pela quebra do biopolimero de celulose em
mondmeros de glicoses, conforme a Reacdo 1. Esse processo pode ser catalisado por trés
tipos: hidrdlise acida concentrada, hidrdlise 4cida diluida e hidrolise enzimatica
(HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAILJ, 2005).

(CeH1005)n + NH,O — n (CgH1206) (1)

Na utilizacdo de acidos concentrados vem sendo operados o &cido sulfurico (H,SO,) e
0 éacido cloridrico (HCI) para tratar materiais lignoceluldsicos. Apesar de eles serem
poderosos agentes de hidrélise da celulose, os acidos concentrados sdo toxicos, corrosivos e
perigosos e requerem reatores resistentes a corroséo, e ainda necessitam ser recuperados, apos
hidrolise, para tornar o processo economicamente vidvel (SIVERS; ZACCHI, 1995; YE SUN,
2002). Devido a esses fatores o processo com acidos concentrados eleva o custo do produto
final com o uso dos equipamentos resistentes, acido e sua recuperacao.

Com é&cidos diluidos o mais comum utilizado é o H,SO,, em virtude do seu menor
preco e dos poucos problemas com corrosdo. As concentracdes baixas de acido (<1%)
necessitam de altas temperaturas (180-230°C) com o objetivo de alcancar taxas de reacdes
permissiveis na hidrolise da celulose e obter altos rendimentos de glicose. No entanto, 0s
carboidratos da hemicelulose, as pentoses e em menor extensdo as hexoses, sdo rapidamente
degradados em altas temperaturas. Como também ha formacéao de produtos da degradacdo que
pode inibir a fermentacdo, a hidrolise com acido diluido é dividida em duas etapas. Na
primeira etapa, a hemicelulose é hidrolisada em condi¢cdes amenas com temperaturas entre
170-190°C, e concentracdes do acido entre 0,5-1,2% (m/m). Na segunda etapa os solidos
restantes sdo removidos e tratados com temperaturas por volta de 200-230°C e com
concentracBes maiores de acido (até 2,5% m/m). O resultado disso € um rendimento total
tedrico de 50-60% para a glicose e proximo de 90% para agucares da hemicelulose (OGEDA;
PETRI, 2010).

Enquanto que especificamente na hidrolise enzimatica € o processo bioquimico que
degrada a celulose, hidrolisada na etapa de pré-tratamento, em glicose que serd
posteriormente fermentada. Esta conversdo enzimatica € realizada por um complexo
enzimatico, a celulase, constituida por pelo menos trés classes principais que atuam
sinergeticamente sobre a celulose, sdo as endoglucanases (endo-1,4--D-glucanases), as quais
quebram as ligacOes glicosidicas das cadeias de celulose gerando novos terminais (ataca
regides de baixa cristalinidade na fibra); as Celobio-hidrolases (exo-1,4-p-D-glucanases), as
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quais sdo responsaveis pela agdo nos terminais, resultando em celobiose, e por fim, as -
glicosidases (1,4-p-D-glucosidases), que convertem as moléculas de celobiose em duas
moléculas de glicose, a fim de eliminar a inibicdo da atividade das celulases pelo acumulo de
celobiose (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006; OGEDA; PETRI, 2010). Como mostra na

Figura 8 representada de forma simplificada a agdo enzimética de cada classe de enzimas.

Figura 8: Atuacdo do complexo enzimatico: celulase
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Fonte: ZANCHETTA, 2013

Este complexo celulolitico atua em sinergia, ou seja, 0 produto de uma € o substrato da
outra, apresentando um melhor rendimento a partir de uma combinacdo de enzimas. S&o
conhecidas trés formas de sinergia que torna 0 mecanismo complexo e instavel:

e Sinergia EnG-ExG (endoglucanase/exoglucanase);
e Sinergia EXG-EXG (exoglucanases);
e Sinergia ExXG-BG e ENG-BG (exoglucanase/B-glucosidase ¢ endoglucanase/p-

glucosidase) (CARVALHO, 2011; CASTRO; PEREIRA, 2010).

Em relacdo a vantagens, a hidrdlise enzimatica € mais vantajosa que a hidrolise acida,
devido as condicBes de reacdo serem mais brandas de pH, temperatura e pressdo. Como
também, a alta especificidade das enzimas limita a formacdo de produtos toxicos ao processo
fermentativo. Em contrapartida, a hidrélise enzimatica tem uma grande desvantagem, custo
das enzimas que pode inviabilizar economicamente o processo de producdo de etanol
(CASTRO; PEREIRA, 2010; RANA et al., 2014).
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Outro problema deste agrupamento enzimatico é que as enzimas sdo inibidas pelos
seus proprios produtos, a medida que as concentracdes de glicose e celobiose aumentam a
atividade da celulase € inibida (SUN; CHENG, 2002).

Com o propdsito de evitar influéncias na acdao do complexo enzimético deve-se levar
com grande importancia algumas caracteristicas estruturais da celulose como a cristalinidade,
0 grau de polimerizacdo e a acessibilidade. A reatividade do substrato pode ser estimada pela
quantificacdo das partes cristalinas que tem a celulose, em virtude de que a hidrdlise
enzimatica é de 3 a 30 vezes mais rapida em celulose amorfa do que em celulose cristalina.
Dessa maneira, a hidrélise enziméatica sera mais rapida quanto menor for a cristalinidade da
celulose (CARVALHO, 2011; MAEDA et al., 2011).

E indispensavel ressaltar que a hidrélise enzimética observada (Figura 8) refere-se a
hidrolise da celulose apenas, em razdo de que a hidrdlise da hemicelulose até entdo é
amplamente conhecida e verifica-se em conjunto com a separacdo da lignina (hidrélise
quimica). Entretanto, ndo conhece até 0 momento, micro-organismos capazes de fermentar as
pentoses, produto da hidrélise das hemiceluloses, em escala industrial. Enquanto que ocorre 0
oposto para as celuloses: a hidrolise é muito dificil, em contrapartida a fermentacdo de seu
produto, as hexoses, esta bem divulgada ha milénios. Essa discordancia no processamento da
biomassa lignocelulosica representa um dos grandes obstaculos a sua utilizagdo como fonte de
etanol (ROSA; GARCIA, 2009). Além disso, o sistema enzimatico para a hidrélise da
hemicelulose é mais complexa que o sistema para a celulose, visto que a hemicelulose possui

natureza heterogénea.

3.3.2 Fermentacdo Alcodlica

A fermentacdo alcoodlica é um processo metabdlico dos microorganismos na producéao
de etanol, algumas bactérias e leveduras transformam anaerobicamente o agucar em etanol e
diéxido de carbono (ZAMORA, 2009; ZABED et al., 2017).

Para a producdo do etanol de primeira geracdo, produzido a partir de biomassas
sacarideas e amilaceas, o seu principal acucar disponivel para fermentacdo nesses materiais €
a glicose. Enquanto que os acgucares provenientes de hidrolisados lignocelulésicos para a
producéo de etanol de segunda geracdo possuem uma mistura de hexoses e pentoses (ZABED
etal., 2017).
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No processo de fermentacdo, descrito na Reacdo 2, a reacdo geral apds a etapa de
glicolise, em condicBes anaerodbicas, o piruvato é reduzido posteriormente a etanol com a
liberacdo de uma molécula de gas carbonico. O rendimento tedrico deste processo € 0,511 g
de etanol/1 g de glicose e 0,489 g de gas carbénico/1g de glicose. Os dois ATPs produzidos
na glicélise sdo utilizados para direcionar a biossintese de macromoléculas, envolvendo uma
grande variedade de reacOes que necessita de energia. O metabolismo da glicose é
interrompido caso ndo haja o consumo continuo de ATPs pelas células em crescimento, isto
porque, uma das enzimas mais importantes envolvidas na regulacdo da glicolise,
fosfofrutoquinase (PFK), é inibida pelo acumulo intracelular de ATP (BAI; ANDERSON;
MOO-YOUNG, 2008).

A partir da glicose o microrganismo inicia seu metabolismo de acordo com as
condigdes do meio produzindo etanol e CO, em condic¢des anaerobicas:

CeH1206 — 2C,HsOH + 2 CO, + 2 ATP (2)

Em condigdes de aerobiose o microrganismo faz respiracéo, de acordo com a Reagéo
3, geral da respiracéo:

CeH1206 + O; — 6 CO, + 6 H,O + 38 ATP (3)

O microrganismo mais usado é a levedura Saccharomyces cerevisiae, e ela é usada na
producdo industrial tanto em bebidas alcodlicas quanto no alcool combustivel devido a sua
capacidade fermentativa (VENTURINI, 2005).

3.3.3 Producéo de Etanol 2G

No trabalho de Alencar e Gouveia (2015), na producdo de etanol de hidrolisado
enzimatico de papel de escritério descartado, utilizando uma carga de 5 % m/V para submeter
ao pré-tratamento com acido sulfarico (1% V/V), a 50°C e 150 rpm, durante 3 horas, ap0s
hidrolisado com a enzima (Novozyme - Celluclast 1,5L; 7 FPU/mL) a 50°C e 150 rpm,
durante 72 horas e depois fermentado com a levedura Saccharomyces cerevisiae a 37°C e 80
rpm, durante 48 horas, produziu 14 g/L de etanol com rendimento de 42% (m/m).

Na dissertacdo de Pereira (2013) na producdo de etanol utilizando biomassas pré-
tratadas, com &cido sulfurico, de capim-elefante, capim-mombaga, capim-andropogon
submetendo a hidrolise enzimatica com celulases, a 20 FPU/g, por periodo de 72 horas a 60

°C por 24 horas e a fermentacdo conduzida por uma linhagem termotolerante de
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Saccharomyces cerevisiae, denominada LBM-1, a 37 °C por 48 horas rendeu em média, 0,28
g de glicose/g de celulose para capim-andropogon e 0,31 g de glicose/g de celulose para
capim-elefante na hidrolise e produziu 0,82 g de etanol/g de glicose para capim-elefante e
0,99 g de etanol/g de glicose para capim-andropogon, na fermentacao.

Siqueira et al. (2016) utilizou o capim elefante como substrato para produzir etanol
2G, com 60% de celulose, obteve-se em média 7,11 + 1,25 g/L de glicose com rendimento de
53,9 % (glicose/celulose) da hidrdlise enzimética, apds o pré-tratamento quimico,
empregando a enzima comercial Cellic Htec2 (Novozymes) a temperatura de 50-55°C, sob
agitacdo constante por 72 horas, produzindo 3,19+0,48 g/L de etanol na fermentacdo da parte
liquida ap6s a hidrdlise com levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann®),

ajustando-se o pH e operando a 30°C por 24 horas.

3.4 Fungos Filamentosos

Os microrganismos endofiticos sdo bactérias e fungos que convivem de forma
simbio6ntica com a planta hospedeira (OWEN; HUNDLEY, 2004; SCHULZ; BOYLE, 2005).
Entretanto, um endofitico que se hospeda no tecido vegetal pode, em conformidade com as
condi¢Bes ambientais e do proprio estado fisiolégico do hospedeiro, ser avaliado como um
patogeno latente (AZEVEDO, 1998).

Os microrganismos mais eficientes na degradacdo de biopolimeros que consistem na
parede de plantas sé&o os fungos filamentosos, especialmente os basidiomicetos de podriddo
branca em razdo da producdo de uma bateria de enzimas extracelulares, como celulases,
hemicelulases e lignases. Esses fungos representam uma matriz das enzimas potenciais para
aplicacdes na producdo de etanol devido a intensa atividade lignocelulésica (QUIROZ-
CASTANEDA et al., 2011).

A producdo das enzimas pelo cultivo de fungos é realizada por fermentacdo em estado
solido (FES) ou fermentagdo submersa (FSm). A fermentacdo submersa é aquela onde a
fermentacdo ocorre em meio com presenca de agua livre e geralmente com substratos
soltveis. Na maioria da fabricacao de enzimas em grande escala usa este tipo de fermentacéo,
por ser melhor no monitoriamento e pela facilidade no manuseio. Celulases produzidas por
fungos filamentosos podem atuar em diversas faixas de pH e temperatura e a producdo €

influenciada por varios parametros incluindo a natureza do substrato, pH do meio,
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disponibilidade de nutrientes, suplementacdo de indutor, temperatura de fermentacéo e entre
outras (SINGHANIA et al., 2010).

Os principais fungos conhecidos para producdo das enzimas celulases e Xxilanases
incluem: Trichoderma reesei (ou Trichoderma viride), Trichoderma koningii, Trichoderma
lignorum, Sporotrichum pulverulentum (ou Chrysosporum lignorum), Penicillium
funiculosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm sp, Chaetomium sp
(BISARIA; GHOSE, 1984) e entre outros.

3.4.1 Botrytis sp

O fungo filamentoso de género Botrytis € conhecido como um patégeno vegetal
importante de uma gama de variedade de plantas hospedeiras (VERHOEFF, 1992). A espécie
mais conhecida, Botrytis cinerea, dependendo do substrato (do local na célula vegetal),
produz enzimas, tais como: cutinase (cuticula), poligalacturonases, pectinaliases, pectina metil
esterase (pectina, parede celular), proteinase &cida (proteina, parede celular), lacase (fendis), a
(1-3) glucanase (o (1-3) glucanos), Celulases (Celulose), fosfolipases, fosfofatidases, lipases
(fosfolipideos, membranas). A prevaléncia de uma ou mais fases do ciclo de vida do fungo vai
depender dos fatores do hospedeiro (resisténcia, habito de crescimento) e do ambiente (agua
livre, umidade relativa, temperatura, luz). O B. cinerea consegue desenvolver-se em
temperaturas de 5 a 30 °C, com alta taxa umidade relativa (>90%) (MORANDI; MAFFIA,
2005).

Em seu trabalho, Galdino (2012) mostrou através do teste qualitativo realizado para
deteccdo de atividade celulolitica do fungo Botrytis sp, isolado do pau- brasil, o crescimento
de seu micélio degradando o papel filtro quando a celulose tornou-se a Unica fonte de
carboidratos disponivel, assim sendo, o Botrytis pode ser considerado um importante
microrganismo na area biotecnoldgica por sua capacidade de produzir enzimas capazes de
degradar matéria lignocelulésica.

Outro trabalho em pesquisa com o mesmo género do fungo, o Botrytis ricini URM
5627, apresentou ser muito promissor para obter acucares fermentesciveis e produzir etanol
2G, devido uma alta producdo das enzimas endoglucanase comparativa a outras descritas na
literatura com alta estabilidade em temperatura e pH, degradando a biomassa lignocelul6sica
sem pré-tratamento (SILVA, 2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo

O Botrytis sp foi isolado como endofitico de ramos de Caesalpinia echinata (pau-
brasil) em trabalhos de Iniciacdo Cientifica realizados no Laboratério de Biotecnologia de
Plantas, Microrganismos Endofiticos e Fitoterapia do Instituto de Quimica e Biotecnologia
(1QB) da UFAL e vem sendo mantido em agua destilada esterilizada, em micoteca, com 0
codigo C23A°’1.

4.2 Preparo de Meios de Cultura

4.2.1 Meio Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Para cada 1L de meio foram utilizados 200 g de batata inglesa previamente
descascadas e cortadas em discos. Estas foram cozidas em 500 mL de &gua destilada, em
seguida a mistura foi filtrada com papel de filtro. Ao filtrado foram adicionados 20 g de D-
(+)-Glicose anidra P.A., 17 g de agar e completou o volume para 1000 mL de agua destilada

e, apos total dissolucdo, a mistura foi esterilizada em autoclave por 20 minutos a 1 atm.

4.2.2 Meio Liquido Batata-Papel (BP)

Para o preparo do meio liquido BP, batata e papel filtro, foi realizado o mesmo
procedimento do meio BDA, excluindo-se o agar e substituindo a dextrose por papel filtro
picado retangular (aproximadamente, 1 cm x 1 cm). O meio foi distribuido em frascos
erlenmeyer 250 mL cada um comportando 100 mL do material (2g de papel para 100 mL do

caldo de batata). A mistura foi esterilizada em autoclave por 20 minutos a 1 atm.
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4.3 Avaliag&o da Evolucéo de Etanol no Caldo da Cultura Unica do Fungo

4.3.1 Cultivo

O microrganismo inicialmente foi cultivado em meio BDA durante 10 a 12 dias. Ap6s
esse periodo, realizou-se o repique e inoculacdo de disco de 0,8 cm de diametro em 13 frascos
contendo meio BP (Batata Papel), onde o fungo foi cultivado durante 4 semanas em frascos

vedados (sistema fechado), em agitacdo orbital 113 rpm, a temperatura ambiente (~23-28°C).

4.3.2 Coleta

A cada semana, 3 frascos foram retirados para a coleta do caldo da cultura. Dos
frascos recolhidos, micélio mais residuo do papel e caldo foram separados por filtracdo
simples utilizando filtro de papel, a parte solida foi descartada. Apés, o Filtrado da Cultura
(FC) foi guardado no freezer para quantificacdo do etanol produzido pelo método

espectrofotomeétrico.

4.4 Avaliacéo da Condicao/Sistema na Producdo de Etanol com Botrytis sp

4.4.1 Influéncia de Sais e do Sistema (Semi-Aberto/Fechado) na Producédo de Etanol com
Botrytis sp

Para verificacdo da necessidade de sais da atividade celulolitica na hidrélise do meio
BP para producédo de etanol, foi realizado meio BP sem e com adicdo de sais, tais sais sao:
K,HPO, (1 g/L), MgSO,4 (12 g/L), Na,CO3 (1 g/L), (NH4)2SO4 (2 g/L). Todos eles em sistema
Semi-Aberto (SA) (utilizando chumaco de algodéo e gaze). Para verificacdo do Sistema Semi-
aberto/Fechado, foi realizado meio BP Semi-Aberto e meio BP com frascos vedados, Fechado
(F). Foi realizado o mesmo procedimento de cultivo do item 4.3.1, em triplicata, em todos,
durante 10 dias, em agitacdo orbital 160 rpm, a temperatura ambiente (~23-28°C). Apés 0
cultivo foi realizado o procedimento de coleta do item 4.3.2. para anélise de AcUcar Redutor
Total (ART) e Etanol.



32

4.4.1.1 Avaliacdo da Producéo de Etanol com uma Segunda Fermentacdo do Filtrado da
Cultura com Levedura comercial

Foi coletado 50 mL dos Filtrados dos sistemas, colocados em banho maria a 60°C por
30 min com o objetivo de eliminar a carga microbiolédgica dos filtrados. Apos resfriar foi
adicionado 1 g do Fermento Bioldgico Seco Instantaneo da marca Dr.Oetker (Saccharomyces
cerevisiae) nos frascos com os filtrados. O cultivo foi realizado em sistema fechado, na estufa,

sem rotacéo, a 35°C.

4.4.2 Influéncia da Temperatura na Producéo de Etanol com Botrytis sp

Foi realizado o mesmo procedimento do item 4.4.1 para o sistema BP Fechado, porém

a 35°C e durante 48 h, para comparacédo do etanol produzido.

4.5 Quantificacdo de Etanol pelo Método Espectrofotomeétrico

Coletou-se 10 ml do filtrado da cultura e o destilou, apds o primeiro gotejamento,
recebido em erlenmeyer de 250 ml, por 4 min e em seguida interrompeu-se a destilacéo.
Diluiu-se o destilado em um balé@o de diluicdo de 100 ml e completando-se o volume com
agua destilado até o menisco do baldo. A partir deste alcool diluido foi feito o método
espectrofotométrico para determinagéo do teor alcodlico, método proposto por Joslyn (1970)
e aperfeicoado por Aboutboul (trabalho ndo publicado):

Colocou-se 2 mL do destilado diluido em um tubo de ensaio com tampa rosqueavel e
acrescentou-se 2 ml de solucéo de dicromato de potassio; fechou-se o tubo e o colocou-se em
banho a 60°C por 30 min. Em seguida, depois que o tubo resfriou a temperatura ambiente
realizou-se a leitura em espectrofotbmetro a 600 nm, utilizando agua destilada no lugar da
amostra destilada para zerar o aparelho (branco). Apos a leitura, calculou-se a concentracédo

de etanol a partir de amostras de etanol diluidas e destiladas, conforme mostra a Figura 9.
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Figura 9: Curva padrao de etanol.
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Fonte: ALMEIDA; SILVA, 2015.
Curva padrao:

Cetanoi=106,55* absorbancia(600nm) R2=0,9942 (1)

A reacdo do K,Cr,O7; em meio acido com etanol procede segundo a Reacgdo 4. Nessa
reacdo o cromo € reduzido e dependendo da concentracdo de etanol e &cido pode assumir
diferentes estados de oxidacdo. O cromo (VI) alaranjado é reduzido a cromo (l11) verde ou a

cromo (I1) azul se o acido estiver concentrado.

Cr,077 gy + 11 H*aq) + 3CH3CH,0H () — 2Cr** g + 3CH3CH,0(y+ 7H,0q)  (4)

(alaranjado) (verde)

4.6 Quantificacdo de Acucar Redutor Total (ART) pelo Método do DNS

Primeiramente foi realizada o procedimento da hidrolise de agucares ndo-redutores: foi
transferido 1 mL da amostra para um tubo de ensaio e adicionou-0 5 mL de H,SO,4 1,5M, I,
levou-o a banho fervente por 15 min e agitando-o ocasionalmente para hidrolisar 0s
polissacarideos e outros aclcares ndo-redutores (a0 menos a cada 5 min). Apoés resfriar,
adicionou 1 gota de fenolftaleina e, cuidadosamente, com o auxilio de pipeta Pasteur,
adicionou gota a gota uma solucdo de NaOH 10% até a coloracdo rosea. Em seguida,
adicionou 1 gota de H,SO,4 1,5M ou até retornar a cor original. Homogeneizou a amostra e
filtrou (quando necessario) para proveta, completando o volume com agua destilada até 50
mL.

Apo6s a hidrdlise foi realizada a determinagdo de acucares redutores em glicose pelo
método do DNS: Transferiu 0,25 mL da amostra para um tubo de ensaio com tampa e
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adicionou 0,5 mL de &gua destilada. Quando o banho de agua estava fervendo adicionou 0,25
mL do reagente de DNS e levou-o0 a amostra para banho fervente por 5 min, permitindo que
ocorra a reacao entre a glicose e o0 DNS. Apds resfriar o tubo em banho de gelo, ajustou o
volume com agua destilada para 5 mL (adicionando-o 4 mL de agua) e por fim, leu as
amostras em absorbancia a 540nm. Para “zerar” o espectrofotometro ¢ ler as absorbancias foi
necessario fazer um branco, substituindo na reacdo de DNS a amostra por dgua destilada.

A partir da curva padrdo de concentragdes conhecidas de glicose tem-se a equacao da
reta que permitira calcular a concentracdo de glicose em cada amostra. A equacao 2 da curva
padréo:

Concentracdo (g/L) = Abs (540 nm) * 6,6119 *50 R?=0,9917 2

Obs.: Curva obtida pelo roteiro de aula de laboratério de engenharia quimica 2

(LEQ2). A equacdo ainda foi multiplicada pelo fator de diluicdo de hidrolise, no caso, 50.

4.7 Céalculos

4.7.1 Rendimento de Fermentacdo (RF)

O rendimento em grama de etanol por grama de agucar redutor total inicial (ARTI),
considerando o rendimento tedrico de 0,511 getanol/gART como 100%, foi determinado pela
Equacéo 3.

RF = —etanolf o 100 (3)

- 0,511XC4RTi

Em que:
RF= rendimento de etanol formado em relagcdo aos ART inicial (%);
Cetanol 1= concentracdo de etanol (g/L) ao final da fermentacéo;

CarTi = concentracdo de agucar redutor total inicial (g/L).

4.7.2 Rendimento de Hidrdlise (RH)

Considerando o total de celulose na amostra como 100% de celulose (papel filtro) e

sua massa inicial, é possivel calcular o rendimento das reacfes de hidrolise. Para isso,
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tomaram-se os valores de ART e o fator de conversdo de glicose em celulose, tal Lu et al

(2013).0 célculo do rendimento da hidrolise foi realizado pela Equacéo 4.

RH = (—(CAR” “Canri) o 09) x 100 (4)

Ccelulose

Sendo: RH: rendimento da hidrélise em porcentagem (%);
CarTr: concentracdo de acUcar redutor total final (g/l);
Carri = concentracdo de agucar redutor total inicial (g/L).
Ceelulose = concentracao de celulose da biomassa (g/l);

0,9 = fator de conversao da celulose.

4.7.3 Produtividade de Etanol (PrE)

O célculo da produtividade, em relacdo ao etanol produzido, € uma grandeza cinética

que expressa a velocidade média de producédo. A produtividade foi calculada pela Equacéo 5.

PrE = “etenelf ()

Em que:
PrE = produtividade do etanol (g/ L.h);
Cetanolf = CcOncentragéo de etanol (g/L) ao final da fermentacao;

t = tempo final de fermentacéo (h).

4.7.4 Concentragédo de Etanol Expressa em Porcentagem Volumetrica % (v/v)

A concentracdo de etanol pode ser expressa também em porcentagem volumétrica, que
representa a relacdo entre o volume de etanol puro pelo volume total da suspensdo. A

porcentagem volumétrica pode ser obtida através da Equacéo 6.

/iy %) = Ct“—”g” x 100 (6)

78
Em que:
%(v/v) = Teor alcodlico expresso em porcentagem volumétrica;
Cetanol 1= coNncentracdo de etanol (g/L) ao final da fermentacao;
Densidade do etanol puro a 25°C = 789 g/L.
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4.8 Tratamento de Dados

Todos os dados analisados foram tratados com o auxilio do Microsoft Excel® (2010) e
do Minitab® (2018). Para verificacdo da existéncia de equivaléncia dos dados dos
experimentos, foi feita a Andlise de Variancia (ANOVA) fator Unico, com 0,05 de
significancia. Enquanto, para identificar qual(is) dos processos séo diferentes foram feitos

métodos estatisticos de comparacdo como Tukey e Dunnett.



37

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ha& varios aspectos para viabilizar a producdo utilizando microrganismos que inclui a
selecdo do meio, o tipo de processo (em estado solido, semi-solido, liquido) e as condigdes
6timas para o cultivo (temperatura, pH, aeracéo e agitacdo, e outras) (VICCINI, 2004). Desta
forma, este trabalho explora algumas condic¢Bes de cultivo e influéncia de sais na solugédo
nutriente escolhida (caldo da batata inglesa) do meio BP. Devido aos experimentos deste
trabalho tenham sido em condicdes, parametros e meio diferentes dos demais trabalhos para
producédo de etanol de segunda geracdo, impossibilitou a comparacdo direta dos resultados
encontrados na literatura, no entanto, houve apenas a comparagdo quantitativa final do

processo para se ter uma nocao e poder avaliar o processo de produgdo com o fungo Botrytis

sp.

5.1 Cultivo do Fungo Botrytis sp

A Figura 10 mostra o cultivo do fungo Botrytis sp em placas de Petri entre 2 a 16 dias.

Figura 10: Cultivo do Botrytis sp em meio BDA. (a) 2 dias de cultivo vista de cima; (b) 6 dias de
cultivo vista de cima; (c) 16 dias de cultivo vista de cima; (d) 2 dias de cultivo vista de baixo; () 6 dias de
cultivo vista de baixo; (f) 16 dias de cultivo vista de baixo.

Fonte: Autora, 2020.
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A Figura 10 mostra que o fungo cresceu rapidamente completando-se a placa em até

16 dias. Inicialmente o fungo apresentou coloragédo branca e foi escurecendo gradativamente.

5.2 Avaliacdo da Evolucéo de Etanol no Caldo da Cultura Unica do Fungo

A Tabela 4 apresenta os dados obtidos pela curva padrdo da concentragédo de etanol a
partir da leitura do espectrofotbmetro a 600nm das amostras do meio de cultura papel picado
em caldo de batata inglesa (BP) sendo o branco, o ponto zero do processo, e das triplicadas
(réplicas) apos o cultivo do fungo em meio BP, em 1 semana e assim sucessivamente até 4
semanas de cultivo, a temperatura ambiente e a 113 rpm de rotacdo. Os valores apresentados
correspondem a media das concentracBes de etanol das 3 réplicas realizadas de forma
independente nas mesmas condicdes para cada semana. Todos o0s 12 experimentos foram de
forma independentes para simulacdo de um sistema fechado em hipoxia (teor de oxigénio
limitado/baixo). Na amostra Fungo/Batata representa o cultivo do fungo apenas em caldo de
batata inglesa ap0s 4 semanas.

Tabela 4: Dados das absorbancias a 600nm das amostras, suas respectivas concentracoes reais de
Etanol e média das triplicatas.

Semana Amostra Absorb (nm) Creal (g/L) Cmédia (g/L) Desvio Padrdo % (V/v)

0 Branco 0,000 0,000 0,000 - 0,000
1.1 0,008 0,852

1 1.2 0,002 0,213 0,639 0,369 0,081
1.3 0,008 0,852
2.1 0,008 0,852

2 2.2 0,004 0,426 0,675 0,222 0,086
2.3 0,007 0,746
3.1 0,002 0,213

3 3.2 0,004 0,426 0,391 0,163 0,050
3.3 0,005 0,533
41 0,013 1,385

4 4.2 0,010 1,066 1,066 0,320 0,135
43 0,007 0,746

4 Batata/ fungo 0,000 0,000 0,000 - 0,000

Fonte: Autora, 2020.

Na Tabela 4 é possivel observar que ndo ha producao de etanol no cultivo do fungo

Botrytis sp em caldo de batata sem a fonte de material celulésico no meio. Na Figura 11
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mostra este experimento apds 4 semanas, onde houve crescimento e reproducdo de micélio do

fungo apenas com o caldo da batata.

Figura 11: Cultivo do fungo Botrytis sp em caldo de batata inglesa ap6s 4 semanas. (a) Vista de frente;
(b) Vista da base.

Fonte: Autora, 2020.
Para comparar a producdo de etanol por meio da concentragdo das réplicas para cada

semana e analisar a assimetria dos dados foi feito o boxplot (Gréfico 1).

Gréfico 1: Analise das concentracdes para cada semana em Boxplot.
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Fonte: Autora, 2020.

Percebe-se no Gréafico 1 que a caixa da semana 4 (cultivo do fungo por 4 semanas)

estd posicionada na parte superior em relacdo as demais caixas, ou seja, a média e o valor
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mediano sdo bem altos, no entanto, uma altissima variabilidade dos dados, isso traz uma certa
imprevisibilidade (um muito alto, outro muito baixo). J& as caixas das semanas 1 e 2,
encontram-se em posicdes relativamente iguais, medianas na tela, porém, a da segunda é mais
achatada (variabilidade menor) que a da primeira. Enquanto que com 3 semanas, encontra-se
na posic¢do inferior (valores médios mais baixos), contudo, menor variabilidade.

Na Tabela 5 mostra os dados obtidos na analise de variancia (ANOVA) de fator Gnico
utilizando o Excel® (2010) para verificar se as concentracfes médias semanais produzidas

eram significativamente diferentes.

Tabela 5: Analise de variancia (ANOVA) das concentracdes em triplicatas para cada semana de cultivo com

Botrytis sp.
Fonte da Soma dos Graus de Quadrado r valor-P E critico
variagéo Quadrados(SQ) Liberdade(gl) Médio (MQ)
Entre grupos 1,851546 4 0,462887 7,37294 0,00493 3,47805
Dentro dos 0,627818 10 0,062782
grupos
Total 2,479364 14

Fonte: Autora, 2020.

Observa-se pela Tabela 5, que o valor de F (7,37), € maior que o valor de F critico, isto
quer dizer, que pelo menos 2 semanas sdo significativamente diferentes com 95% de
confiabilidade.

Na Tabela 6 mostra os resultados obtidos no método de Dunnett que comparou
simultaneamente as médias das concentracbes das semanas com o controle (Semana 0)
utilizando Minitab® 18.

Tabela 6: Método de Dunnett e Confianca de 95% das concentracdes em triplicatas para cada semana de cultivo
com Botrytis sp.

Fator N Média Agrupamento
(contole) g 0 A
Semana 4 3 1,066
Semana 2 3 0,675 A
Semana 1 3 0,639 A
Semana 3 3 0,3907 A

Fonte: Autora, 2020.
Nota: As médias ndo rotuladas com a letra A séo significativamente diferentes da média do nivel de
controle.
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Observa-se pelo método de Dunnet na Tabela 6 que estatisticamente na semana 4(
com 4 semanas de cultivo), com 95% de confiabilidade, é significativamente diferente da
média da semana 0. Pode-se afirmar que houve uma concentragdo média significativamente
maior que as demais semanas, ou seja, maior producao de etanol é com 4 semanas.

Desta forma verifica-se que houve o processo de fermentagdo submersa produzindo
etanol e em maior concentracdo com 4 semanas. A concentracdo média em 3 semanas de
cultivo, foi menor que as com menos semanas, como sdo culturas independentes, as células do
fungo possivelmente das réplicas 3.1, 3.2, 3.3, ndo foram eficientes tanto quanto, ou até pode
ter existido alguma contaminacdo que prejudicou o processo, pode também ter acontecido do
etanol produzido ter sido metabolizado. Segundo Porto (2005), o etanol é produto de excrecao
do microrganismo, entretanto ele e mais outros produtos como glicerol e acidos organicos
podem ser metabolizados para gerar mais ATP, porém a condicao seria de aerobiose. Apesar
dos ensaios terem sido feitos em sistema fechado, em condi¢cBes de hipoOxia, a pouca
quantidade de oxigénio poderia ter sido utilizada para tal processo. Outra observagédo é que
apesar da area do indculo ter sido a mesma para todos 0s experimentos, ndo se pode afirmar
que havia o mesmo volume de céelulas em todos, desta forma, a quantidade inoculada pode ter
influenciado no teor alcodlico.

A formacdo de subprodutos, na fermentacdo, bem como o crescimento celular,
inevitavelmente desvia alguns intermediarios glicoliticos para as suas correspondentes rotas
metabdlicas, diminuindo o rendimento de producdo do etanol (BAl; ANDERSON; MOO-
YOUNG, 2008)

No Grafico 2 mostra este aumento médio da concentracdo na producdo de etanol junto
com sua curva de regresséo polinomial.

Graéfico 2: Evolugdo da Producdo Média de Etanol no Caldo da Cultura Unica do Fungo Botrytis sp.

y1=20,0414x4 - 0,2013x2 + 0,0118x2 + 0,7873x - 3E-12
R2=1

Cmédia (g/L)

Tempo (Semana)

Fonte: Autora, 2020.
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Nas Figuras 12, 13 e 14 mostram o meio BP e as culturas triplicatas com 1 e com 4
semanas de cultivo, respectivamente.

Figura 12: Meio BP sem fungo, antes do cultivo.

Fonte: Autora, 2020.

Figura 13: Cultivo de 1 semana em meio BP do fungo Botrytis sp. (a) Frasco 1.1; (b) Frasco 1.2; (c)
Frasco 1.3.

Fonte: Autora, 2020.
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Figura 14: Cultivo de 4 semanas em meio BP do fungo Botrytis sp. (a) Frasco 4.1 vista lateral; (b)
Frasco 4.2 vista lateral; (c) Frasco 4.3 vista lateral; (d) Frasco 4.1 vista de baixo; (e) Frasco 4.2 vista de baixo; (f)
Frasco 4.3 vista de baixo.
W G NI

Fonte: Autora, 2020.

O crescimento dos fungos filamentosos € uma combinacdo da ampliagdo de suas hifas
e a formacdo de outras novas por ramificacdo do micélio, que permite o fungo adentrar o
substrato solido e formar uma estrutura solida, concedendo uma vantagem em relacdo aos
fungos unicelulares em apropriar-se do substrato sélido e utilizar-se dos nutrientes
disponiveis. Além disso, as exoenzimas hidroliticas excretadas pelas hifas sem muita diluicdo
na fermentacdo submersa aumenta ainda mais seu desempenho da penetracdo no substrato
aumentando a acessibilidade de todos os nutrientes disponiveis (RAIMBAULT, 1998). Desta
forma, apesar do caldo de batata ter uma composicdo quimicamente indefinida e complexa é
um meio altamente nutritivo para o fungo, no qual foi utilizado para o seu crescimento em
quantidade. Comparando as Figuras 11, 12, 13 e 14, nota-se a maior concentracao de micélios
em 4 semanas meio BP (Figura 14) que em apenas caldo de batata (Figura 11), certamente o
fungo ap6s ou concomitantemente utilizar-se do amido contido no caldo adentrou-se no
substrato celuldsico (Unica fonte sélida de carbono) degradando-o.

A celulase é uma enzima adaptativa em fungos e o substrato indutor é a celulose,
sendo esta insolUvel. Seus produtos sollveis sdo os indutores naturais das enzimas que atacam
substratos insollveis, ou seja, quando o substrato esta presente, ele é hidrolisado e os produtos
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soltveis assimilados pela célula que induzem mais enzimas (MANDELS; REESE, 1957,
1960). Logo, as hifas do Botrytis sp ao penetrar o papel celulésico no meio, este induziu a
producdo da celulase pelo fungo, que hidrolisou a celulose em aclcares fermentesciveis, e
apos, produzindo etanol pelo processo fermentativo. Segundo Mandels & Reese (1960) que
estudaram os efeitos de alguns nutrientes para producdo de celulase, o amido pode ter efeito
inibitério e inativador destas enzimas resultando o rapido crescimento do microrganismo,
porém com baixo rendimento. Isso pode explicar o grande crescimento da massa fungica e
baixo teor alcodlico no caldo. Além disso, as condi¢cdes do sistema ndao foram favoraveis,
além da temperatura abaixo tanto da temperatura ideal para atuacdo das enzimas quanto para

0 processo fermentativo, além da baixa rotacdo e a pequena superficie de contato do substrato.

5.3 Avaliacéo dos Parametros da Condicao/Sistema na Producéo de Etanol com Botrytis
sp

5.3.1 Influéncia da Suplementacao de Sais e do Sistema (Semi-Aberto/Fechado) na Producdo
de Etanol com Botrytis sp

a. Influéncia da Suplementacédo de Sais

Para o efetivo crescimento do microrganismo, além da fonte de carbono, ja
mencionada, é necessario suplementacdo do meio com nutrientes minerais, ureia, sulfato de
amonio entre outros, e elementos tragos como Fe, Zn, Mn e Co, Esses nutrientes minerais
participam do metabolismo do microrganismo como cofatores enzimaticos, e até como
moduladores conformacionais das estruturas enzimaticas (MAEDA, 2010). Devido o caldo da
batata ter composicdo quimicamente indefinida e complexa, foi-se necessaria a verificacdo de
uma suplementacdo de sais no meio BP para a atividade celulolitica na hidrdlise do papel
correlacionada para producdo de etanol. Antes das analises do etanol e ART, foi verificado o
pH do meio BP (Amostra 0) com fita medidora de pH sendo aproximadamente igual a 7.

A Tabela 7 apresenta os dados obtidos pela curva padrdo da concentracdo de etanol a
partir da leitura do espectrofotdmetro para 0 ART contido nas amostras do meio de cultura BP
com e sem a suplementacgdo de sais em triplicatas ap6s 10 dias de cultivo, sendo o branco, o
ponto zero do processo, a temperatura ambiente e 160 rpm, e em sistema considerado semi-
aberto devido a possibilidade de trocas gasosas com o meio exterior através do algoddo. Os

valores apresentados correspondem a média das concentracdes de etanol de 3 experimentos
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realizados de forma independente nas mesmas condicGes. E o Grafico 3 é a representacdo da

producdo de ART com o tempo comparando os dois experimentos.

Tabela 7: Dados do ART contido nos caldos com e sem suplementacdo de sais.

COM SAIS SEM SAIS
Tempo(dias) AMOSTRAS abs Creal(g/L) Cmédia(g/L) ACmédia(g/L) abs Creal(g/L) Cmédia(g/L) ACmédia(g/L)
(nm) (nm)
0 0 0,013 4,298 - 0,011 3,636 -
1 0,021 6,942 0,021 6,942
10 2 0,020 6,612 6,832+0,156 2,534 0,022 7,273 6,942+0,270 3,305
3 0,021 6,942 0,020 6,612

Fonte: Autora, 2020.
ACmédia: Variacdo da concentracdo de ART: [concentragdo final média de ART (Cagrrs) - CONcentragdo
inicial de ART (Cari)]-

Grafico 3: ART Com e Sem Suplementacéo de Sais versus Tempo.

8 COM SAIS:
;| v=02534x+4,298
R2=1 —o—Com
-6 Sais
—
35
8 4
3
£ 3 SEM SAIS: Sem
5 y = 0,3306x + 3,636 Sais
2 _
L R2=1
O T T T 1
0 5 10 15

Tempo (dias)

Fonte: Autora, 2020.

Observa-se tanto no Grafico 3 (coeficientes angular das retas) quanto na Tabela 7 que
0 meio BP sem suplementacdo de sais foi 0 que continha a maior concentragdo de agucar e 0
maior delta (variacdo). Isto significa que as reacdes de hidrélise no meio sem suplementacéao
foram mais eficazes que com suplementacdo e que possivelmente o caldo da batata ja
continha os sais e 0s nutrientes necessarios para tais processos, com adi¢do dos sais houve
uma pequena influéncia que talvez tenha reduzido a hidrolise para producdo de ART.
Hipoteticamente, os sais poderiam ter sido utilizados pelo microrganismo em outra rota
metabdlica. A producdo de ART sem sais foi 30,43% maior do que com suplementacdo. Para
facilitar o tratamento estatistico e verificar qual o melhor (maior ART), foi subtraida a
concentracdo de ART inicial (0 dia/ meio BP) em cada réplica, desta forma o Gréfico 4
mostra as concentracdes de ART nas réplicas com sais e sem sais em boxplot e a Tabela 9

contém os resultados da anélise de variancia.
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Grafico 4: Anélise das concentracdes de ART para meio com e sem suplementacéo de sais.
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Fonte: Autora, 2020.

Tabela 8: Anélise de variancia (ANOVA) das concentracdes de ART em triplicatas para meio com e
suplementos de sais.

Fonte da variacdo SQ o] MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,8947482 1 0,8947482 12,29638 0,0247474 7,7086474
Dentro dos grupos 0,2910607 4 0,0727652

Total 1,1858088 5

Fonte: Autora, 2020.

A partir dos valores do F e F critico (Tabela 8), em que o primeiro € muito maior que o
segundo, com valor-P menor que 0,05, pode-se afirmar que 0s parametros (com e sem
suplementacdo) sdo significativamente distintos e pelo Grafico 4, nota-se que sem sais, apesar
de ter uma maior variabilidade, tem valores médios maior que com sais.

Fazendo o mesmo tratamento que foi feito com ART, fez para as concentracdes de
etanol, nas Tabelas 9 e 10 apresentam os dados obtidos pela curva padrdo da concentracdo de
etanol a partir da leitura do espectrofotdmetro para o etanol contido nas amostras dos mesmos
experimentos e a ANOVA. No Grafico 5 representa a producdo de etanol com o tempo
comparando os dois experimentos e seus coeficientes angulares através das suas respectivas

equacdes da reta (Gréafico 5a) e as concentragcdes em boxplot (Gréafico 5b).
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Tabela 9: Dados do Etanol contido nos caldos com e sem suplementacéo de sais.

COM SAIS SEM SAIS
Tempo(dias) AMOSTRAS abs(nm) Creal(g/L) Cmédia(g/L) abs(nm) Creal(g/L) Cmédia(g/L)
0 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,007 0,746 0,003 0,320
10 2 0,001 0,107 0,320+0,301 0,004 0,426 0,355£0,050
3 0,001 0,107 0,003 0,320

Fonte: Autora, 2020.

Tabela 10: Analise de variancia (ANOVA) das concentragdes de etanol em triplicatas para meio com e
suplementos de sais.

SQ gl MQ F valor-P  F critico

Fonte da
variagdo
Entre grupos  0,0018727 1 0,0018727 0,0267806 0,8779441 7,7086474

Dentrodos 5797047 4 0,0699262
grupos
Total 0,2815773 5
Fonte: Autora, 2020.
Gréfico 5: Etanol Com e Sem Suplementacéo de Sais.
(a) Cmédia etanol versus Tempo. (b) Boxplot das concentracGes das réplicas para com e
04 - sem suplementacdo.
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Fonte: Autora, 2020.

De acordo com a Tabela 9 e o Gréfico 5a o caldo BP sem suplementacdo continha
maior teor alcodlico do que com suplementacédo de sais, como é previsto, ja que houve melhor
desempenho na hidrolise. A quantidade de ART residual no meio ap6s 10 dias indica que
poderia ter maior concentracdo de etanol, ou seja, o processo de fermentacdo alcoodlica do
Botrytis sp € muito lento. Tanto as comparagdes de aclcar total quanto de etanol produzidas
podem ser visto pelos rendimentos e produtividades na Tabela 11. No entanto, na analise de
variancia na Tabela 10, verifica-se que em relacdo a concentragdo de etanol ndo ha diferenca

significativa entre 0s meios com e sem sais, sdo estatisticamente iguais, ja que o F é menor



48

que o F critico e valor-P é maior que 0,05. Além disso, no Grafico 5b, mostra-se que o
experimento com sais é imprevisivel, ha uma alta variabilidade, devido a altura (amplitude) da
barra ser muito maior.

A Tabela 11 expde o rendimento de hidrolise (RH) que foi calculado utilizando o
ART; como a soma do ART residual (aquele encontrado na amostra da cultura depois do um
certo tempo) e ART tedrico que foi convertido em etanol, e considerando o papel constituido
100% de celulose de acordo com as especificacbes da embalagem. O ART tedrico foi
calculado diante da equacdo de Gay-Lussac, onde 51,1 getanol/100gglicose. Além disso,
calculou-se o rendimento de fermentacdo (RF) utilizando o ART inicial aquele ja contido no

meio, produtividade de etanol (PrE) e o teor alcodlico em v/v.

Tabela 11: Avaliacdo dos Rendimentos de hidrdlise e fermentacdo, produtividade e teor alcodlico para
com e sem suplementacéo.
RH(%0) RF(%0) PrE (g/L.dia) viv (%)
Com Sais 14,22 14,56 0,032 0,041
Sem Sais 18,00 19,11 0,036 0,045
Fonte: Autora, 2020.

De acordo com Ghosh & Ghose (2003) a hidrolise enzimatica possui um rendimento
de aclcar menor que 20%, quando sem pre-tratamento, por outro lado quando ha pre-
tratamento o rendimento pode alcancar até mais que 90%. Os rendimentos RH apesar do
tempo longo de processo e menores a 20%, porém aproximado, 18%, foram relativamente
aceitaveis devido as suas condi¢Bes ndo estarem dentro do 6timo para atuacdo das enzimas
(pH 4,8, temperatura entre 45-50 °C, baixa superficie de contato do substrato) e foram
relativamente préximos aos rendimentos obtidos na dissertacdo de Pereira (2013), onde a
hidrolise enzimética utilizando as enzimas puras com concentracao equivalente a 20 FPU/g, a
60 °C e sob agitacdo a 150 rpm no Capim-andropogon e no Capim-mombaca teve
rendimentos de 28% (glicose/celulose), apds tratamento com acido. Portanto, RH sem sais foi
baixo, porém, préximo, em média, relatada na revisao literaria.

Em relacdo aos rendimentos RF apresentaram valores inferiores ao valor tedrico de
0,51 g de etanol por grama de glicose. Estes rendimentos deveriam ser superiores ao valor
teorico pelo motivo de os calculos terem sido baseados nas concentracdes de ART obtidas
apenas do meio no inicio do processo, ou seja, do caldo da batata, pois ndo pode contabilizar
0 ART convertido obtido da hidrélise. Se todo o aglcar fermentescivel oriundo da hidrélise

que ocorreu simultaneamente ao processo de BCP (Bioprocessamento Consolidado) tivesse
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convertido em etanol os rendimentos de fermentacao teriam sido maiores que 51,1%. Apesar
disso, tem que considerar que as condi¢des podem nao terem sido favoraveis (temperatura

ideal da fermentacédo 30-37 °C e sistema semi-aberto).

b. Sistema Semi-Aberto/Fechado

Nestes sistemas estdo relacionados a disponibilidade de oxigénio/trocas gasosas nos
processos metabolicos do Botrytis sp para verificacdo na obtencdo do etanol. Desta forma as
Tabelas 12 e 13 apresentam os dados obtidos pelas curvas padréo da concentracdo de ART e
etanol a partir da leitura do espectrofotdmetro para o ART e etanol, respectivamente, contidos
nas amostras do meio de cultura BP semi- aberto e fechado em triplicatas apds 10 dias de
cultivo, sendo o branco, o ponto zero do processo, a temperatura ambiente e 160 rpm. Os
valores apresentados correspondem a média das concentracGes de etanol de 3 réplicas
realizados de forma independente nas mesmas condi¢fes. Os Gréficos 6 e 7 sdo a
representacdo da producdo média de ART e do etanol em relacdo ao tempo de cultivo e a

comparacdo pelas dispersdo dos dados das concentracfes das réplicas de ART e etanol em

boxplot.
Tabela 12: Dados para analise do ART contido nos caldos semi- aberto e fechado.
SEMI-ABERTO FECHADO
Tempo . . . s . o
(dias) Amostras abs Creal Cmédia Desvio ACmédia Abs Creal Cmédia Desvio  ACmédia
(9/L) (g/L) Padrdo (g/L) (g/L) (g/L) Padréao (g/L)
0 0 0,011 3,637 3,637 - 0,014 4,628 4,628 -
1 0,021 6,942 0,018 5,951
3,305 3,857
10 2 0,022 7,273 6,942 0,331 0,03 9,918 8,485 2,20
3 0,02 6,612 0,029 9,587
Fonte: Autora, 2020.
Tabela 13: Dados para analise do Etanol contido nos caldos semi- aberto e fechado.
SEMI-ABERTO FECHADO
Tempo . .
(dias) Amostra Creal Cmédia abs Creal Cmédia
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
1 0,003 0,32 0,01 1,066
10 2 0,004 0,426 0,355+0,061 0,007 0,746  0,711+0,374
3 0,003 0,320 0,003 0,320

Fonte: Autora, 2020.
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Grafico 6: Semi- Aberto e Fechado versus Tempo.
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Fonte: Autora, 2020.

Grafico 7: Comparacédo das Concentrages de Etanol e ART em Sistemas Semi-aberto e Fechado.
(a) Boxplot das concentragdes de ART das réplicas para  (b) Boxplot das concentragdes de Etanol das réplicas
Sistemas Semi-aberto e Fechado. para Sistemas Semi-aberto e Fechado.
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Fonte: Autora, 2020.

De acordo com a Tabela 12 houve maior producdo média de ART nos ensaios
fechados, considerado em ter quantidade limitada de oxigénio disponivel, com 3, 857 g/L de
ART, 16,70% a mais que nos semi-abertos. Também pode ser visto no Gréfico 5a, pela reta
tendo maior inclinacdo (coeficiente angular). Em relacédo ao teor de etanol, a Tabela 13 mostra
uma producdo meédia de etanol de 0,711 g/L, nos ensaios fechados, quase 2 vezes maior que
nos semi-aberto. Também pode ser visto em boxplot (Gréfico 7) que tanto as concentracfes

de ART quanto de etanol no sistema fechado sdo maiores que no semi-aberto, pois os valores
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das médias e medianas encontram-se na posicdo superior, no entanto, as caixas tem maior
amplitude gque as do semi-aberto (caixas mais compactas), mostrando ser mais imprevisivel.

Da mesma forma feita nos itens anteriores, foi feita ANOVA tratando os dados de
ART e etanol, e verificar estatisticamente se sdo diferentes. Nas Tabelas 14 e 15 encontram-se
a ANOVA para as concentracbes de ART e etanol para os dois sistemas estudados,
respectivamente.

Tabela 14: Anélise de variancia (ANOVA) das concentragdes de ART das réplicas para Sistemas Semi-aberto e

Fechado.
Fonte da
variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 0,4571 1 0,4571 0,1845 0,6896 7,7086
Dentro dos
grupos 9,9075 4 2,4769
Total 10,3646 5

Fonte: Autora, 2020.

Tabela 15: Andlise de Variancia (ANOVA) das Concentracfes de Etanol das réplicas para Sistemas Semi-aberto
e Fechado.
Fonte da

L SQ gl MQ F valor-P  F critico
variagao
Entre grupos  0,1893927 1 0,1893927 2,6339168 0,1799245 7,7086474

Dentro dos 02876213 4 0,0719053
grupos
Total 0,477014 5

Fonte: Autora, 2020.

De acordo com as Tabelas 14 e 15, mostram que os dois sistemas dos experimentos
semi-aberto e fechado, sdo significativamente equivalentes. Provavelmente, a quantidade de
oxigénio disponivel nos erlenmeyers (250 mL), com volume de 100 mL de meio, no sistema
fechado (lacrado) é grande suficiente para ndo diferenciar as culturas com Botrytis sp em
sistema semi-aberto (utilizando chumaco de algod&o na abertura do erlenmeyer).

A Tabela 16 expde o rendimento de hidrdlise (RH), rendimento de fermentagédo (RF),
produtividade de etanol (PrE) e o teor alcodlico em v/v, os célculos foram feitos da mesma
forma do item anterior.

Tabela 16: Avaliagdo dos Rendimentos de hidrolise e fermentacéo, produtividade e teor alcodlico para
com e sem suplementagdo.

Pre
[0) o) (o)
RH(%0) RF(%0) (g/L.dia) viv (%)
Aberto 18,00 19,11 0,036 0,045
Fechado 23,61 30,03 0,071 0,090

Fonte: Autora, 2020.
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Como ja discutido, os rendimentos apresentados na Tabela 16, confirma que no
sistema fechado nas culturas com Botrytis sp obteve maiores valores, principalmente para
hidrolise (30%), no entanto, em termos de concentracdo mostrou-se ser imprevisivel, contudo,
estatisticamente, os dois sistemas sdo significativamente iguais. Portanto, precisaria de mais
experimentos, utilizando sucessivamente fracos de volumes cada vez menores utilizando o
mesmo volume de meio até que existam diferenca significativa nos sistemas semi-aberto e

fechado.

5.3.1.1 Avaliacdo da Producéo de Etanol com uma Segunda Fermentagédo do Caldo da Cultura
com Levedura comercial

O Caldo da Cultura do Botrytis sp em meio BP apds os 10 dias de cultivo dos itens
anteriores apresentou-se ter carboidratos fermentesciveis disponiveis no meio, ele entdo
passou a ser chamado de caldo hidrolisado fermentado, este caldo foi entdo submetido a uma
segunda fermentacdo com a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae, sendo esta
utilizada em diversos processos industriais na elaboracdo de produtos fermentativos, este
procedimento foi feito afim de avaliar a possibilidade de um segundo sistema e aumentar o

teor alcoolico deste processo.

Assim sendo, a Tabela 17 apresenta os dados obtidos pela curva padrdo da
concentracdo de etanol a partir da leitura do espectrofotdmetro para o etanol contido nas
amostras do caldo ap6s uma segunda fermentacdo com a levedura por 48h & 35°C, sem
agitacdo, de todos os caldos hidrolisados fermentados dos experimentos anteriores. Os valores
apresentados correspondem a média das concentracGes de etanol de 3 ensaios (réplicas)
realizados de forma independentes nas mesmas condigdes. Também contém o rendimento de
fermentacdo calculado em relagcdo ao ART inicial, ou seja, 0 ART residual que consistia no

caldo antes da adicédo da levedura.
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Tabela 17: Dados do teor alcodlico, do Rendimento de fermentagdo e produtividade para uma 22
Fermentagéo com levedura.

CULTURAS COM LEVEDURA S.cerevisiae
Creal Cmédia Desvio  Tempo Pr

Amostra abs oy (gL) Padrio () VO @Ln RFOY
0 - - - - - - - -
ABERTO/ 1 0,016 1,705 48
COM SAIS 2 0,029 3,090 2,167 0,800 48 0,27 0,045 62,05
3 0,016 1,705 48
0 - - - - - - - -
ABERTO/SEM 1 0,027 2877 48
SAIS 2 0,031 3303 3,268 0,374 48 0,41 0,068 9552
3 0,034 3,623 48
FECHADO/ 1 0,031 3,303 48
SEM SAIS 2 0033 3516 3658 0443 48 0,46 0076 8437
3 0,039 4,155 48

Fonte: Autora, 2020.
Nota: A PrE foi feita apenas em relacéo a 22 fermentac&o.

De acordo com a Tabela 17 o maior RF (%) foi no caldo derivado do cultivo do
Botrytis sp em sistema “semi-aberto e sem a suplementacdo de sais”, com 95,52%, sendo um
6timo rendimento, muito acima do tedrico, apesar da concentragdo de etanol ser menor (com
3,268 g/L) que no caldo derivado do “sistema fechado e sem sais” (com 3,658 g/L), isto pode
ser explicado da possibilidade da liberacdo de algum composto no caldo hidrolisado
fermentado do sistema fechado pelo fungo Botrytis sp que prejudicou a fermentagcdo pela
levedura S. cerevisiae. O aumento da concentracdo de etanol com uma segunda fermentagédo
foi de 6,8 vezes maior para semi-aberto com sais, 9,2 vezes maior para o semi-aberto sem sais
e 5,1 vezes maior no fechado. Isto significa que € possivel aumentar o teor alcodlico das
culturas utilizando os agUcares fermentesciveis que ndo foram utilizados pelo fungo com uma
segunda fermentagdo com a levedura. Além disso, tanto “fechado/sem sais” quanto “semi-
aberto/sem sais” obtiveram maior concentracdo de etanol no final da 2* fermentacdo em
comparacdo com trabalho de Siqueira (2016) com 3,19+ 0,48.
Na Tabela 18 contem os dados da ANOVA para os sistemas com a 22 fermentacéo.
Pode-se observar que existe diferenga significativamente entre os 3 sistemas (F> Fcritico;

valor-P<0,05) com 95% de confiabilidade.
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Tabela 18: Anélise de variancia (ANOVA) das concentragdes de etanol das réplicas para os sistemas com 22
fermentagéo.

SQ Gl MQ F valor-P  F critico

Fonte da
variagao
Entre grupos  3,5886362 2 1,7943181 5,5149115 0,0437344 5,1432528

Dentro dos 1,9521453 6 0,3253576
grupos
Total 5,5407816 8

Fonte: Autora, 2020.

Como sdo 3 sistemas, por ANOVA nao se pode dizer qual ou quais séo diferentes,

logo, fez-se um método de comparacao, método de Tukey, que esta descrito na Tabela 19.

Tabela 19: Método de Tukey Para Comparagdo dos Sistemas com 22 fermentacéo.

Fator N Média Agrupamento
FECHADO/ SEM
SAIS 3 3,658 A
ABERTO/SEM SAIS 3 3,268 A B
ABERTO/ COM SAIS 3 2,167 B

Fonte: Autora, 2020.
No método de Tukey medias que ndo compartilham uma letra séo significativamente
diferentes. Logo, estatisticamente, fechado sem sais e aberto com sais séo significativamente

diferentes.

5.3.2 Influéncia do Aumento da Temperatura na Producao de Etanol com Botrytis sp

A temperatura € muito importante, tanto na hidrolise quanto na fermentacdo, como
também para outras atividades metabdlicas do microrganismo. As temperaturas 6timas para
hidrolise sdo 45-50 °C e fermentacdo 30-37 °C (SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996). Desta
forma, foi feito um experimento para efeito de comparagédo do cultivo fechado a 35 °C, 160
rpm com o cultivo fechado & temperatura ambiente na mesma rotacdo e em meio BP com 0
Botrytis sp. Desta forma, a Tabela 20 apresenta os dados da concentracdo de etanol a 35 e a
temperatura ambiente contidos nas amostras do meio de cultura BP em triplicatas apds 10 dias

de cultivo.
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Tabela 20: Dados do teor alcodlico e produtividade para a Influéncia da Temperatura na Cultura com
Botrytis sp.

Creal Cmédia  Desvio Tempo o Prg
Amostras  ABS iy (gL)  Padrio  (dia) V() (g/Ldia)
0 0 0 - - 0 - -
Temp. 1 0,01 1,066 10
Ambiente
(23-28°C) 2 0,007 0,746 0,711 0,306 10 0,09 0,071
3 0,003 0,32 10
0 -0,005 -0,533 - - 0
Temp. a 1 0,029 3,09 10
35°C 2 0,025 2,664 2,841 0,181 10 0,36 0,284
3 0,026 2,77 10

Fonte: Autora, 2020.

Nota-se pela Tabela 20 que ha uma grande influéncia da temperatura na producéo de
etanol na cultura com Botrytis sp. No cultivo a 35° C o fungo produziu 2,8 g/L, quase 4 vezes
maior que a temperatura ambiente, com 0,711 g/L. Além disso, foi maior que na segunda
fermentagdo com levedura S. cerevisiae do caldo hidrolisado fermentado “semi-aberto com
sais”, 2,17 g/L, do item anterior. Logo, nestas condi¢des de cultivo foi muito promissor no

sistema BCP com o Botrytis sp.

Na Tabela 21 contém os dados para ANOVA dos dois experimentos.

Tabela 21: Analise de variancia (ANOVA) das concentragdes de etanol das réplicas para as temperaturas.
Fonte da

S SQ gl MQ F valor-P  F critico
variagao
Entre grupos  6,8096107 1 6,8096107 71,963928 0,0010586 7,7086474
Dentrodos ) 3795013 4 0,0946253
grupos
Total 7188112 5

Fonte: Autora, 2020.

Desta forma, mostra estatisticamente por ANOVA na Tabela 21 que os dois sistemas
sdo significativamente distintos.

No Grafico 8 mostra o boxplot do experimento a 35°C é mais achatado, o que indica
uma baixa variabilidade e desvio padrdo. Além disso, ele esta posicionado na parte superior

da tela, ou seja, a média e o valor mediano sdo valores bem mais elevados.
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Gréfico 8: Comparacao das Concentracdes de Etanol em Sistemas Com Diferentes Temperaturas.

Boxplot de Temp. Ambiente e Temp. a 35°C
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Fonte: Autora, 2020.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho tornou possivel o conhecimento e a possibilidade do bioprocesso
consolidado para producéo de etanol de segunda geracédo utilizando um fungo filamentoso,
Botrytis sp, barateando o processo e podendo trazer beneficios para o setor energético do pais.

-O fungo Botrytis sp cresce rapidamente em placas de Petri, meio BDA, em até 16
dias. E em meio BP ele cresce e produz etanol celulésico em maior concentracdo em 4
semanas de cultivo. O caldo da batata inglesa contém sais e carboidratos necessarios para o
microrganismo, porém, é possivel que o carboidrato presente, possa prejudicar o processo
para obtencédo do etanol.

-O sistema mais estavel com maior producdo de etanol das culturas do fungo Botrytis
sp foi a temperatura de 35°C, 160 rpm e em hipoxia, conquistando um teor alcodlico de 2,841
g/L.

-O Botrytis sp consegue hidrolisar a celulose presente, liberando os agucares
fermentesciveis no meio e produzindo etanol, contudo, a fermentacdo é muito lenta,
necessitando de uma segunda fermentacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Este
trabalho mostrou ser possivel esta configuragdo. Em termos de maior concentragédo de etanol,
o melhor sistema seria utilizando uma segunda fermentacdo com a levedura Saccharomyces
cerevisiae (& 35 °C, sem agitagdo, fechado) do caldo hidrolisado fermentado da cultura BP
“sem sais, fechado” do Botrytis sp (temperatura ambiente e 160 rpm). Em termos do maior
rendimento de fermentacdo o melhor sistema seria utilizando uma segunda fermentacdo com a
levedura Saccharomyces cerevisiae (a 35 °C, sem agitacdo, fechado) do caldo hidrolisado
fermentado da cultura BP “sem sais, semi-aberto” do Botrytis sp (a temperatura ambiente e
160 rpm).
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