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RESUMO

A producdo de etanol combustivel a partir de residuos lignocelulésicos, como
tecnologia emergente, conhecida como bioetanol de segunda geracédo, esta sendo
bastante pesquisada em virtude de uma preocupacdo com o desenvolvimento de
fontes energéticas renovaveis e mais limpas. Neste contexto as industrias vinicolas
tém destaque, ja que o subproduto gerado por elas, bagaco e engaco, por exemplo,
€ de lenta decomposicdo. Ao mesmo tempo em que h& buscas por novos
substratos, h& também por micro-organismos capazes de fermentar
monossacarideos presentes nestes residuos para produzir bioetanol, e também que
estes consigam fermentar em consorcio sem que haja competicdo entre eles para o
melhor aproveitamento destas fontes de carbono. Neste trabalho foram realizadas
fermentacdes pela bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 e pela levedura Candida
tropicalis em hidrolisados acidos dos residuos de uvas das espécies Isabel e Bordd,
para isto, foi utilizada a concentracdo de acido sulfdrico de 1,5% com aguecimento
em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm? Foram realizadas também, fermentacées
utilizando meios semi-sintéticos com glicose e xilose (50 g/L) como substratos para a
Z. mobilis e C. tropicalis, respectivamente. Nas fermentacOes realizadas pela
bactéria Z. mobilis, utilizando tanto a mistura (50% bagaco e 50% engaco) dos
residuos quanto apenas o engaco ndao houve deteccdo de etanol por cromatografia
gasosa. Com o meio semi-sintético, em 8 horas de fermentacdo, foram produzidos
17,0 g/L de etanol. Durante as fermentagfes efetuadas pela levedura C. tropicalis,
houve producdo de etanol de 1,04 g/L e 5,89 g/L em 6 horas de fermentagao
utilizando a mistura dos residuos e o engaco, respectivamente e, 18,56 g/L em 8
horas em meio semi-sintético. No consorcio dos micro-organismos, a producédo de
etanol, utilizando primeiramente a mistura e depois o engaco foi de 0,72 g/L e 1,15
g/L, ambas em 8 horas de fermentacdo e 19,35 g/L em meio semi-sintético no
mesmo tempo. Todos os experimentos foram realizados a 30 °C, pH 6,

concentracéo de hidrolisado de 5 % (m/v) e em meios estaticos.

Palavras chaves: Residuos de uvas. Bioetanol de segunda geracdo. Consorcio.

Zymomonas mobilis. Candida tropicalis.



ABSTRACT

The production of fuel ethanol from lignocellulosic residues, as an emerging
technology, known as second-generation bioethanol is being extensive research
because of a concern with the development of renewable and cleaner energy
sources. In this context, the wine industry has highlighted, since the by-product
generated by them, bagasse and stems, for example, is the slow decomposition.
While there search for new substrates, there are also micro-organisms capable of
fermenting monosaccharides present in these residues to produce bioethanol, and
also that they are able to ferment in a consortium without competition between them
for better use of these carbon sources . In this work were carried out fermentations
by Zymomonas mobilis CCT 4494 bacteria and the yeast Candida tropicalis in
hydrolyzed acid waste grape species Isabel and Bordo, for this, we used the sulfuric
acid concentration of 1.5% with heating in an autoclave at 121 °C and 1 kgf/cm?.
Were also carried out using fermentation semi-synthetic environment containing
glucose and xylose (50 g/L) as substrates for the Z. mobilis, and C. tropicalis,
respectively. All fermentations carried by the bacteria Z. mobilis using both the
mixture (50% bagasse and 50% stems) of the waste just as there wasn’t stems
ethanol detection by gas chromatography, as with the semi-synthetic environment in
the 8 hours fermentation were produced 17.0 g/L of ethanol. During the
fermentations carried by the yeast Candida tropicalis, ethanol production was 1.04
g/L and 5.89 g/L in 6 hours of fermentation using the mixture of waste and the stems,
respectively, and 18.56 g/L in 8 hours in semi-synthetic environment. In the
consortium of micro-organisms, the production of ethanol, using first the mixture and
then the stems was 0.72 g/L and 1.15 g/L, both in 8 hours and the fermentation and
the semi-synthetic environment 19.35 g/L at the same time. All experiments were
performed at 30 °C, pH 6, hydrolyzate concentration of 5 % (w/v) and environment

without agitation.

Keywords: grape waste. Second-generation bioethanol. Consortium. Zymomonas

mobilis. Candida tropicalis.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Uma alternativa para diminuir problemas ambientais e energéticos no mundo,
em razdo da escassez e alta de pre¢cos dos combustiveis fésseis e da poluicdo por
eles causada, € a producéo e utilizacdo do etanol como combustivel, visto que este
produto apresenta as vantagens de ser uma fonte renovavel de energia, e de
contribuir para a reducao das emissodes de didxido de carbono (EMBRAPA, 2011).

A crise do petréleo, na década de 70, conduziu ao desenvolvimento do
Programa Nacional do Alcool (Pré-alcool), que visava, principalmente, substituir a
gasolina por um combustivel alternativo. Através do Proé-alcool, pesquisadores
brasileiros foram encorajados a desenvolver processos de producdo de um
biocombustivel com baixos custos. Optou-se, entdo, pela produ¢éo de etanol a partir
da cana-de-agucar por via fermentativa, em razdo da baixa nos pregos do agucar na
época. No inicio do século XXI, na certeza de escassez e de crescente elevacdo no
preco dos combustiveis fosseis, priorizam-se novamente 0s investimentos na
pesquisa e producao de etanol (ALTINTAS et al., 2002).

O Brasil j& vem, por muitas décadas, utilizando apenas &lcool como
combustivel ou sob a forma de uma mistura de 22% a 25% de alcool na gasolina,
colocando o pais em uma posicao extremamente favoravel internacionalmente, em
termos de emisséo de CO,. Atualmente, o Brasil produz 25 bilhdes de etanol por ano
a partir da cana-de-acucar (MAPA, 2010). Embora a producéo de etanol a partir da
cana-de-agucar seja um processo bem estabelecido no Brasil, ha muito investimento
em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo para producdo desse biocombustivel a
partir de tecnologias de segunda geracdo (EMBRAPA, 2014).

O bioetanol de segunda geracdo é aquele que é produzido através de
residuos industriais, agricolas e florestais, visto que estes sdo chamados de
materiais lignoceluldsicos, sendo que sdo fontes de acucares que podem servir
como alimento (substrato) para os micro-organismos em uma fermentacao. Além de
possuirem acgucares fermentesciveis, estes tipos de residuos tem custo reduzido, o
que auxiliaria na producdo mais barata do bioetanol e diminuiria a quantidade de
residuos descartados no meio ambiente (SILVA, 2010).

As matérias-primas de origem lignocelulésica contém de 20% a 60% de

celulose, além de hemicelulose e lignina, que podem ser totalmente convertidas a
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glicose por pré-tratamentos para desorganizacdo do complexo lignocelulésico. Por
sua vez, a glicose caracteriza-se por ser um monossacarideo utilizado pela maioria
dos micro-organismos, fazendo desta molécula um importante bloco de construcéao
para a obtencdo de uma imensa gama de substancias de interesse comercial,
abrangendo desde combustiveis até polimeros (KNAUF; MONIRUZZAMAN, 2004;
SILVA, 2010).

Entretanto, ha a necessidade de realizar um tratamento prévio no substrato
para que haja a liberacdo dos acucares fermentesciveis, pois na estrutura natural, os
micro-organismos ndo conseguem ter acesso a eles. Um tipo de tratamento bastante
utilizado para esta finalidade é a hidrdlise; sendo que esta pode ser acida, basica ou
enzimatica (COLOMBARI, 2012).

Ao mesmo tempo em que ha busca por novos substratos, ha também por
micro-organismos capazes de fermentar monossacarideos presentes nos residuos
para produzir bioetanol, e também micro-organismos que consigam fermentar em
consorcio (fermentacdo com mais de um micro-organismo) estes substratos sem que
haja competicdo entre eles (FLORENCIO, 2011).

Portanto o presente trabalho visa produzir bioetanol de segunda geracgao
empregando o consorcio entre a bactéria Zymomonas mobilis e a levedura Candida
tropicalis utilizando como substrato agucares fermentesciveis liberados na hidrolise
acida de residuos de uvas das espécies Isabel e Bordd. Para isto, foram utilizados
como substratos o engaco isoladamente e a mistura do engaco e bagaco

fermentado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fermentacéo alcodlica

Desde a antiguidade produtos de fermentacéo sdo utilizados pelo homem. Ha
registros que comprovam o uso de alimentos fermentados pelos suméricos, egipcios
antigos, assirios e babilonios. A producao de bebidas alcodlicas pela fermentacéo de
graos de cereais ja era conhecida antes do ano 6.000 a.C. (VILLEN 2009).

No século XVII, atribuiu-se a Bechner, a afirmacdo de que sO os liquidos
acucarados sdo capazes de entrar em fermentagdo alcodlica. Para este
pesquisador, o alcool se formava durante o processo de fermentacéo, acreditando
erradamente, a necessidade de ar para causar o fenémeno. Black, no século XVIII,
caracterizou os primeiros estudos sobre fermentacdo alcodlica e postulou que o
alcool etilico e o gas carbbdnico eram os Unicos produtos formados do acgucar durante
a fermentacéao alcodlica (MENEZES, 1980).

Entretanto, Lavoisier, em 1789, foi o primeiro a efetuar um estudo quantitativo
da fermentacdo alcodlica. Coube a Pasteur (1857), a explicacdo clara sobre a
natureza deste processo. Segundo este pesquisador, 100 partes de sacarose
proporcionam 105,4 partes de acucar invertido, que, por sua vez, produzem 51,1
partes de etanol, 49,9 partes de gas carbdénico, 3,2 partes de glicerol, 0,7 partes de
acido succinico e uma parte de outras substancias (MENEZES, 1980).

Tanto para a produgédo de etanol de primeira geracao, a partir de cana-de-
acucar, quanto de segunda geracdo, a partir de biomassas de composicao
lignoceluldsica, a via fermentativa € a via mais importante para a obtencao do alcool
etilico no Brasil. Um dos fatores que torna a producao de bioetanol por fermentacéo
a forma mais econémica de sua obtencdo € o grande numero de matérias-primas
naturais e residuais existentes em todo pais (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).

O processo de fermentacdo alcoolica, tanto em nivel laboratorial quanto
industrial, consiste em uma série de reacdes quimicas catalisadas por um ou mais
micro-organismos que metabolizam acuUcares fermentesciveis de um substrato,
convertendo-os, principalmente, em etanol e dioxido de carbono, em condi¢cdes

fisicas e quimicas pré-determinadas. Inicia-se com a glicélise, também chamada de
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via Embden-Meyerhof, na qual ocorre a oxidacdo da glicose em dois acidos
pirdvicos em duas etapas, podendo ocorrer na presenca de oxigénio ou ndo. Na
primeira etapa, duas moléculas de ATP s&o utilizadas enquanto uma molécula de
glicose é fosforilada, reestruturada e quebrada em dois compostos de trés carbonos:
gliceraldeido 3-fosfato (GP) e diidroxiacetona fosfato (DHAP), que séo
imediatamente convertidos em GP. Na segunda etapa, as duas moléculas de GP
sdo oxidadas em duas moléculas de &acido pirdvico. Nessas reacles, duas
moléculas de NAD" sdo reduzidas a NADH e quatro moléculas de ATP (adenosina
trifosfato) sdo formadas pela fosforilagdo em nivel de substrato, com saldo final
positivo de duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose que é oxidada.
ApoOs a glicolise, as duas moléculas de acido piravico sdo convertidas em duas
moléculas de acetaldeido e duas moléculas de CO,. As moléculas de acetaldeido
sdo entdo reduzidas por duas moléculas de NADH para formar duas moléculas de
etanol, produto final da fermentacéo (Figura 1) (TORTORA et al., 2005). Entretanto,
juntamente com o etanol e 0 CO,, 0 metabolismo leva também a formacédo e
excrecao de glicerol, acidos organicos (succinico, acético, piravico e outros), alcoois
superiores, acetaldeido, acetona, butilenoglicol e outros componentes de menor
significado quantitativo. Além disso, ocorre simultaneamente o crescimento de micro-
organismos (GUTIERREZ et al., 1991).

O conhecimento de como é conduzida laboratorialmente e quais sdo as
reacoes quimicas de uma fermentacdo alcoolica orienta o pesquisador em como
este pode alcancar resultados de qualidade e enriquecedores para sua linha de

pesquisa.
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Figura 1: Fermentacao alcoolica. Fonte: TORTORA et al., 2005

A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0 micro-organismo que mais se

emprega na fermentacéo alcoolica, devido a sua capacidade de assimilar facilmente

a glicose da cana de acucar ou da celulose de biomassas residuais (SANCHEZ;

CARDONA, 2008).

Entretanto outras do género Candida estdo entre as maiores

produtoras de etanol, podendo-se citar a C. tropicalis, C. guilliermondii, C. mogii

(CASSALES, 2010).
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Segundo Silva (2010), dentre as bactérias, a mais promissora € a
Zymomonas mobilis, que tem alta eficiéncia energética resultando num alto
rendimento de etanol (maior que 90%). No entanto, uma das desvantagens do uso
desta bactéria na fermentacdo do caldo de cana e de outros meios com sacarose é
a formacéo de polissacarideos, que aumenta a viscosidade do meio de fermentacéo,
e de sorbitol, um produto da redugcdo da frutose que diminui a eficiéncia da
conversdo de sacarose a etanol (SILVA, 2010). Outra desvantagem deste micro-
organismo € que apoés a fermentacéo, as industrias reaproveitam o micro-organismo
para realizar novas fermentacdes, para isso ha a necessidade de realizar um
tratamento, muitas vezes com utilizagdo de acidos para possibilitar este retorno,
sendo assim, com a redugdo brusca do pH, bactérias, como é o caso da Z. mobilis

podem né&o resistir e como resultado o ndo reaproveitamento destas.

2.2. Uva

A videira (Vitis) € uma planta trepadeira com gavinhas, lenhosa e de porte
arbustivo, suas folhas sao alternas, pecioladas, cordiformes, com cinco lébulos
sinuados dentados, glabras na parte superior e tomentosas na parte inferior. As
flores sdo pequenas e de cor branco esverdeada, dispostas em racimos. Os frutos
sao bagas reunidas em cachos, contendo cada uma duas ou trés sementes variando
de cor de acordo com o tipo de uva (MANICA, 2012).

Existem diversas espécies de uva, porém as mais conhecidas no Brasil sdo:
uva Isabel, Italia, Niagara, Branca, Rosada e Bordd. A uva € uma fruta rica em sais
minerais, tais como: calcio, ferro, fosforo, magnésio, sodio e potassio. Possui
também, em quantidade razoavel, vitaminas (complexo B e vitamina C). Nao é muito
caldrica, pois 100 gramas de uva possuem, aproximadamente, 50 calorias (MANICA,
2012).

A uva lIsabel é uma das principais cultivares de Vitis labrusca, espécie
originaria do Sul dos Estados Unidos onde foi difundida para as outras regides. Esta
€ a mais plantada na Serra Gaucha e na Zona da Mata de Pernambuco com grande
demanda para elaboragcdo de vinho tinto comum, suco, vinagre e geleias, além de

ser comercializada “in natura” com boa aceitacdo no mercado (RIZZON et al., 2000).
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Fenotipicamente, a uva Isabel apresenta-se como uma uva de cacho pequeno
e solto, formado por um namero reduzido de bagas de tamanho grande. Além disso,
apresenta pH de 3,27; acidez total de 52 meq/L e 18,61 °Brix (EMBRAPA, 1984).

A cultivar Bordd, assim como a Isabel, € de origem americana sendo uma das
principais representantes da espécie Vitis labrusca. Foi introduzida no Rio Grande do
Sul em 1839 sob a denominagao de ‘lves’ e se expandiu pelas demais regides
devido a facil adaptacdo as condicdes climaticas e a boa produtividade e
longevidade, caracteristicas de espécies rusticas (ZANUS; CAMARGO, 2009).

Em seu estagio ideal de maturagéo dificilmente atinge 17° Brix, mas uma de
suas caracteristicas mais marcantes é o elevado poder corante (RIZZON et al.,
2000). Esta cultivar apresenta cacho pequeno com formato cilindrico-coénico alado e
bagas pequenas de coloracdo preta com polpa mucilaginosa. Apresenta teor de
sélidos soluveis até 16,02 °Brix, com acidez total de 65 meg/L e pH de 3,29
(EMBRAPA, 1984).

A viticultura brasileira ocupa, atualmente, uma area de 81 mil hectares, com
vinhedos desde o extremo Sul até regides proximas a Linha do Equador. Duas
regides se destacam: o Rio Grande do Sul por contribuir, em média, com 777
milhées de quilos de uva por ano, e os polos de frutas de Petrolina/ PE e de
Juazeiro/BA, no Submédio do Vale do Sdo Francisco, responsavel por 95% das
exportacdes nacionais de uvas finas de mesa (MAPA, 2014).

Embora a producdo de vinhos, suco de uva e derivados da uva e do vinho
também ocorra em outras regides, a maior concentragdo esta no Rio Grande do Sul,
onde sdo elaborados, em média anual, 330 milhdes de litros de vinhos e mostos
(sumo de uvas frescas que ainda ndo tenham passado pelo processo de
fermentacao) (MAPA, 2014).

No Brasil, como também em outros paises, a uva € muito utilizada para a
fabricagcdo de sucos, doces, vinhos e geleias. O seu sabor varia muito de acordo
com o tipo de solo, podendo ser doce, citrico ou acido. E uma fruta tipica da regido
asiatica, sendo que o plantio foi introduzido no Brasil na época da colonizacao
portuguesa (MANICA, 2012).
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2.3. Residuos de uva

Residuo é todo material descartado, individual ou coletivamente, pela agédo
humana, animal ou por fenbmenos naturais, que seja nocivo a saude, ao meio
ambiente e, ao bem-estar da populacédo (FERRARI, 2010)

O Brasil tornou-se destague no cenario econémico mundial por conta de sua
ampla atividade agricola, porém devido a esta atividade esta entre os paises que
mais geram residuos agroindustriais. Dessa forma, é necessario buscar alternativas
de reaproveitamento ou criagdo de novos produtos para evitar que estes
subprodutos sejam causa de poluicdo e agressdao ao meio ambiente. Segundo
Oliveira et al. (2009), a induastria vinicola tem grande interesse nestas tecnologias ja
que os subprodutos gerados por ela sao de lenta decomposi¢céo causando grande
impacto ambiental. Dentro deste ramo industrial, os principais subprodutos que
podem ter algum interesse econémico potencial sdo o engaco, o bagaco, sementes,
material filtrado dos liquidos e outros.

O engaco é formado pela armacédo do cacho da uva que suporta o fruto,
representa de 3% a 7% do peso total do cacho. E um subproduto vinicola de origem
lignoceluldsica, com 30-31% de celulose, 21% de hemicelulose, 17-18% de lignina,
15-16% de taninos e cerca de 6,0% de proteinas (PROZIL, MENDES, EVTUGUIN,
LOPES, 2013).

Segundo Gobbato (1942), em geral, para cada 100 partes de engago se
encontram: de 50 a 80 partes de agua; de 15 a 41 partes de substancias lenhosas;
de 0,8 a 2,5 partes de tanino; de 0,9 a 1,6 partes de flobafena ou anidrido do tanino;
de 0,5 a 1,2 partes de acidos livres expressos em acido tartarico; de 0,7 a 1,6 partes
de cremor de tartaro; e de 0,8 a 3,4 partes de substancias minerais.

O bagaco € constituido pela pelicula, as sementes e 0s restos da polpa da
uva, como resultado do esmagamento da fruta através de um processo de
separacao do suco ou mosto. Em condi¢bes normais, o bagaco equivale a 15 a 20%
do peso da fruta (MONRAD et al., 2010; BAGCHI et al., 2000; SHRIKHANDE, 2000;
LLOBERA; CANELLAS, 2007). Apos a producdo de sucos e vinhos, este residuo
tipicamente retém compostos polifendlicos, de 20 a 30% nas cascas e 60 a 70% nas
sementes. Entre os principais compostos fendlicos presentes nesses residuos se
encontram os flavondides (MONRAD et al., 2010).
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A composicdo quimica do bagaco de uva, dependendo da intensidade da
prensagem sofrida no processo industrial, € mostrada na Tabela 1, segundo analises
de Muentz e Degrully (CATALUNA, 1991).

Tabela 1: Composicdo do bagaco de uva, em diversas condicfes de
prensagem, segundo Muentz e Degrully

Segundo Muentz Segundo Degrully
Componentes
Prensada natural | Prensada total Prensada N&o prensada
Agua e vinho 57,20% 63,70% 70,00% 70,00%
Matéria
. 4,28% 4,16% 3,35% 2,92%
nitrogenada
Matéria graxa 1,01% 1,00% 2,36% 3,28%
Matéria extrativa 19,06% 17,86% 17,45% 16,30%
Celulose
8,13% 8,13% 4,06% 4,65%
(lenhosa)
Cinzas - - 2,93% 2,76%
Alcool 6,50% Tracos - -

Fonte: CATALUNA (1991)

Existem diversos estudos que mostram a utilizacdo dos subprodutos da
industria vinicola, como a fabricacdo de farinha de semente e casca de uva que
possui um grande poder antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009). A utilizacdo da casca
de uva para producdo e caracterizacdo de aromas de frutas (UENOJO, 2003)
também tem sido amplamente estudada. Outra maneira da utilizagdo deste residuo
poderia ser a producdo de etanol utilizando a biomassa do bagaco, cascas e
sementes pela rota quimica e biolégica envolvendo basicamente dois processos:
hidrolise dos polissacarideos contidos nos materiais lignocelulésicos em acucares e
a fermentacgéo destes em etanol.

Considerando que na regido sudeste do Brasil ha inumeras viniculturas
(Embrapa, 2010) que, por sua vez, geram residuos como o bagaco e o engaco,
originou-se a ideia de pesquisar e analisar o reaproveitamento destes por meio da
producdo de bioetanol de segunda geracdo com o intuito de retira-los do meio

ambiente e agregar-lhes valor econdémico.
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2.4. Bioetanol

Os biocombustiveis sédo geralmente produzidos a partir de materiais
biodegradaveis através de processos termoquimicos como pirélise, gaseificagéo,
liquefacédo, extracdo com fluidos supercriticos, entre outros (BALAT, 2010).

O etanol é o que possui maior destaque no cenario mundial dentre os
biocombustiveis mais utilizados. O mesmo pode ser obtido a partir de diversas
matérias-primas e 0 processo de producdo utiliza diferentes tecnologias de
conversado, que podem ser de primeira ou de segunda geracdo (PITARELO et al.,
2012).

Apbs a primeira crise do preco do petrdleo em 1973, iniciou-se a producao de
etanol no Brasil. O Programa Pro-Alcool surgiu em 1975, e visava a reducdo da
dependéncia da importacdo do petréleo. A partir de 2006 o Brasil se tornou
autossuficiente no abastecimento do petrdleo e a producdo de biocombustiveis
continuou, a fim de diminuir a emisséo de didéxido de carbono associado ao efeito
estufa (KOHLHEPP, 2010).

O etanol € um dos produtos quimicos organicos com maior volume de
producdo industrial. A fermentacdo alcodlica teve importancia apds a crescente
procura principalmente como combustivel para automaoveis. Este processo desejavel
deve ser rapido e ter alta producédo, além de minimizar o custo do capital investido e
de energia durante a destilagdo. Portanto o substrato € o principal custo componente
na producdo industrial, por isso, é necessario que este substrato seja de baixo custo
(RATNAM et al., 2005), como os residuos lignocelulésicos.

Enquanto as tecnologias de primeira geragao estédo baseadas na fermentacao
alcodlica dos carboidratos presentes, por exemplo, no caldo de cana-de-acglcar, a
segunda geracédo consiste na producdo de etanol celulésico a partir da quebra dos
polissacarideos presentes na parede celular vegetal dos residuos lignocelulosicos
(PITARELO et al., 2012).

A producéo de etanol torna possivel a substituicdo de combustiveis fosseis e,
portanto, produzir etanol a partir de celulose tem despertado interesse em diferentes
centros de pesquisa de paises desenvolvidos, ja que se torna uma matéria-prima de

menor custo, uma vez que pode ser obtido de residuos agricolas ou residuos



27

florestais, sendo este etanol, chamado de bioetanol de segunda geracdo (SANTOS
et al., 2009).

A utilizacao destes residuos na elaboracéo de bioetanol precisa ser vantajosa,
para isso estes devem proporcionar alta produtividade, alta concentracdo de
bioetanol durante o processo de destilacdo e reducdo na demanda de energia
(SOCCOL et al., 2011).

O bioetanol de segunda geracdo vem sendo produzido pela hidrélise e
fermentacdo de materiais lignoceluldsicos desde o fim do século XIX, mas somente
nos ultimos 20 anos essa tecnologia tem sido proposta para atender o mercado de
combustiveis. Os principais programas de pesquisa e desenvolvimento, conduzidos
nos Estados Unidos e na Europa, sdo basicamente em escala experimental de
producdo, mas seu sucesso poderia transformar o bioetanol em um biocombustivel
passivel de ser produzido em quase todas as regides do mundo, aproveitando a alta
disponibilidade de residuos organicos de diversas fontes. Praticamente todos os
residuos de biomassa, produzidos nas atividades agricolas e industriais, € mesmo o
lixo urbano, apresentam elevados teores de materiais lignocelulésicos (MACEDO et
al., 2008).

Este composto pode ser produzido a partir de diversos tipos de matérias-
primas. Estas sao classificadas em trés categorias de produtos agricolas: matérias-
primas contendo sacarose (de cana de acucar, beterraba, sorgo doce e frutas),
materiais de amido (milho, sorgo, trigo, arroz, batata, mandioca, batata-doce e
cevada) e materiais lignocelulésicos (madeira, palha e capim) (BALAT, 2010). A
Figura 2 ilustra a producao brasileira de matérias-primas que estdo inseridas nestas

trés categorias de produtos agricolas.
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Figura 2: Producao agricola brasileira de matérias-primas. Fonte: (FERREIRA, 2012)
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Atualmente, os materiais lignocelulésicos sdo mais utilizados na producédo de
etanol devido a sua alta rentabilidade. Os mesmos podem ser divididos em seis
grupos principais, a saber, residuos de colheitas (bagaco de cana, palha de milho,
etc.), madeira de lei (alamo alpino e alamo), madeira conifera (pinheiro e abeto),
residuos celulésicos (lodo da industria de papel, papel reciclado, jornais, etc.),
biomassa herbaceos (feno de alfafa, canico-malhado, etc.) e residuos sélidos
municipais (CARDONA et al., 2010)

Uma vez que os residuos utilizados sdo formados por estruturas duras e
fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose
(cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra macromolécula formada por
alcoois aromaticos, a lignina, aos quais se encontram unidos por ligacdes covalentes
e de hidrogénio (Figura 3) (LEE, 1997) e, que quando rompidos liberam acucares
fermentesciveis, principalmente glicose e xilose. Uma forma de liberar estes
acucares é a hidrdlise acida, na qual se empregam acidos como o acido sulfarico,
além da hidrdlise basica e enzimatica. Além disso, o etanol celulésico reduz em 85%
a emisséo de dioxido de carbono quando comparado com a queima da gasolina,
diminuindo assim a chuva acida. No Brasil, 15% dos automdveis sdo movidos por
etanol puro (WEI et al., 2014). Em menores proporc¢oes, e dependendo da origem do
vegetal, também podem ser encontrados resinas, acidos graxos, fendis, taninos,
compostos nitrogenados e sais minerais, principalmente, de calcio, potassio e
magneésio (NEUREITER et al., 2002).

Figura 3: Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignoceluldsico.
Fonte: LEE, 1997
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2.5. Residuos lignocelulésicos

Em geral, denomina-se biomassa qualquer matéria de origem vegetal que
dispbe de bioenergia e que pode ser processada para fornecer formas
bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final. Portanto, sao
exemplos, a lenha, os residuos de serrarias, o carvao vegetal, o biogas resultante da
decomposicao de lixo organico e de outros residuos agropecuarios, bem como 0s
biocombustiveis liquidos, como o bioetanol e o biodiesel. No amplo contexto da
bioenergia, a producédo de biocombustiveis liquidos a partir de biomassa tem sido
considerada para atender particularmente as necessidades de transporte veicular.
Para esses fins, ainda ndo existem outras alternativas renovaveis, além dos
biocombustiveis, com maturidade tecnoldgica e viabilidade econémica suficientes
(ZHANG; SMITH, 2007).

Os materiais lignocelulésicos sao polimeros de carboidratos complexos
compostos, basicamente, por trés compostos: celulose (CgH1005)x, hemicelulose
(CsHgO4)m e lignina (CgH1003(OCH3))n. Estes componentes representam cerca de
90% da massa seca do material. Os 10% restantes consiste em extrativos e cinzas
(BALAT, 2010).

Residuos agricolas, florestais e de industrias alimenticias sdo chamados de
residuos lignocelulésicos. A celulose, juntamente com a hemicelulose e com a
lignina, formam a estrutura lignocelulésica (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; WANG et
al., 2012). Exemplos de residuos lignocelulésico sdo o bagaco de cana, palha de
milho, bagaco de uva, engaco de uva, casca de soja, farelo de trigo casca de arroz,
entre outros (BURANOV; MAZZA, 2008).

A molécula mais abundante no mundo é a celulose e é encontrada em
madeiras e parede celular de plantas. A celulose se localiza na parte central na
estrutura da planta, ela é envolvida pela hemicelulose que por sua vez é envolvida
pela lignina (TAMANINI; HAULI, 2004; CASSALES, 2010)

A hemicelulose possui baixo peso molecular quando comparada com a
celulose, e apresenta cadeia ramificada. Localiza-se entre a celulose e a lignina. E
constituida pelas pentoses xilose e arabinose e pelas hexoses glicose, galactose e
manose (LIU et al., 2011).
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Seguido da celulose, a lignina é o composto mais abundante. Possui estrutura
rigida que serve como protecdo para a planta contra micro-organismos (BURANOV;
MAZZA, 2008). Este composto € incorporado a parede celular, conforme o
crescimento da planta (RABELO, 2007). Pode-se verificar tal afirmacéo conforme a

Figura 4, a qual demonstra a estrutura de um material lignocelulésico.
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Figura 4: Estrutura de um material lignocelulésico. Fonte: SILVA et al., 2009
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2.5.1. Celulose

A celulose (23% - 50% da matéria seca da biomassa lignoceluldsica) € um
polimero linear que contém até 15.000 unidades de (3-D-glicoses unidas por ligagdes
glicosidicas B-1,4 carbono-carbono e por ligacdes de hidrogénio intramoleculares
(ligacbes entre unidades de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre
unidades de glicose de moléculas adjacentes) (Figura 5) (ARANTES; SADDLER,
2010).

Ligagdo de hidrogénio
intramolecular i

Ligacdo de hidrogénio
intermolecular

Celobiose

Figura 5: Estrutura quimica de celuose. Fonte: MORAIS, 2005

As cadeias de celulose sdo empacotadas em microfibrilas, que sao
estabilizadas por meio de ligacbes de hidrogénio (BRODEUR et al., 2011,
HENDRIKS et al.,, 2009). A Figura 6 mostra a estrutura de uma microfibrila, que

contém 36 moléculas de celulose depositadas umas sobre as outras.
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As ligagBes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez; e as ligagcbes
intramoleculares sdo responsaveis pela formacdo de fibrilas, estruturas altamente
ordenadas que se associam formando as fibras de celulose (VASQUEZ et al., 2007).

O indice de cristalinidade e o grau de polimerizacdo sdo propriedades
importantes para a classificacdo dos polimeros celuldsicos. O grau de polimerizacéo
informa a frequéncia relativa de ligacdes glicosidicas internas e terminais,
disponiveis para atuacdo de celulases. Pode ser definido com base no numero
médio de mondmeros e no peso meédio do polimero, assim como inferido a partir de
sua viscosidade. J4 o indice de cristalinidade estd associado a reatividade do
substrato e pode ser quantificado pelo método de difragdo de raios X (D*ALMEIDA,
1988).

Estas caracteristicas, juntamente com o envoltério de lignina, conferem a
macromolécula celulose grande resisténcia a hidrolise, o que representa um grande
desafio para a utilizagdo dos materiais lignocelulésicos em aplicacdes
biotecnolégicas, como a producdo de etanol de segunda geracdo (ARANTES;
SADDLER, 2010).



33

2.5.2. Hemicelulose

Por sua vez, a fracdo hemicelulosica (15% - 45% do material lignoceluldsico
seco) consiste em cadeias ramificadas de acucares, cujas unidades incluem
principalmente pentoses, como xilose e arabinose, e por hexoses, como glicose,
manose e galactose. Esta macromolécula contém ainda acidos hexurbnicos, como
os acidos [-D-glucurbnico, D-4-O-metilglucurénico e [(-D-galacturanico, e
deoxiexoses (Figura 7). A variedade de ligacoes e de ramificacdes, assim como a
presenca de diferentes unidades monoméricas, contribui para a complexidade da
estrutura hemicelulésica e suas diferentes conformacgdes (KOOTSTRA et al., 2009).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular
(100-200 unidades glicosidicas) e ndo contém regides cristalinas, sendo, portanto,
mais suscetivel a hidrdlise quimica sob condicbes mais brandas. Porém, a
fermentacdo dos acuUcares de cinco carbonos (pentoses) ainda ndo € téo

desenvolvida quanto os processos envolvendo a glicose (SUN; CHENG, 2005).
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Figura 7: Componentes da fracdo hemiceluldsica. Fonte: MORAIS, 2005

A Tabela 2 resume as principais caracteristicas da celulose e hemicelulose. O

entendimento destas caracteristicas é de fundamental importancia para a definigcdo
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das estratégias de aproveitamento das biomassas como matérias-primas para a

producédo de bioetanol e de outras substancias quimicas.

Tabela 2. Diferencas entre celulose e hemicelulose

CELULOSE HEMICELULOSE

- Unidades de glicose unidas entre si - Unidades de diferentes pentose e hexoses

ligadas entre si

- Alto grau de polimerizacéo (1000 a 15000 - Baixo grau de polimerizagdo (60 a 300
unidade de glicose) unidades de agucares)

- Forma arranjo fibroso - N&o forma arranjo fibroso

- Apresenta regides amorfas e cristalinas - Apresenta somente regies amorfas

- E atacada lentamente por acido inorganico - E atacada rapidamente por acido inorganico
diluido a quente diluido a quente

- E insoltvel em élcalis - E soltvel em alcalis

Fonte: PEREIRA Jr. et al. (2008)

A hemicelulose atua formando ligagdes entre a lignina e as fibras de celulose
conferindo rigidez e promovendo a integragao da rede celulose-hemicelulose-lignina
(HENDRIKS et al., 2009).

2.5.3. Lignina

A estrutura bioquimica da fracao lignina (10% - 30%) n&o esta relacionada a
moléculas simples de acucar, ndo sendo pretendida por isso, para a producdo de
bioetanol por rotas fermentativas. Essa fragdo, no entanto, desempenha um papel
fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrélise, uma vez que dificulta o
acesso a celulose. A estrutura da lignina apresenta forma tridimensional e é formada
por unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas
por ligagcbes do tipo éter e que estabelecem ligacdes cruzadas entre si. Esta
macromolécula é formada pela polimerizacdo de trés diferentes monémeros: alcool

cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 8) (LEMOS, 2001).
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Figura 8: Precursores primarios da lignina. Fonte: D’ALMEIDA, 1998

2.6. Hidrdlise de residuos lignocelulésico

A celulose € um dos principais constituintes dos vegetais e é a matéria
organica mais abundante do mundo. Este material possui um polimero linear com
até 15.000 unidades de glicose, que sdo unidas por ligagdes glicosidicas 3-1,4. A
molécula de celulose é arranjada em fibrilas e estdo ligadas umas as outras por
pontes de hidrogénio e é ligada também a lignina e hemicelulose, isso resulta em
uma estrutura rigida e resistente ao ataque enzimatico, por isso a degradacdo da
celulose, quando na natureza, € lenta (LIMA; RODRIGUES, 2007).

A producdo de etanol por meio de material lignocelulésico, como o caso de
residuos de uva, necessita um tratamento prévio para liberacdo dos
monossacarideos para que 0S micro-organismos possam utiliza-los durante a
fermentacao (TAMANINI; HAULY, 2004).

O objetivo do pré-tratamento € remover a hemicelulose e a lignina, reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais; além disso, deve
evitar a degradacdo ou perda de carboidratos e a formacdo de bioprodutos que
possam inibir os micro-organismos fermentadores. Existem diversos tipos de pré-
tratamentos, com diferentes rendimentos e efeitos distintos sobre a biomassa e
consequente impacto nas etapas subsequentes. Dentre os varios métodos de pré-

tratamento, os mais comumente utilizados sdo pirdlise, Exploséo a vapor, explosédo



36

de fibra de Amonia, explosdo com CO, (Steam explosion, Amomnia fiber explosion,
CO, explosion), ozonolise, hidrolise acida, hidrélise alcalina, deslignificacéo oxidativa
e processo Organosolv (SUN; CHENG, 2005).

Focando na hidrélise acida, tem por objetivo romper a estrutura
lignocelulésica por meio da solubilizagdo da hemicelulose no meio &cido, o que
promovera um aumento da digestibilidade da celulose nas etapas posteriores
(RABELO, 2010). Podem-se utilizar acidos concentrados ou diluidos. O &cido
sulfurico € o mais utilizado, por outro lado acidos como o cloridrico, fosférico e nitrico
vém sendo estudados (MENON; RAO, 2012). A dificuldade de romper a lignina e a
hemicelulose dos residuos é relacionada com o grau de diluicdo do acido utilizado
no procedimento. O uso de acidos concentrados ou com menor grau de diluicdo
rompe com maior facilidade as ligacdes de lignina e hemicelulose, entretanto resulta
em grande quantidade de compostos téxicos (BAMUFLEH; ALHAMED; DAOUS,
2013).

A hidrolise alcalina € muito utilizada quando tem-se por objetivo quantificar
acidos fendlicos totais, éster e o0 éter separadamente. Esta hidrolise pode ser feita de
duas formas: extracdo branda, onde a amostra é tratada com solucdo de hidroxido
de sodio 1mol/L, a 20°C por 24 horas, quebrando apenas ligacdes éster e, extracao
severa, onde a amostra € tratada com solucdo de hidroxido de sédio 4mol/L a 170°C
por 2 horas e quebra tanto ligacGes éster, quanto ligacdes éter (SANTOS, 2009).

A Figura 9 ilustra a quebra da estrutura da matéria lignoceluldsica pela
influéncia do pré-tratamento (BALAT, 2010).

Esta separacdo também pode ser por hidrélise enzimatica pelo uso de
celulases como R-endoglucanases, R-exoglucanases ou celobiohidrolases e [3-
glucosidases. As endoglucanases hidrolisam internamente ligacbes glicosidicas
(ligacdo R-1,4), atuando sobre celo-oligossacarideos, celulose contendo &cido
fosforico, celulose substituida como carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose
(HEC); porém nao atacam a celobiose. As 3-exoglucanases clivam a celulose e celo-
oligossacarideos a partir do terminal redutor e ndo redutor da cadeia desses
polimeros, liberando o dissacarideo de celobiose. As [3-glucosidases hidrolisam a
celobiose e outros celo-oligossacarideos curtos a glicose (LIMA; RODRIGUES,
2007).
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(BALAT, 2010)

2.7. Micro-organismos produtores de bioetanol

Existem muitos géneros de micro-organismos produtores de etanol que estéao
sendo estudados para produzir etanol a partir de residuos industriais ou matérias-
primas de baixo custo, como o bagaco da cana, casca de soja, palha de arroz,
residuos de uvas entre outros. Esses micro-organismos podem ser leveduras do
género Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pachysolen e
Spathaspora; fungos filamentosos do género Fusarium, Mucor, Monilia e
Paecilomyces; e bactérias do género Clostridium, Bacillus, Bacteréides,
Thermoanaerobacter, Klebsiella, Cellulomonas e Zymomonas (SILVA, 2007,
ERNANDES, 2009; CADETE et al., 2009).

Um exemplo da utilizacdo de residuos para producdo de etanol por micro-
organismos é o estudo de Silva (2007), que utilizou Pichia stipitis para fermentar
hidrolisado de palha de arroz para producdo de etanol. Neste trabalho o autor
alterou o meio de fermentacdo e teve aumento de 14% na produtividade. Quando
inseriu agitacdo/aeracao nos frascos de fermentagédo, obteve um aumento de 63%

na produtividade e 24% na conversdo em etanol.
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2.8. Zymomonas mobilis

A bactéria Zymomonas mobilis € Gram negativa, anaerdbia facultativa e pode
se apresentar de forma isolada, em pares ou em cadeias. Sua reproducdo € por
divisdo binaria simples (RANZAN, 2010). Esta bactéria € de grande interesse
biotecnolégico, uma vez que produz varios bioprodutos como etanol, levana, sorbitol,
acido glucénico e fruto-oligossacarideo (SILBIR et al., 2014).

Esta bactéria utiliza substratos contendo glicose, frutose ou sacarose e 0s
fermenta, tendo como produto principal o etanol chegando a produzir até 97%.
Quando o acucar disponivel € a sacarose, seu rendimento de etanol cai para 75-
80% e ha como subprodutos principais sorbitol e levana (ERNANDES; BOSCOLO;
GARCIA-CRUZ, 2010).

Para producédo de etanol o pH varia entre 4,5 e 7 em temperaturas de 30 a 35
°C, entretanto a influéncia destes dois parametros vai depender do tipo de produto
que se quer obter. Em temperaturas proximas de 40 °C ocorre redugcdo de
crescimento e inibicdo da producéo de etanol (ERNANDES; BOSCOLO; GARCIA-
CRUZ, 2009).

Por ser uma bactéria quimio-organotrdéfica, além do carboidrato, a Z. mobilis
precisa de outros nutrientes para seu desenvolvimento, como: nitrogénio (necessario
para o “pool” proteico das células e auxilia no crescimento celular); fosforo (utilizado
nas vias metabdlicas, iniciadas pela fosforilagdo do substrato e € constituinte das
molecular de ATP); enxofre (componente estrutural da célula, € fundamental para
formacdo de proteinas); e outros micronutrientes (RANZAN, 2010).

Torres e Baratti (1988) averiguaram a influéncia da concentragao de substrato
inicial para producao de bioetanol a 30 °C com Z. mobilis, temperatura esta utilizada
para os experimentos deste trabalho. As concentracdes testadas por Torres e Baratti
foram 100, 120, 140 e 160 mg/mL de glicose somado com frutose inicial. Os autores
observaram que a producdo de bioetanol reduziu conforme o aumento da
concentracdo de substrato. Com 100 mg/mL de substrato a producéo foi de 48,2
mg/mL de bioetanol e para 160 mg/mL a producdo caiu para 36,2 mg/mL.
Comparando-se o consumo de glicose e frutose para 100 e 160 mg/mL, a reducéo

foi de 7 e 29,7 % de glicose e frutose, respectivamente.
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Ferreira (2013) utilizou Z. mobilis para producdo de bioetanol a partir de
hidrolisado de casca de banana. Obteve producdo méxima de bioetanol de 87,7
mg/mL, e suas melhores condi¢cdes foram pH 4,5, 35 °C, 250 mg/mL de teor de
sélidos totais em 24 horas de fermentacao. Neste mesmo trabalho foi observado que
0 aumento da producéo de bioetanol foi proporcional ao aumento do teor de sélidos
totais.

2.9. Candida tropicalis

As leveduras sdo mais utilizadas para producdo de bioetanol por serem
consideradas melhores produtoras. Destas, a Sacharomyces cerevisiae é a mais
utilizada por ser resistente ao bioetanol, entretanto leveduras do género Candida
estdo entre as maiores produtoras, podendo-se citar a C. tropicalis, C. guilliermondii,
C. mogii, entre outras espécies deste género (CASSALES, 2010).

A C. tropicalis € uma levedura diploide asporogénica, que é capaz de
consumir diferentes substratos como dissacarideos, fenois, alcanos, derivados de
alcanos e 4cidos graxos. Esta levedura consegue crescer mesmo que haja apenas
uma fonte de carbono, tendo altos rendimentos de biomassa. E uma levedura
considerada termotolerante e com capacidade de sobreviver, além de continuar um
processo fermentativo, em niveis consideraveis de etanol, necessaria para producao
deste a partir de biomassa lignocelulésica (JAMAI et al., 2001).

Contudo, o bioetanol ndo é o produto principal produzido por C, tropicalis e
sim o xilitol. Entretanto quando se alteram algumas condi¢cdes de fermentagcdo esta
deixa de produzir xilitol e passa a produzir bioetanol (OBEROI et al., 2010).

A C. tropicalis pode ser utilizada para producdo de bioetanol de segunda
geracdo. Para isto, € necessario utilizar hidrélise acida para que promova a liberacao
de acucares fermentesciveis, uma vez que esta levedura metaboliza os compostos
liberados na degradacéo da lignina, os quais podem inibir outros micro-organismos
(MARTIN et al., 2010).

Rattanachomsri et al. (2009), utilizaram hidrolisado enzimatico de polpa de
mandioca para producdo de bioetanol. A producdo maxima de etanol foi de 14,3
mg/mL em 30 horas. Utilizaram pH entre 4,5 e 5 incubado a 40 °C, ja que a C.

tropicalis é considerada uma levedura termotolerante.
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Martin et al. (2010) verificaram a producéo de etanol e xilitol por C. tropicalis
em podas de oliveira em diversas condigbes. Quando empregaram pH 5 e 6,5,
temperatura de 30 °C e agitacado de 500 rpm, ocorreu maior producédo de etanol do
que de xilitol em 12 horas de processamento.

Além de converter pentoses e hexoses em xilitol e etanol, esta levedura é
empregada na biodegradacéo de fenol ou compostos aromaticos, uma vez que a C.
tropicalis consegue assimilar estes compostos (VARMA; GAUKWAD, 2009). O fato
desta levedura ndo ser inibida por esses tipos de compostos presentes no
hidrolisado &acido, a tornam uma alternativa desejada para producéo de etanol em
hidrolisados lignoceluldsicos, além de ndo ser necessaria a etapa de desintoxicacédo
do hidrolisado (HUANG et al., 2011).

2.10. Consorcio de micro-organismos

O consércio pode ser feito pela combinacdo de dois ou mais micro-
organismos, sejam estes bactérias, leveduras ou fungos filamentosos (CASSALES,
2010).

Pode-se dizer que para o0 consorcio sdo empregadas basicamente duas
estratégias: utilizacdo de dois micro-organismos, um responsavel pela sacarificacao
do residuo e o outro pela sintese do produto em si e pelo processo conhecido como
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF), Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultaneas. Neste, 0 micro-organismo além de ser capaz de produzir
etanol ou outro produto ou subproduto, também é apto a sintetizar celulases ou
estas enzimas podem ser adicionadas ao sistema durante o cultivo (LIMA;
RODRIGUES, 2007). O consorcio de micro-organismos tem mostrado maior
eficiéncia quando comparado aos experimentos que utilizam apenas um tipo de
micro-organismos (CASSALES, 2010).

Em um estudo realizado por Patle e Lal (2008) o consorcio empregado foi Z.
mobilis e C. tropicalis no hidrolisado do residuo de thippi (produto com alto teor de
amido), eles observaram que, além de produzir maior quantidade de bioetanol, o
tempo de fermentacé&o foi menor.

Das et al. (2013) utilizaram hidrolisado enzimatico de palha de arroz para

fermentacdo com Z. mobilis e S. cerevisiae. A maior producédo de bioetanol foi de
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41,1 mg/mL em pH 6 e temperatura de 30 °C. Os autores concluiram que o0 emprego
deste consércio pode ser uma alternativa apropriada para suprir a demanda de
biocombustiveis e reducédo de residuos descartados ao meio ambiente.

Hickert et al. (2013) empregaram o consorcio com S. cerevisiae e C. shehatae
no hidrolisado acido de casca de arroz. Observaram que com o consércio houve
maior bioconversdo de hexoses e pentoses (glicose e xilose, respectivamente) em
bioetanol. Para o trabalho de Singh, Majumder e Ghosh (2014) o controle de
oxigénio para o consorcio de Z. mobilis e Pichia stipitis favoreceu a producao
maxima de bioetanol no hidrolisado acido de biomassa de grama.

Silva (2014) estudou a producgao de etanol a partir do hidrolisado do bagaco
de cana-de-acUcar por fermentacdo pelo consorcio formado por Pachysolen
tannophilus e Zymomonas mobilis. O consorcio obteve 42 mg/mL de etanol nas
condigbes de pH 6,5 com 15% m/v do hidrolisado desintoxicado no tempo de 6 h, a
30 °C, com produtividade de 5,4 g/L.h™ . Mostrando assim, ter potencial para obter

maior producéo de etanol em pouco tempo de fermentacao.
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3. OBJETIVOS

Determinar a producdo de bioetanol de segunda geracéo, pela fermentacao

de residuos de uvas das espécies Isabel e Bordd, engaco (sustentagdo do cacho de

uva) e mistura (bagaco fermentado e engaco), hidrolisados com acido sulfurico, pelo

consoércio da bactéria Zymomonas mobilis e da levedura Candida tropicalis.

3.2. Especificos

Hidrolisar os residuos de uva, bagaco e engaco, com acido sulfarico
para liberacdo dos acucares fermentesciveis;

Determinar a concentracdo da solucdo acida e tempo para a hidrélise
dos residuos de uva;

Realizar fermentagdes com cada micro-organismo utilizando o
hidrolisado &cido da mistura de 50% do bagaco fermentado com 50%
do engaco, o hidrolisado &cido do engaco e meio semi-sintético como
substrato para producédo de bioetanol, acompanhando variacdo de pH e
crescimento da biomassa;

Realizar fermenta¢cdes com o consorcio dos micro-organismos em cada
residuo separadamente acompanhando variacdo de pH e crescimento
da biomassa;

Avaliar a producéo de bioetanol por cromatografia gasosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental do presente trabalho foi desenvolvida no Laboratério de
Biopolimeros, do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - IBILCE - UNESP- Campus de
Séo José do Rio Preto/SP.

4.1. Residuos de uva

Os residuos de uva foram fornecidos pela Vinicola do Seu Santin, localizada
na cidade de Jales-SP. Fazem parte destes residuos o engaco, que € formado pela
armacdo do cacho da uva que suporta o fruto e o bagaco, que é constituido pela
pelicula, as sementes e 0s restos da polpa da uva, resultantes do esmagamento da
fruta no processo de separacédo do suco ou mosto utilizados na fermentagao para
producgéo de vinho.

Foi utilizada a quantidade especifica de engaco e mistura (50% engaco e 50%

bagaco) da uva e foi homogeneizado o tamanho de particula e a umidade.

4.2. Hidrélise dos residuos de uva

4.2.1. Padronizacgdo da hidrodlise

Foram testadas hidrolises nas concentra¢des de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0;
3,5;4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0% (v/v) de acido sulfarico, em duplicata. Para isto, pesou-
se 5,0 g do engago previamente seco e triturado, em Erlenmeyer de 250 mL e
adicionou-se 25 mL da respectiva solucao acida. Pesou-se também 5,0 g da mistura
(2,59 de engaco juntamente com 2,5g do bagaco) previamente secos e triturados,
em Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 25 mL da respectiva solugdo acida. Os
hidrolisados foram tratados com aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm? nos

tempos de 5, 10 e 15 minutos. O tempo médio de aquecimento da autoclave e de



voltar a pressdo aos niveis normais foi de 10 minutos. Apos, os Erlenmeyers foram
deixados por 20 minutos em temperatura ambiente até resfriamento fora da
autoclave, e ajustou-se o pH para 6 com hidroxido de sédio 50% (m/m). Cada
hidrolisado foi centrifugado a 3600 rpm por 20 minutos, para separacao do bagaco e
engaco remanescentes. Apds centrifugacdo, filtrou-se o hidrolisado em papel de
filtro Whatman n° 1 para remoc¢ao completa do bagaco e engaco da uva.

Todos os filtrados foram armazenados em frasco com tampa em torno de 0°C.
Em cada hidrolisado foram determinados acucares totais (DUBOIS et al., 1956) e
acucares redutores (NELSON, 1944; SOMOGY]I, 1952).

A padronizacao foi determinada considerando em qual concentracdo minima
de acido extraiu-se quantidade de acucares satisfatéria em condi¢cbes da autoclave a
121 °C e 1 kgf/cm?, considerando que, mesmo em uma concentracéo alta de acido,
pode-se extrai mais acucares, ou em uma concentracdo baixa de acido, pode-se
extrair menos, essa diferenca entre a maxima e a minima extragdo pode nado ser
significante, optando assim, pelo processo que utilizou menos tempo, menos

reagente e liberacdo de agUcares satisfatoria.

4.3. Micro-organismos e meios de cultura

4.3.1. Zymomonas mobilis

A cultura da bactéria Zymomonas mobilis CCT4494 foi adquirida da Colecéo
de Culturas Tropical (CCT) da Fundagdo André Tosello - Pesquisa e Tecnologia de
Campinas, Estado de Séao Paulo.

4.3.1.1. Meio para armazenamento, enriquecimento e pré-

fermentacéo

O meio utilizado para armazenamento da bactéria foi chamado agar
Zymomonas mobilis (AZM). Este meio foi composto por (g/L): peptona, 10; extrato de

levedura, 10; glicose, 20; e agar, 15. As células foram armazenadas na temperatura
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de 4 °C. O meio utilizado para enriquecimento da bactéria foi o chamado caldo
Zymomonas mobilis (CZM). Este meio contém 0s mesmos reagentes que o0 AZM,
exceto agar, obtendo assim um meio liquido (caldo). Este meio foi adicionado de
glicose e hidrolisado acido. Os meios de cultura foram chamados de semi-sintético,

com hidrolisado acido.

4.3.1.2. Meio de fermentacéao

O meio utilizado para fermentacdo da bactéria foi constituido por (g/L):
MgSOy, 1; (NH4)2S04, 1; KH,PO,, 1; Extrato de levedura, 5, proposto por Rodriguez

e Callieri (1986) com modificacdes.

4.3.1.3. Preparo do pré-indculo

A cepa de Zymomonas mobilis CCT4494 foi repicada em tubos com CZM e
incubada a 30 °C por 24 horas (MORO, 2012).

4.3.1.4. Pré-fermentacao

Apés 24 horas de pré-inéculo, 10 tubos com a cultura crescida foram
transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de CZM,
incubados em shaker orbital com controle de temperatura a 30 °C sem agitacao, por
24 horas. Posteriormente a massa celular foi centrifugada e resuspendida em agua
destilada esterilizada para homogeneizac¢ao do in6culo (MORO, 2012).

4.3.2. Candida tropicalis

A levedura C. tropicalis foi adquirida da Colecdo de Culturas Tropical (CCT)
da Fundacédo André Tosello - Pesquisa e Tecnologia de Campinas, Estado de Séo

Paulo.
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4.3.2.1. Meio para armazenamento, enriquecimento e pré-

fermentacéo

O meio utilizado para armazenamento da levedura foi chamado de agar
Candida tropicalis (ACT). Este meio foi composto por (g/l): extrato de malte, 3;
extrato de levedura, 3; peptona, 5; xilose, 10; e agar, 20. As células foram
armazenadas na temperatura de 4 °C. O meio utilizado para enriquecimento da
levedura foi chamado de caldo Candida tropicalis (CCT). Este meio contém o0s
mesmos reagentes que o ACT, exceto agar, obtendo-se um caldo.

O meio utilizado para fermentagcdo da levedura foi constituido por (g/L):
MgSOy, 1; (NH4)2SO,4, 1; KH,PO,4, 1; Extrato de levedura, 5, proposto por Patle e Lal
(2008), com modificacbes. Este meio foi adicionado de xilose e hidrolisado acido. Os

meios de cultura foram chamados de semi-sintético e hidrolisado acido.

4.4. Fermentagdes com hidrolisados acidos

4.4.1. Experimento | — Fermentacdo utilizando o hidrolisado acido da
mistura dos residuos de uvas (50 % engaco e 50 % bagaco fermentado) como

substrato para a bactéria Zymomonas mobilis

As varidveis utilizadas para Z. mobilis foram baseadas em trabalhos
realizados com o mesmo micro-organismo (ERNANDES, 2009; MORO, 2012;
FERREIRA, 2013). Assim as condi¢cfes foram: temperatura de 30 °C; concentracdo
de substrato de 5 % (m/v); pH 6; sem agitacdo e tempo de incubacao de 12, 24, 36 e
48 horas, para conhecer o comportamento da bactéria. Todas as amostras foram
incubadas em estufa DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio). Apés cada tempo de
fermentacao, determinou-se a absorbancia (570 nm) (ERNANDES, 2009; MORO,
2012; FERREIRA, 2013), para verificar crescimento celular e, também, determinou-
se 0 pH. O restante do meio foi centrifugado a 3600 rpm por 15 minutos para
separar as células do meio, e separar uma aliquota para analise de etanol por
cromatografia gasosa (item 4.6.2.).
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4.4.1.1. Padronizacao do inoculo

Para padronizar o indculo utilizou-se o meio CZM para o crescimento da
bactéria. Este procedimento foi realizado com intervalo de 24 horas e incubagédo a
30 °C. Primeiro, inoculou-se a bactéria em 5 tubos de ensaio contendo 5 mL de CZM
cada. A seguir os tubos foram vertidos em um Erlenmeyer com 75 mL de CZM e, por
altimo, todo o conteudo do Enlernmeyer foi passado para outro com 150 mL de
CZM. Posteriormente a essas etapas, contrifugou-se o caldo do ultimo erlenmeyer
por 15 minutos a 3600 rpm e 25 °C, a fim de separar as células do CZM. O caldo foi
desprezado, entdo adicionou-se agua destilada esterilizada para lavagem do “pellet”
de células e retirada de qualquer residuo do CZM, e centrifugou-se novamente. A
agua remanescente foi descartada.

O “pellet” de células bacterianas foi ressuspendido com agua destilada
esterilizada e fizeram-se diluicbes que, por sua vez, foram lidas em
espectrofotometro a 570 nm.

Posteriormente, em uma cubeta de espectrofotdbmetro contendo 3 mL de agua
destilada, gotejou-se a suspensao contendo bactéria (média desejada de 0,15 mL)
até atingir absorbancia de 0,300 (570 nm). Por meio de uma regra de trés, foi

quantificado o peso inicial da bactéria em cada Erlenmeyer para fermentacao.

Calculo:

3 mL ------ X (Equacio 1)
y - z

Onde:

X = volume utilizado de suspenséo na cubeta;
y = volume final de meio da fermentacéao;

z = volume de suspensao com a bactéria utilizada para fermentacao.
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4.4.2. Experimento Il — Fermentagcdo com a utilizacdo do hidrolisado

acido do engaco de uva como substrato pela bactéria Zymomonas mobilis

As variaveis utilizadas para Z. mobilis estdo descritas no item 4.4.1 com a
alteracédo de que o tempo de incubacéo foi de 8 horas com retirada de aliquotas de 2
em 2 horas para verificar o comportamento da bactéria para com o hidrolisado acido
do engaco e avaliar a producado de etanol neste periodo.

A padronizacao do inoculo esta descrita no item 4.4.1.1.

4.4.3. Experimento Ill — Fermentacdo com a utilizacdo do hidrolisado

acido do engacgo de como substrato pela levedura Candida tropicalis

As condicdes utilizadas para a levedura Candida tropicalis foram: temperatura
de 30 °C; concentracdo de substrato de 5 % (50 g/L) por evaporacdo em banho-
maria até que concentracado desejada fosse atingida (°Brix); pH 6; sem agitacdo e
tempo de incubacao de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Estes permitiram determinar o
comportamento da levedura no hidrolisado acido, pois foi o primeiro experimento
com este micro-organismo com este substrato nestas condi¢cdes. Todas as amostras
foram incubadas em estufa D.B.O. ApOs cada tempo de fermentacao, determinou-se
a absorbancia (570 nm), para verificar crescimento celular e determinou-se também
o pH. O restante do meio foi centrifugado a 3600 rpm por 15 minutos para separar
as células do meio além disso, uma aliguota foi retirada para analise de etanol por

cromatografia gasosa (item 4.6.2.).

4.4.3.1. Padronizacao do in6culo

Para padronizar o in6culo utilizou-se o0 meio CCT para o crescimento da
levedura. Este procedimento foi realizado em intervalo de 24 horas e incubacao a 30
°C a 220 rpm. Primeiro, inoculou-se a levedura em 5 tubos de ensaio contendo 5 mL
de CCT cada. A seguir os tubos foram vertidos em um Erlenmeyer com 75 mL de
CCT e, por ultimo, todo o conteudo do Enlernmeyer foi passado para outro com 150

mL de CCT. Posteriormente a essas etapas, centrifugou-se o caldo do udltimo
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Erlenmeyer por 15 minutos a 3600 rpm e 25 °C, a fim de separar as células do CCT.
O caldo foi desprezado, entdo adicionou-se agua destilada esterilizada para lavagem
do “pellet” de células e retirada de qualquer residuo do CCT, e centrifugou-se
novamente. A agua remanescente foi descartada.

O “pellet” de células foi ressuspendido com agua destilada esterilizada e
fizeram-se diluicGes que, por sua vez, foram lidas em espectrofotometro a 570 nm.

Posteriormente, em uma cubeta de espectrofotometro contendo 3 mL de agua
destilada, gotejou-se a suspensao contendo a levedura (média desejada de 0,15
mL) até atingir absorbancia de 0,300 (570 nm). Por meio de uma regra de trés, foi

quantificado o peso inicial da levedura em cada erlenmeyer para fermentacao.

Calculo:

3mL - X (Equagao 1)
y - z

Onde:

X = volume utilizado de suspensao na cubeta;
y = volume final de meio da fermentacao;

z = volume de suspensao com a bactéria utilizada para fermentacéo.

4.4.4. Experimento IV — Fermentacdo utilizando o hidrolisado acido da
mistura dos residuos de uvas (50 % engaco e 50 % bagaco fermentado) como

substrato pela levedura Candida tropicalis

As condi¢Bes utilizadas para C. tropicalis estdo descritas no item 4.4.3, no
entanto, o tempo de incubacéo foi de 8 horas com retirada de aliquotas de 2 em 2
horas, pois no experimento Il a primeira aliquota foi retirada em 24 horas de
fermentacdo, e como a Figura 25 (pag. 66) mostra, a producdo de etanol deste
tempo em diante apresentou-se decrescente, assim houve a necessidade de
investigar a producao de etanol antes deste periodo.

A padronizacao do inoculo esta descrita no item 4.4.3.1.
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4.4.5. Experimento V - Fermentacdo utilizando o hidrolisado &cido da
mistura dos residuos de uvas como substrato pelo consércio de micro-

organismos

As variaveis utilizadas para Z. mobilis estdo descritas no item 4.4.1 e para C.
tropicalis estdo descritas no item 4.4.3 com tempo de incubacdo de 8 horas com
retirada de aliquotas de 2 em 2 horas. As fermenta¢cdes com 0S micro-organismos
separados aconteceram nestas condi¢des (padronizacdo dos experimentos).

As padroniza¢des dos indculos estdo descritas nos itens 4.4.1.1. para a Z.

mobilis e 4.4.3.1. para a C. tropicalis.

4.5. Fermentacbes em meios semi-sintéticos

4.5.1. Zymomonas mobilis em meio semi-sintético

Neste experimento 0 meio semi-sintético foi composto pela glicose como
substrato, na concentragéo de 50g/L.

As variaveis utilizadas para Z. mobilis estdo descritas no item 4.4.1 com o
tempo de incubacéo para 8 horas com retirada de aliquotas de 2 em 2 horas e a

padronizacao do indculo esta descrita no item 4.4.1.1.

4.5.2. Candida tropicalis em meio semi-sintético

Neste experimento o meio semi-sintético foi composto pela xilose como
substrato, na concentracéo de 50g/L.

As condi¢cBes utilizadas para C. tropicalis estdo descritas no item 4.4.3, no
entanto, o tempo de incubacao foi de 8 horas com retirada de aliquotas de 2 em 2

horas e a padronizacéo do inoculo esta descrita no item 4.4.3.1.
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4.5.3. Consorcio em meio semi-sintético

Neste experimento 0 meio semi-sintético foi composto pela glicose como
substrato, na concentragéo de 50g/L.

As variaveis utilizadas para Z. mobilis estdo descritas no item 4.4.1 e para C.
tropicalis estdo descritas no item 4.4.3, o tempo de incubagdo para 8 horas com
retirada de aliquotas de 2 em 2 horas.

As padronizacfes dos inéculos estdo descritas nos itens 4.4.1.1. para a Z.

mobilis e 4.4.3.1. para a C. tropicalis.

4.6. Métodos analiticos

4.6.1. Determinacédo de agucares redutores (AR)

Em tubo de ensaio, foram colocados 0,5 mL do hidrolisado (diluido em agua
destilada quando necessario), 0,5 mL do reagente de Somogyi e deixou-se em
banho-maria a 100°C por 10 minutos. Em seguida, adicionaram-se 0,5 mL do
reagente de Nelson e 3,5 mL de agua destilada e determina-se a concentragdo a
540 nm em espectrofotdmetro (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1952).

4.6.2. Determinacgao de etanol por cromatografia gasosa

O etanol produzido foi determinado por cromatografia gasosa pelo
equipamento Thermo Scientific serie 367B08 modelo 260W298P equipado de coluna
TR-WAX e detector de ionizagdo de chama. Este é um método fisico de separacgéo
no qual os componentes sdo distribuidos entre duas fases: a fase estacionaria, e a
fase movel. A temperatura do injetor € mantida a 230°C e a do detector a 270°C. A

temperatura do forno foi programada inicialmente para 40°C, a qual foi aumentada a
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uma velocidade de 20°C por minuto até atingir temperatura final de 100°C. Como
gas de arraste foi utilizado nitrogénio, em taxa split de 1:20 e tempo de corrida de 5
minutos. A amostra do “headspace” (50uL) foi retirada por meio de seringa propria

para gases.

4.6.3. Determinacao do pH

O pH foi determinado diretamente no caldo fermentado por potenciometria

utilizando o pHmetro Digmed modelo DM20.

4.6.4. Determinacéo da Concentragéo Celular

A concentracdo celular foi monitorada através da absorbancia no
espectrofotdmetro Libra 5 UV-VIS “Double Beam” de suspensdes diluidas do meio
de fermentacdo, num comprimento de onda de 570 nm para os dois micro-
organismos. A conversao da suspensdo em concentracdo (massa de matéria seca
por unidade de volume) foi obtida através da curva de calibracdo da concentracdo

celular de suspensdes de Zymomonas mobilis e Candida tropicalis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Padronizacéo da hidrdlise dos residuos de uva

Os residuos de uva fornecidos pela Vinicola do Seu Santin, localizada na
cidade de Jales-SP, foram secos ao sol, moidos e o tamanho das particulas
utilizadas foi homogeneizado por meio de peneiras até atingir o tamanho < que 0,84
mm.

Primeiramente as hidrélises aconteceram no tempo de 5 minutos em todas as
concentracbes de acido sulfurico testadas (item 4.2.1.). Os resultados da

quantificacdo de acUcares redutores e totais estdo mostrados nas Figuras 10 e 11.

Liberacio de Acticares Redutores por Hidrélise Acida
35
30 +
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Figura 10: Liberacdo de agucares redutores por hidrélise acida por 5 minutos e

aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?

Observa-se que o bagaco foi o residuo que liberou menor quantidade de
acucares por este tratamento. Por outro lado, 0 engaco € o que mais apresentou
acucares redutores apos analise pelo método proposto por Nelson (1944) e Somogyi
(1952). A mistura, de 1:1 dos residuos, apresentou liberacdo intermediaria de

acucares quando comparada aos outros dois.
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Figura 11: Liberacdo de acUcares totais por hidrélise acida por 5 minutos e

aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?

A andlise de acucares totais (DUBOIS et al., 1956), mostra que o bagaco
continua sendo o residuo que, no pré-tratamento para liberacdo de acucares,
forneceu a menor quantidade do substrato para possivel conversdo em etanol. Por
outro lado, o engaco, nas mesmas concentracdes de acido sulfarico que liberou
maior quantidade de acucar; ja a mistura dos residuos (1:1) disponibilizou,
praticamente, a mesma quantidade de acucar, em menor concentracdo de &cido
(Figura 11).

De acordo com os resultados obtidos pela hidrélise acida por 5 minutos de
aguecimento, optou-se por utilizar as concentracdes de 1,0; 1,5 e 2,0% em um novo
tratamento com 10 minutos de aquecimento. Estas concentragfes foram as que
liberaram melhores quantidades de acguUcares dos residuos de uva. Mesmo sendo
observado que concentracdes maiores de acido sulfurico liberou mais acucares do
que as de 1,0; 1,5 e 2,0%. Estes valores foram selecionados para os experimentos
posteriores, pelo fato de serem menores e a producéo de aclUcares serem parecidas.
Os resultados das hidrélises por 10 minutos, variando estas concentragdes de acido
sulfurico, e a quantidade de acucares redutores e totais estdo apresentadas Figuras
12 e 13.
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Liberacdo de Aclcares Redutores por Hidrélise Acida
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Figura 12: Liberacdo de acUcares redutores por hidrélise &cida por 10 minutos e

aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?

A Figura 12 mostra que o engaco foi o residuo que mais liberou agucares
fermentesciveis quando comparado com o0s outros residuos. A mistura (1:1) e
bagaco, nas mesmas condi¢cdes de tratamento, liberaram quantidades proximas
destes.Portanto, foram realizados novos tratamentos com as mesmas concentracoes

de &cido sulfarico, porém com 15 minutos de aquecimento.

Liberacdo de Aglicares Totais por Hidrdlise Acida
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Figura 13: Liberacdo de acucares totais por hidrolise acida por 10 minutos e

aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?

A Figura 13 mostra um comportamento semelhante ao observado na Figura

12 para a analise de agucares totais.
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As Figuras 14 e 15 mostram o pré-tratamento acido durante 15 minutos de
aquecimento em autoclave. O engaco foi o residuo que liberou mais agucares
quando comparado com o0s outros dois residuos em, praticamente, todas as
concentracbes do acido nos trés tempos de tratamento. No entanto liberacdo de
acucares durante 5 minutos de aguecimento foi a mais eficiente, mesmo sendo

menos tempo.
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Figura 14: Liberacdo de acUcares redutores por hidrélise &cida por 15 minutos e
aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?
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Figura 15: Liberacdo de acuUcares totais por hidrélise acida por 15 minutos e

aquecimento em autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm?
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De acordo com as hidrélises apresentadas nas Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e
15, comparando todos os processos, foram selecionadas as condigbes: 1,5 % de
concentracdo de acido sulfdrico, durante 5 minutos de hidrdlise e aquecimento em
autoclave a 121 °C e 1 kgf/cm®. Estas condicdes foram satisfatérias para
disponibilizar os acglcares fermentesciveis e foram utilizadas para padronizar todos
0S experimentos.

Esta concentracdo foi escolhida pelo fato de que o uso de concentracdes
mais baixas de acido sulfarico reduz o risco de corrosédo dos fermentadores, além de
reduzir custos pela menor quantidade a ser utilizada deste reagente. A temperatura
foi mantida constante, entretanto, o tempo escolhido foi 0 menor, uma vez que
diminuem os gastos com energia, tornando o processo com menor custo (TOMAZ-
PEJO et al., 2011).

Cara et al. (2008) utilizaram acido sulfarico nas concentra¢ées de 0,2; 0,6; 1,0
e 1,4 % e temperaturas de 170, 180, 190, 200 e 210 °C, todos com 1 minuto de
duracdo, em residuos de oliveira. Estes pesquisadores observaram que a maior
quantidade de acuUcares totais liberados foi de 24,3 g/100g de residuos a 170 °C e
1,0 % de &cido sulfurico. Eles também observaram que conforme a temperatura
aumentava, a liberagcédo destes acucares diminuia. Esta diferenca entre os trabalhos
pode ser devida tanto a residuo quanto a temperatura utilizada (HUANG et al.,
2011).

Noronha et al. (2010) realizaram um estudo utilizando acido sulfurico
concentrado em bagaco de cana de agucar com aquecimento a 121 °C por 10
minutos, os resultados obtidos foram semelhantes aos do trabalho de Scordia et al.
(2012). Isto é, liberaram maiores quantidades de xilose (15,76 g/L) do que glicose
(1,34 g/L). No presente trabalho a liberacdo de acucares redutores foi de 23,6 g/L no
engaco de uva utilizando 1,5 % de &cido sulfarico e 10 minutos de aquecimento em
autoclave a 121 °C. No entanto, com 5 minutos de aguecimento, nas mesmas
condicbes, a liberagcdo de acucares fermentesciveis foi de 27,91 g/L no mesmo

residuo.
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5.2. FermentacOes com hidrolisados acidos

5.2.1. Experimento |I: Zymomonas mobilis com o hidrolisado &cido da

mistura dos residuos de uva

Neste experimento foram realizados testes com o meio de cultura contendo o
hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva (50 % engaco in natura com 50%
bagaco fermentado). As condicbes testadas foram 30 °C; pH inicial de 6;
concentracdo de substrato de 5 % (m/v); e foram retiradas aliquotas nos tempos de
12, 24, 36 e 48 horas de fermentagéo.

A variacao do pH foi de 6,0 a 5,55 durante a fermentacéo (Figura 16).

Variagao do pH - Ferm. Z. mobilis com a Mistura
dos Residuos de Uva
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Figura 16: Variacdo do pH da fermentacdo realizada pela bactéria Zymomonas
mobilis com o hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva nos
tempos de 12, 24, 36 e 48 horas incubado a 30 °C

Na Figura 16, observa-se que houve pouca variagcdo do pH no decorrer da
fermentacdo. Esta pequena alteracdo do pH, pode ser um reflexo do crescimento

celular que € mostrado na Figura 17.
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5.2.1.1. Crescimento celular

O crescimento celular (biomassa) foi determinado no decorrer do experimento
utiizando a leitura da absorbancia por espectrofotometria (570 nm). Esta
determinacao € importante para verificar a influéncia dos diferentes meios de cultura,
nos diferentes substratos para com o0s micro-organismos utilizados, refletindo, ou
nao, na producgéo de bioetanol.

A Figura 17 mostra o crescimento da biomassa durante o0 processo
fermentativo, nesta pode-se observar que nas 12 primeiras horas de fermentacéao foi
atingido o maior crescimento, que se torna praticamente constante durante todo o

periodo fermentativo.
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Figura 17: Crescimento da biomassa durante a fermentacao realizada pela bactéria
Zymomonas mobilis com o hidrolisado acido da mistura dos residuos de
uva nos tempo de 12, 24, 36 e 48 horas incubado a 30 °C

5.2.1.2. Determinacéo da producao de bioetanol por cromatografia

gasosa

As amostras foram analisadas no cromatografo de gases, mas, nao foi
detectado etanol.
No estudo de Letti et al. (2012), utilizando melaco de soja, produziram-se 24,2

g/l de bioetanol com Z. mobilis. As condicfes testadas foram pH 6, temperatura 30
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°C e concentragdo de acuUcares totais de 15 %, o triplo do utilizado no presente
trabalho (5 %). Mazaheri et al. (2012) utilizaram vagem de alfarroba, sem hidrolise,
para producédo de bioetanol com esta mesma bactéria. A producdo maxima foi de

15,9 g/ em 5 % de acucares totais a 31°C em 43 horas.

5.2.2. Experimento II: Zymomonas mobilis com o hidrolisado acido do
engaco dos residuos de uva

Neste experimento foram realizados testes com o hidrolisado acido do engaco
de uva. As condi¢cbes testadas foram 30 °C; pH inicial de 6; concentracdo de
substrato de 5 % (m/v); e foram retiradas aliquotas nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas
de fermentacéo, assim como nos outros experimentos do presente trabalho.

A variacao do pH foi de 6,0 a 5,65 durante a fermentacao (Figura 18).

Variagao do pH - Ferm. Z. mobilis com Engacgo
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Figura 18: Variacdo do pH durante a fermentacdo realizada pela bactéria
Zymomonas mobilis com o hidrolisado acido do engaco de uva nos

tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

Na Figura 18, observa-se que a variacdo do pH no decorrer da fermentacéo
foi de 6 até 5,65, uma alteracdo pequena. Sendo que, € importante ressaltar que
neste experimento n&o foi detectado etanol por cromatografia gasosa. A reducédo do
pH em processos fermentativos € decorrente da producdo de acidos orgéanicos,

como latico, acético e succinico, neste experimento, estes compostos, nao foram
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realizadas analises para esta verificacao.

5.2.2.1. Crescimento celular

Durante a leitura da absorbéancia (570 nm) para determinag¢do do crescimento
celular da bactéria Zymomonas mobilis na fermentacéo utilizando o hidrolisado acido
do engaco, observou-se que 0 micro-organismo conseguiu desenvolver-se melhor
guando comparado com o hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva. Mesmo
assim, ndo foi detectada a producdo de etanol por esta bactéria, neste meio de
cultura e nestas condicoes.

A Figura 19 mostra o crescimento da biomassa durante 0 processo
fermentativo pode-se observar que nas 2 primeiras horas de fermentacdo, houve
crescimento, e apds este tempo manteve-se praticamente constante. Na
fermentacdo descontinua, a producdo de bioetanol esta associada ao crescimento
celular, uma vez que a formacao eficiente do produto ocorre somente durante uma
parte do ciclo de fermentagéo, o que promove uma produtividade menor do que a

obtida por processos que consigam prolongar este periodo (continuos).
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Figura 19: Crescimento da biomassa durante a fermentacédo realizada pela bactéria
Zymomonas mobilis com o hidrolisado &cido do engaco de uva nos

tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C
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5.2.2.2. Determinacéo da producao de bioetanol por cromatografia

gasosa

Neste experimento nao foi detectada a producdo de etanol por cromatografia
gasosa. Portanto, as condi¢0es utilizadas neste experimento, temperatura 30 °C, pH
6, concentracdo de substrato de 5 %, ndo foram boas para que a bactéria

Zymomonas mobilis produzisse etanol.

5.2.3. Experimento lll: Candida tropicalis com o hidrolisado acido da

mistura dos residuos de uva

Neste experimento foram realizados testes com o meio de cultura contendo o
hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva (50% engagco e 50% bagaco
fermentado). As condicdes testadas foram 30 °C; pH inicial de 6; concentracao de
substrato de 5 % (m/v); e foram retiradas aliquotas nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas
de fermentagéo.

A variacao do pH no decorrer da fermentacdo é mostrada na Figura 20.
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Figura 20: Variacdo do pH durante a fermentacéo realizada pela levedura Candida
tropicalis no hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva nos

tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C
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Durante este experimento o pH inicial foi 6 e, apds 8 horas de fermentacao
diminuiu para 5,3. O pH mais préximo da neutralidade, pode gerar alguma inibicéo
dos micro-organismos no consumo do substrato, fazendo com que aumente a fase
de adaptacao da levedura ao meio. Pode ser que esta pequena variacao tenha tido

este efeito no presente experimento.

5.2.3.1. Crescimento celular

A Figura 21 mostra o crescimento da biomassa da levedura Candida tropicalis
durante o processo fermentativo utilizando o hidrolisado acido da mistura dos
residuos de uva como substrato. Observa-se que em 4 horas de fermentacdo houve
0 maior crescimento, com 0,22 g e ap0s este periodo o crescimento apresenta
ligeiro aumento durante todo o processo fermentativo.
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Figura 21: Crescimento da biomassa durante a fermentacéo realizada pela levedura
Candida tropicalis com o hidrolisado acido da mistura dos residuos de

uva nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

5.2.3.2. Determinacéo da producao de bioetanol por cromatografia

gasosa

A Figura 22 mostra a producéo de etanol, em g/L, realizada pela levedura C.

tropicalis utilizando como substrato a mistura dos residuos de uva. Nesta observa-se
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que a maior producdo de etanol foi de 1,04 g/L, em 6 horas de fermentacdo, apos
este tempo, pode se observar a diminuicdo da producao. Comparando as Figuras 21
e 22 pode-se considerar que a producao de etanol ocorre logo apdés o crescimento
pronunciado (4h), que dizer que a levedura produziu etanol assim que terminou a
fase de reproducdo. Entretanto, apdés 6 horas ocorreu o declineo da producéo,
provavelmente pela escassez de nutrientes.

Fermentacao - Mistura com C.
tropicalis
1,2
T 1
—
Q 0,8
3 0,6
c
© 0,4
i 0.2
0
0 2 i 6 8 10
Tempo (horas)

Figura 22: Producéo de etanol pela levedura Candida tropicalis no hidrolisado acido
da mistura dos residuos de uva nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas
incubado a 30 °C

5.2.4. Experimento IV: Candida tropicalis com o hidrolisado &cido do
engaco de uva

Neste experimento foram realizados testes com o meio de cultura contendo o
hidrolisado &cido do engaco de uva. As condi¢des testadas foram 30 °C; pH inicial
de 6; concentracao de substrato de 5 % (m/v); e foram tiradas aliqguotas nos tempos
de 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacéo.

A variacdo do pH no decorrer da fermentacao € mostrada na Figura 23.
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Variacdo do pH - Ferm. C. tropicalis com o
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Figura 23: Variacdo do pH durante a fermentacéo realizada pela levedura Candida
tropicalis no hidrolisado acido do engago de uva nos tempos de 2, 4, 6 e

8 horas incubado a 30 °C

Nesta Figura 23 observa-se que o processo de fermentagdo deu inicio com
pH 6 e depois diminuiu e se manteve constante. Entretanto, a partir das 48 horas,
nota-se seu aumento, caracterizando que outros compostos podem ter sido

formados e néo apenas o etanol.

5.2.4.1. Crescimento celular

A Figura 24 mostra o crescimento da biomassa durante o0 processo
fermentativo utilizando o hidrolisado acido do engaco de uva com a levedura
Candida tropicalis. Observa-se que, até 8 horas de fermentacdo, o crescimento
celular foi rapido e, aparentemente, a levedura se encontra na fase log, e apds, ele
foi mais pausado e se manteve praticamente constante até o final do processo

fermentativo.
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Figura 24: Crescimento da biomassa durante a fermentacéo realizada pela levedura
Candida tropicalis com o hidrolisado acido do engaco de uva nos tempos
de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

5.2.4.2. Determinacdo da producdo de bioetanol por cromatografia

gasosa

A Figura 25 mostra a producao de etanol, em g/L, realizada pela C. tropicalis

utilizando como substrato o engaco de uva.
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Figura 25: Producédo de etanol pela levedura Candida tropicalis em hidrolisado acido

do engaco de uva nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

A maior producdo de bioetanol com a levedura Candida tropicalis foi de 5,89

g/L, em 6 horas de fermentacdo, ap0s este tempo observa-se que a producdo
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decresce conforme mostra a Figura 25. Este decréscimo pode ser uma explicagdo
pela producdo de outros compostos como o xilitol, ou inibicdo do micro-organismo
por diversos fatores, como a propria concentracao de etanol.

Segundo o trabalho de Carrion (2011) a levedura Candida tropicalis consegue
assimilar outros tipos de acgucares presentes no hidrolisados. Em seu trabalho, o
autor obteve consumo quase total dos agucares presentes no liquor negro em 72
horas de fermentacdo. Estes acucares eram xilose, glicose, galactose e arabinose,
0s quais foram convertidos em xilitol e etanol.

De acordo com Cassales (2010) quando a xilose atinge certo nivel de
concentracdo e ocorre aumento de oxigenagdo, O micro-organismo opta por
consumir o etanol ja produzido como sua principal fonte de carbono.

Quando o meio de cultivo esta em condicdes aerObias, alguns micro-
organismos preferem converter grande parte da xilose a xilitol (WALFRIDSSON et
al., 1995) apud CASSALES, 2010). Isto pode ter ocorrido no presente trabalho,

sendo que néo foi realizada analise de xilitol no experimento.

5.2.5. Experimento V: Consércio dos micro-organismos com O

hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva

Neste experimento foram utilizadas as mesmas condi¢cfes das fermentacoes
realizadas pela bactéria Zymomonas mobilis e pela levedura Candida tropicalis, que
foram: temperatura de 30 °C, pH inicial de 6, concentracdo de substrato de 5 %
(m/v). Foram retiradas aliquotas nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas de fermentacao.

A variacdo do pH no decorrer da fermentagédo foi de 6 para 5,55 como é
mostrada na Figura 26.
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Figura 26: Variacdo do pH durante a fermentacao realizada pelo consorcio de micro-
organismos no hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva
incubado a 30 °C

5.2.5.1. Crescimento celular

A Figura 27 mostra o crescimento da biomassa durante o0 processo
fermentativo utilizando o hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva com o
consorcio dos micro-organismos. Nesta Figura 27 observa-se um aumento constante
do crescimento até as quatro horas de fermentacdo e depois permanece

praticamente constante.
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Figura 27: Crescimento da biomassa durante a fermentacdo pelo consorcio de
micro-organismos no hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva

nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C
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5.2.5.2. Determinacéo da producédo de bioetanol por cromatografia
gasosa

A Figura 28 mostra a producéo de etanol, em g/L, realizada pelo consércio de
micro-organismos utilizando como substrato o hidrolisado &cido da mistura dos

residuos de uva.
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Figura 28: Producédo de etanol pelo consorcio de micro-organismos no hidrolisado
acido da mistura dos residuos de uva nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas
incubado a 30 °C

A maior producéo de etanol com o consorcio foi de 0,72 g/L, em 8 horas de
fermentacdo, no entanto, a Figura 28 mostra que esta producdo poderia continuar
apos este tempo, havendo necessidade de fazer outro experimento, com as mesmas

condi¢Oes para verificar este comportamento.

5.2.6. Experimento VI: Consorcio dos micro-organismos com o0

hidrolisado acido do engaco de uva

Neste experimento foram utilizadas as mesmas condi¢cdes que 0 experimento
V, como descrito no item 5.2.5.
A variacdo do pH no decorrer da fermentacédo foi de 6 para 5,45 como é

mostrada na Figura 29.
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Figura 29: Variacdo do pH durante a fermentacao realizada pelo consorcio de micro-

organismos no hidrolisado acido do engaco de uva nos tempos de 2, 4, 6

e 8 horas incubado a 30 °C

5.2.6.1. Crescimento celular

O crescimento celular do consércio dos micro-organismos é mostrado na

fermentacao e depois este comecgou a cair.
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Figura 30 durante o processo fermentativo utilizando o hidrolisado acido do engaco

uva. O crescimento ocorre moderadamente até as seis primeiras horas de

Figura 30: Crescimento da biomassa durante a fermentacdo pelo consorcio de

micro-organismos no hidrolisado acido do engaco de uva nos tempos

de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C
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5.2.6.2. Determinacéo da producao de bioetanol por cromatografia

gasosa

A producao de etanol, em g/L, € mostrada pela Figura 31. Este experimento
foi realizado pelo consoércio de micro-organismos utilizando como substrato o

hidrolisado acido do engaco de uva.
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Figura 31: Producdo de etanol pelo consorcio de micro-organismos no hidrolisado
acido do engaco de uva nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a
30°C

A Figura 31 mostra que a maior producdo de etanol com o consoércio nesta
fermentacao foi de 1,15 g/L, em 8 horas de fermentacao. Entretanto, nesta Figura 31
observa-se também, que esta producdo poderia continuar apds este tempo, e para
comprovar isto ha necessidade de fazer outra fermentagdo, com as mesmas

condicgoes.

5.3. Fermentacg0Oes utilizando meios semi-sintéticos

Nestes experimentos foram realizados testes com meios de cultura semi-
sintéticos, utilizando a glicose como acucar fermentescivel para Zymomonas mobilis
e para consorcio dos micro-organismos e a xilose para a Candida tropicalis. As

condi¢des testadas foram 30 °C; pH inicial de 6; concentragdo de substrato de
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50g/L; e foram retiradas aliquotas nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas de fermentacao.

A variagdo do pH no decorrer das fermentacdes utilizando meios semi-
sintéticos como substratos tanto pela bactéria Zymomonas mobilis como pela
levedura Candida tropicalis, separadamente e em consorcio, € mostrada na Figura
32.
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Figura 32: Variacdo do pH durante as fermentacdes em meios semi-sintéticos pelos

micro-organismo nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

A Figura 36 mostra que o pH foi caracteristico para cada micro-organismo
utilizado, bem como para o consércio. Observa-se que para a bactéria Z. mobilis o
pH variou de 6 para 4,95. Para a levedura C. tropicalis praticamente n&o variou, ja
gue se manteve entre 6 e 5,9. Entretanto, para o consércio destes micro-organismos

diminuiu de 6 para 5.

5.2.5.1. Crescimento celular

A Figura 33 mostra o crescimento da biomassa dos micro-organismos durante
o processo fermentativo utilizando os meios de culturas semi-sintéticos. Assim,
houve um crescimento caracteristico tanto pela Zymomonas mobilis, quanto pela
Candida tropicalis, no entanto, quando em consorcio este crescimento foi mais
acentuado nas quatro primeiras horas de fermentacdo, e depois se manteve

praticamente constante.
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Figura 33: Crescimento da biomassa durante as fermentacdes realizadas pelos
micro-organismos em meios semi-sintéticos nos tempos de 2, 4, 6 e 8
horas incubado a 30 °C

O crescimento celular da bactéria Z. mobilis e da levedura C. tropicalis foi de
0,33 g/L em 6 horas de fermentacéo, e de 0,44 g/L em 4 horas do consorcio dos
micro-organismos, depois de atingirem esta concentracdo, mantiveram-se
praticamente estaveis no decorrer do processo.

5.2.5.2. Determinacéo da producao de bioetanol por cromatografia
gasosa

A Figura 34 mostra as producdes de etanol, em g/L, realizadas pela bactéria
Z. mobilis, C. tropicalis e pelo consoércio de micro-organismos utilizando como
substrato meios semi-sintéticos.
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Fermentacao em Meio Semi-sintético

=4—2. mobilis

~fi—C. tropicalis

Etanol (g/L)

Consorcio

Tempo (horas)

Figura 34: Producdo de etanol pelo consoércio de micro-organismos em meio semi-

sintético nos tempos de 2, 4, 6 e 8 horas incubado a 30 °C

A maior concentracdo de etanol produzida pela bactéria Zymomonas mobilis
em meio semi-sintético (glicose 50g/L) foi de 17 g/L, em 8 horas de fermentacéao,
pela levedura Candida tropicalis, que seu meio de cultura continha xilose (50 g/L), foi
de 18,56 g/L, também em 8 horas de fermentacéo e pelo consércio destes midro-
organismos, no mesmo tempo de processamento, que continha como agucar

fermentescivel a glicose (50 g/L), foi de 19,36 g/L de etanol.
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6. CONCLUSOES

A hidrdlise acida dos residuos de uva com 1,5 % de &cido sulfarico por 5
minutos foi eficaz na liberag@o dos agUcares fermentesciveis a serem utilizados em
ambos 0s experimentos.

A fermentacdo de 48 horas realizada pela Z. mobilis mostrou que esta
bactéria, no hidrolisado acido da mistura (50 % engago com 50 % bagaco
fermentado) dos residuos de uva, e a de 8 horas no hidrolisado acido do engaco,
nao conseguiu produzir etanol nas condi¢des de 30 °C; pH inicial de 6; concentracao
de substrato de 5 % (m/v).

Na fermentacdo de 8 horas com a levedura C. tropicalis no hidrolisado acido
da mistura (50 % engacgo com 50 % bagaco fermentado) dos residuos de uva, houve
uma maior producédo de etanol de 1,04 g/L em 6 horas de processamento. Na de
120 horas com a mesma levedura a detec¢ao de etanol por cromatografia gasosa foi
de 5,89 g/L em 6 horas também.

O consorcio destes micro-organismos, bactéria Zymomonas mobilis e
levedura Candida tropicalis, no hidrolisado acido da mistura dos residuos de uva nas
mesmas condi¢cdes citadas, a maior producdo de etanol foi em 8 horas de
fermentacdo (0,72 g/L de etanol). J& no experimento com o hidrolisado acido do
engaco de uva pelo mesmo consorcio, a maior producédo de etanol foi de 1,15 g/L no
mesmo tempo.

Nos meios de cultivo semi-sintéticos, separadamente e em consorcio, as
maiores producdes de etanol, em g/L, foram de 17,0 para a bactéria Zymomonas
mobilis, 18,56 para a levedura Candida tropicalis e 19,36 para o consorcio destes,
todos em 8 horas de fermentacdo. Sendo assim, a aplicacdo do consércio nos meios
semi-sintéticos foi mais eficaz do que para cada micro-organismo separadamente.

Por outro lado, a aplicacdo do consoércio nos meios contendo o hidrolisado
dos residuos de uva ja ndo obteve o0 mesmo sucesso, pois a levedura conseguiu
produzir maior concentracdo de etanol no meio contendo o hidrolisado acido do

engaco de uva do que em consorcio.
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Apéncice 1A: Concentracdo de glicose e absorbancia (490 nm) para padronizacéo

da curva padréo de agucares totais.

Concentracao de glicose (mg/mL) Absorbancia
0,02 0,165
0,04 0,357
0,05 0,450
0,06 0,526
0,08 0,733
0,1 0,916

Apéndice 1.1A: Curva padréo para agucares totais.
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Apéndice 2A: Concentracao de glicose e absorbancia (540 nm) para construcao da

curva padréo de agucares redutores

Concentracao de glicose (mg/mL)

Absorbancia

0,04
0,08
0,10
0,12
0,16
0,20

0,089
0,235
0,314
0,424
0,659
0,837

Apéndice 2.1A: Curva padrdo para agucares redutores
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Apéndice 3A: Peso seco e absorbancia (570 nm) de células da bactéria

Zymomonas mobilis para construcéo da curva padrdo do crescimento celular

Peso Seco (Q)

Absorbancia

0,105
0,125
0,215
0,230
0,305
0,740
1,23

0,192
0,251
0,265
0,310
0,558
1,193
1,582

Apéndice 3.1A: Curva padrdo da biomassa da bactéria Zymomonas mobilis apos 72

horas de crescimento.
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Apéndice 4A: Peso seco e absorbancia (570 nm) de células da bactéria Candida

tropicalis para construcéo da curva padréo do crescimento celular

Peso Seco (9) Absorbancia
0,110 0,366
0,215 0,434
0,305 0,593
0,405 0,434
0,535 0,863

Apéndice 4.1A: Curva padrédo da biomassa da levedura Candida tropicalis apos 72

horas de crescimento.
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Apéndice 5A: Producao de etanol por cromatografia gasosa.

Etanol (g/L) Area
7,89 3215136
15,78 5188833
39 13744592
63 20126139
71 21960779

Apéndice 5.1A: Curva padréo da producao de etanol por cromatografia gasosa.
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