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RESUMO

CAMPOS, Breno Barcellos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2015.
Producao de etanol em biomassa de capim-elefante pdluyveromyces marxianus

CCT 7735. Orientador: Wendel Batistda Silveira. Coorientadores: José Ivo Ribeiro
Janior e Luciano Gomes Fietto.

O capim-elefante € uma graminea de elevada produtividade, que apresenta grande
potencial para ser utilizado como biomassa lignocelulésica para a producao de etanol de
segunda geracéao. A levedithuyveromyces marxianwe&m se destacando na producao

de etanol celulésico em processos de sacarificacdo e fermentacao simuB&heper(

ser termotolerante, além de produzir outros metabdlitos de interesse industrial. Nest
contexto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer as condi¢cdes 6timas de producdo de
etanol porKluyveromyces marxianuSCT 7735 por meio do processo SSF. O capim-
elefante foi pré-tratado com &cido diluido e com solucdo alcalina e, em seguida, o
residuo celulésico obtido foi submetido a uma pré-sacarificacdo durante 72 horas,
seguido por 120 horas de SSF. Foram avaliados o efeito de cinco variaveis: temperatura,
pH, agitacdo, concentracdes de enzimas e de residuo celulésico de capim-elefante
(biomassa) durante 120 horas de SSF. Os resultados mostraram que a levedura
termotolerantd. marxianusCCT 7735 produziu etanol nos tratamentos realizados a 45
°C, temperatura proxima a Otima para a atividade das enzimas celuloliticas. A
concentracdo de biomassa, temperatura e concentracdo do complexo enzimatico tiveram
efeito significativo p valor < 0,05) no processo. A maior concentracao de etanol, 45,3
g/L foi obtida com base nas condi¢Bes sugeridas pelo modelo estatisticdriapsas
condi¢cdes foram temperatura de 38 °C, 16% (p/v) de residuo celulésico de capim-
elefante, 22,5 FPU do complexo enzimético Cellu€ldsbL/g de residuo celuldsico,

agitacao de 50 rpm e valor de pH de 4,8.



ABSTRACT

CAMPOS, Breno BarcellosM.Sc., Universidade Federal de Vigpsiuly, 2015
Ethanol production in biomass of elephant grasdy Kluyveromyces marxianus
CCT 7735. Adviser: Wendel Batista da Silveir&€o-advisers: José Ivo Ribeiro Junior
and Luciano Gomes Fietto.

The elephant grass is a grass high productivity that has great potential to be used as
lignocellulosic biomass for second generation ethanol. The yelstveromyces
marxianushas been outstanding in the production of cellulosic ethanol in simultaneous
saccharification and fermentation process (SSF) to be thermotolerant, as well as
producing other metabolites of industrial interest. In this context, the aim of this study
was to establish the optimal conditions of ethanol productionKluyveromyces
marxianusCCT 7735 through the SSF process. The elephant grass was pretreated with
dilute acid and alkaline solution, then, the obtained cellulosic residue was subjected to a
pre-saccharification for 72 hours, followed by 120 hours of SSF. We evaluated the
effect of five variables: temperature, pH, agitation, concentrations of enzymes and
cellulosic residue of elephant grass (biomass) for 120 hours of SSF. The results showed
that the thermotolerant yea#t. marxianus CCT 7735 produced ethanol in the
treatments performed at 45 °C, the optimum temperature for the activity of cellulolytic
enzymes. The biomass concentration, temperature and concentration of enzyme
complex had a significant effectp-yalue < 0.05) in the process. The highest
concentration of ethanol, 45.3 g/L was obtained based on the conditions suggested by
the statistical model proposed. These conditions were temperature 38 °C, 16% (w/v)
cellulose residue elephant grass, 22.5 FPU enzyme complex Cefludl&st/g

cellulose residue, agitation of 50 rpm, and pH of 4.8.



1 INTRODUCAO

Atualmente, aitilizagdo do petréleo como principal matéria-prima para produgdo de
combustiveis ¢ motivo de preocupacao, pois, além de suas reservas estarem sendo exauridas
rapidamente, a combustdo dos combustiveis gerados a partir desta matéria-prima libera gases
que promovem o efeito estufa na atmosfera. Logo, ¢ necessario diversificar as matrizes
energéticas e alavancar a produg¢ao de combustiveis menos poluidores a partir de fontes
renovaveis como, por exemplo, os biocombustiveis.

O etanol ¢ o biocombustivel de maior destaque, sendo que no ano de 2014 os Estados
Unidos e o Brasil foram responsaveis por mais de 80% da sua producdo. No entanto, a
producao deste biocombustivel, que ocorre substancialmente a partir de matérias-primas que
sdo fontes de alimento, ndo tem apresentado aumento significativo nos ultimos anos. Assim,
ha a necessidade de se utilizar outras matérias-primas abundantes e que ndo competem com a
agricultura alimentar para a producdo de etanol, tais como as biomassas lignocelulosicas. O
etanol produzido a partir dessas fontes ¢ denominado etanol de segunda geragao.

No Brasil ha biorrefinarias que ja atuam produzindo etanol de segunda geracdo
comercial, misturando a glicose de biomassa lignocelulésica com a glicose da cana-de-agucar.
Também ¢ de conhecimento a existéncia termoelétrica, que utiliza o capim-elefante como
matéria-prima para a geragao de bioenergia a partir de sua combustao.

O capim-elefante ¢ uma matéria-prima lignoceluldsica, que tem atraido o interesse de
diversos setores, dentre eles, o de biocombustiveis. Graminea de origem africana, o capim-
elefante foi disseminado por todo o territério brasileiro € em outros paises de clima tropical
por sua elevada produtividade e rdpida colheita, que se d4 em apenas seis meses de cultivo.
Apesar de ja haver biorrefinarias produzindo etanol de segunda geragdo, a escolha da matéria-
prima adequada para cada regido e ideal para o processo ¢ primordial. Nesse contexto, o
capim-elefante mostra potencial para ser utilizado como matéria-prima, levando em
consideragdo uma producao em larga escala.

Além da escolha da matéria-prima lignoceluldsica, um dos principais gargalos na
producdo ¢ a etapa de sacarificacdo, na qual ocorre a liberacdo dos acucares constituintes da
celulose e hemicelulose para a etapa de fermentagdo. As enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas possuem atividade oOtima a temperatura de 50 °C e tém a sua atividade
inibida pelos produtos da reagdo de hidrolise da celulose e hemicelulose. Sendo assim, o

processo de sacarificagcdo e fermentacdo simultdneas (SSF) se mostra promissor, pois 0s



acucares liberados ja sdo consumidos pelas leveduras, aliviando o efeito inibitério que estes
exercem sobre a atividade dessas enzimas.

Por ser uma levedura termotoleraatgossuir a capacidade de fermentar glicose com
bom rendimento de etanal Kluyveromyces marxianuem sido estudtapara a producéo de
etanol de segunda geracgao. A linhageémmarxianusCCT 7735 demonstra potencial para ser
utilizada na producédo de etanol de biomassa lignocelulésica, visto que foi capaz de produzir
etanol de bagaco de cana-de-acucar pelo processo de SSF, com rendimento proximo aos
obtidos por diferentes linhagens 8accharomyces cerevisjadém de ser capaz de fermentar
mesmo em temperaturas mais elevadas, exigidas para a atividade 6tima das enzimeas e para

reducgdo de custos com destilagéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O petroleo, gas natural e carvao sdo fontes ndo renovaveis empregadas na producao de
eletricidade e combustiveis. Tais fontes sdo amplamente utilizadas em todo o mundo,
contribuindo substancialmente para a emissdo de Gases do Efeito Estufa (GEE) e,
consequentemente, para o aquecimento global e mudancas climéticas. Além disso, as reservas
dessas fontes sao finitas, sendo necessaria a reducdo da dependéncia desses recursos, ou Sse
a utilizacdo de fontes alternativas que sejam renovaveis, tais como: energia solar, edlica,
hidrica, geotérmica e de biomassa vegetal (GUPTA & VERMA, 2015).

Os biocombustiveis sdo produzidos de diversas matérias-primas renovaveis, sendo
uma alternativa para diminuir o uso de combustiveis fésseis. Os biocombustiveis de maior
destague sdo o etanol, biodiesel, biogas, biometanol e biohidrogénio. Dentre esses, o etanol
pode ser utilizado como substituto da gasolina. Também € comum a utilizacdo desse
biocombustivel como aditivo, o que ocorre em paises que determinam uma porcentagem
obrigatoria de etanol misturado & gasolina comercial (CHEN et al., 2007; GARCIA-
APARICIO et al., 2011; SANSONETTI et al., 2011; SILVA et al., 2012; GUPTA &
VERMA, 2015.

A mistura do etanol com a gasolina é benéfica para a reducdo das emissdes de GEE,
diminuindo a emissdo de GQodendo reduzia em até 90% e entre 60 a 80% a de, &
uma mistura de 95 % de etanol e 5 % de gasolina (GUPTA & VERMA, 2015). A producéo de
etanol é liderada pelos Estados Unidos da América (EUA) e pelo Brasil, mas nos dltimos 5
anos @o houve aumento significativo (Tabela 1), cuja producéo foi de cerca de 70 bilhdes de
litros (RFA, 2015). Esses dois paises utilizam o milho e a cana-de-agucar, fontes de amido e
sacarose, respectivamente, como matérias-primas para a producao de etanol, havendo assin
uma competicdo da industria de etanol com a industria alimergiltimitando, portanto, o
aumento da producdo de etanol. A mesma éarea de cultivo necessaria para a producdo de
alimentos é requerida para a producdo desse biocombustivel (BANERJEE et al., 2011;
SILVA et al., 2012; HE et al., 2014; GUPTA & VERMA, 2015; RFA, 2015). Portanto, a
utilizagdodessas culturas como matérias-primas para a giiode biocombustiveis é alvo de
criticas no cenario internacional. Nesse contexto, o etanol de segunda geragéo, isto €, o etanol
produzido a partir de biomassa lignocelulésica, é considerado promissor por proceder de uma
fonte abundante e renovavel, que ndo compete com a producdo de alimentos, trazendo

beneficios ao meio ambiente e a seguranga energética e alimentar. Além disso, pode



contribuir positivamente na economia e no desenvolvimento rural (SATHITSUKSANOH et
al., 2012; RFS, 2012; WEO, 2013; FONTOURA et al., 2015).

Tabela 1

Producédo de etanol pelos lideres de producdo mundial, Estados Unidos da América (EUA) e
Brasil, em bilhdes de litros.

Pais 2014 2013 2012 2011 2010
EUA 54,20 50,40 50,10 52,80 50,40
Brasil 23,35 23,76 21,15 21,10 26,22
Total 77,60 74,16 71,25 73,90 76,62

Fonte: RFA, 2015.

Atualmente, varios estudos vém sendo realizados em diferentes paises para se
determinar que tipo de biomassa lignoceluldsica se enquadra a realidade de cadaoregia
mundo. Esses estudos consideram a disponibilidade da biomassa para a agricultura local e as
condicdes climéticas e territoriais que favorecem cultivo de forma economicamente viavel.
Residuos agricolas como palhas, folhas e talos, gerados no cultivo do milho e trigo nos EUA,
e do bagaco da carge-acucar no Brasil e na China, sdo matérias-primas promissoras para a
producéo de etanol de segunda geracdo. E estimado que o Brasil possa expandir a producao
de etanol em até 40% com a utif@a de biomassa lignocelulésica como matéria-prima
(CHEN et al., 2007; FONTOURA, et. al., 2015). Recentemente, foi inaugurada uma segunda
biorrefinaria no Brasil com uma planta para producédo de etanol celulésico com capacidade de
produzir mais de 40 milhdes de litros de etanol por ano, e com planos para ampliacdo para
mas 7 unidades, jA& prevendo metas para reducdo nos custos de producdo
(BIOFUELSDIGEST, 2014; RAIZEN, 2014).

Além desses residuos, o uso de culturas de biomassa lignoceluldsica energéticas, tais
como euwcalipto Eucaliptug, bambu, sorgo sacarindswitchgrass” (Panicum virgatury) e
capim-elefante, é promissor para producdo de etanol. Uma vantagem da utilizacdo dessas
culturas como matéria-prima é a maior producdo de etanol comparada a producdo obtida de
residuos agricolas. Algumas dessas culturas, como o sorgo sacarino e o capim-elefante,

também se destacam em termos de produtividade e sustentabilidade por possuirem alta taxa



de fixacdo de carbono, poderem ser cultivadas em solos poluidos e exigirem menor aporte de
nutrientes, diminuindo o custo do processo produtivo (GUPTA & VERMA, 2015).

O capim-elefante (Pennisetum purpureunschum) ¢ uma das culturas de maior

destaque no cendrio atual. Também conhecido como Napier, ¢ uma Poaceae (graminea)
perene nativa das savanas tropicais da Africa, que foi introduzido na maioria dos paises
tropicais e subtropicais para ser utilizado como capineira sob a forma de silagem, feno e
pastagem para gado leiteiro (PASSOS et al.,, 1999). Conhecido por ter alta eficiéncia
fotossintética, o capim-elefante pode atingir até trés metros de altura em 180 dias,
apresentando a maior produtividade de biomassa entre as plantas herbaceas. A sua produ¢ao
pode chegar a até 45 toneladas de massa seca por hectare por ano, enquanto as culturas de
cana-de-agticar ¢ milho produzem cerca de 21 e 13 toneladas, respectivamente (LIN et al.,
2010; YANG et al., 2013; BASSO et al., 2014). Além disso, o capim-elefante ndo precisa de
replantio apos colheita, cresce nas condi¢des encontradas no Brasil, isto é, em ambientes com
temperatura entre 18 ¢ 30 °C e de indice pluviométrico de 800 a 4 mil milimetros (BYRT et
al., 2011; MORAES et al., 2013)

A elevada producdo de biomassa nao € o Unico parametro necessario para determinar a
aplicabilidade em programas bioenergéticos, uma vez que a relacdo entre o total de energia
contida no produto e o total de energia gasta no processo de producdo de etanacledev
avaliados. Em tal relacdo, denominada balanco energético, o aumento de unidades de energia
renovavel em funcdo de cada unidade de energia féssil contribui diretamente com a
minimizacdo das emissdes de GEEs (BYRT et al., 2011; MORAES et al., 2013). Segundo
Zanetti et al. (2010), o balanco energético do capim-elefante varia de 21-25, @l-28ja,
unidades de energia renovavel produzida em fun¢do de uma unidade de energia fossil
consumida no processo. Esse balango energético, que é superior ao do milho (1,4— 2,3) e da
canade-acgucar (8,1-21)demonstra o potencial do capim-elefante como matéria-prima para a
producdo de biometanol (SAMSON et al., 2005; BODDEY et al., 2008DMERVILLE et al.,

2010). Outro fator que também deve ser levado em consideragdo ¢ a composi¢do quimica da
biomassa, uma vez que os teores de celulose, hemicelulose e lignina influenciam diretamente
no processo de producdo de etanol (BASSO et al., 2014). O capim-elefante ja vem sendo
utilizado no Brasil por uma termoelétrica na geracao de bioenergia, com uma area plantada de
4 mil hectares dessa graminea (SYKUE, 2015). Segundo Fontoura et al. (2015), a conversao
de uma usina de biomassa de capim-elefante em uma biorrefii@garia valor ao projeto,

tornando-o economicamente vidvel no Brasil. Além disso, esses autores afirmam que a



comercializac¢do do etanol celuldsico de capim-elefante, representard uma oportunidade viavel
e interessante para a diversificacdo da matriz energética sustentavel.

O capim-elefante é constituido principalmente por celulose (38-46%), polissacarideo
formado por moléculas de glicose interligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas, unidas entre si
por ligacdes de hidrogénio. Por hemicelulose (26-32%), polissacarideo ramificado, formado
principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-manose,
D-galactose, acido glucurénico e acido manurdénico. Outro constituinte do capim-elefante é a
lignina (7-12%), unidade formada por moléculas de fenilpropano interligadas,agqemmo
uma liga, conferindo maior resisténcia para as fibras de celulose e hemicelulose. O capim-
elefante possui elevada concentracdo de celulose e baixo teor de lignina, mas ainda se faz
necessario desconstruir as complexas interacées entre hemicelulose e celulose, bem como
remover a barreira fisica formada pela lignina ao redor das fibras celuldsicas para facilitar o
acesso das enzimas celuloliticas ao substrato (PASSOS et al., 1999; OGEDA e PRETI, 2010;
GARCIA-APARICIO et al., 2011; BASSO et al., 2014).

Sendo assim, a biomassa é submetida a um processo de pré-tratamento, cujos objetivos
sao retirar a lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, bem como solubilizar a hemigcelulose
separando-a da celulose. Logm celulose é mais acessivel as enzimas empregadas na
hidrélise enzimatica ou sacarificacdANG et al., 2007; OGEDA e PRETI, 2010;
SENTURK-OZER et al., 2011)O pré-tratamento do tipo fisico reduz o tamanho das
particulas para aumentar a area de superficie por meio de moagem, e/ou aumentando a
digestibilidade da forma cristalina da celulose por radiacdo de alta frequBnoigré-
tratamento quimico, visa solubilizar a hemicelulose de gramineas, uma vez que este processo
promove a hidrélise da hemicelulose, liberando os agucares monoméricos e oligoméricos
soluveis da matriz da parede celuldentre os pré-tratamentos quimicos, o que utiliza acido
sulfurico diluido se destaca como o mais eficaz. No tocante a remocao de lignina, os pré-
tratamentos que utilizam solugdes com pH alcalino promovem eficientemente a
deslignificacdo da biomassa vegetal ao quebrar as ligacGes éster entre a ligmise, € xl
desprotonacao dos grupos fendlicos, aumentando, assim, a porosidade da biomassa (CHEN et
al., 2007; PEREZ-BOADA et al., 2014; ORTIZ e OLIVEIRA, 2014). Os pré-tratamentos
acido e alcalino podem ser utilizados em uma mesma biom&gsadendo do objetivo
almejado, mas vale ressaltar que a composicao da biomassa apds o pré-tratamento varia de
acordo com as condigdes do método empregado. Pequenos compostos como furfural, acido

acético e acido tanico sao produzidos durante o pré-tratamento. Visto que esses compostos



inibem o crescimento microbiano, eles costumam ser remoy@B&DA e PRETI, 2010;
SATHITSUKSANOH et al., 2012).

Os maiores obstaculos para a producédo de etanol de segunda geragious@e O
associados a sacarificagdo da celulose ¢ hemicelulose e a conversdao da xilose em etanol
(WINGREN et al., 2003; SENTURK-OZER et al., 20BATHITSUKSANOH et al., 2012).

O processo de sacarificacdo é realizado com o auxilio de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas, promovendo a hidrélise desses polimeros. Os complexos enzimaticos
celuloliticos 4o constituidos deendoglucanases, exoglucanases e [-glucosidases.A
endoglucanase (endo-134b-glucanase, EC 3.2.1.4)) ataca as regides de baixa cristalinidade
da fibra de celulose, agindo aleatoriamente e gerando oligossacarideos de diferentes
comprimentos ao clivar a liga¢do B-1,4, da celulose. Em seguida, as exoglucanases, também
conhecidas como celobiohidrolases (exoft[3-glucanase, EC 3.2.1.91), catalisam a
hidrélise sucessiva de residuos da celulose nas extremidades redutoras e ndo-redutoras na:
extremidades, liberando moléculas de celobiose, dimeros de glicose, como produto principal.
Finalmente, a celobiose é entdo hidrolisada pelas B-glucosidases (1,8-D-glicosidase, EC
3.2.1.21), liberando mondémeros de glicose. No entanto, 0os coquetéis enzimaticos comerciais
sdo deficientes em B-glucosidases, sendo comum o enriquecimento desses coquetéis com
estas enzimas durante a sacarificacdo. Os complexos hemicelulésicos contém pelo menos oito
enzimas que catalisam a libgia de pentoses e hexoses. As condi¢des ideais para atividade
dessas enzimas sao temperaturas que variam de 45 a 50 °C e pH entre 4 e 5. (KOVACS et al.,
2009; DASHTBAN et al., 2010; GUPTA e VERMA, 2015

Quando o processo de sacarificacdo ocorre antes da etapa de fermentacdo, é
denominado sacarificacdo e fermentacdo separadas (SHF). O principal inconveniente desse
processo € a inibicdo das enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelos produtos da hidrélise.
Embora os rendimentos possam ser melhorados adicionando-se grandes quantidades de
enzimas, o custo do processo se torna inviavel. Além disso, h4 um limite méximo para a
adicdo de enzimas, uma vez que nao ocorre aumento significativo na quantidade de glicose
liberada. Uma alternativa ao processo SHF € o processo denominado de sacagficacdo
fermentacdo simultanea (SSF), no qual as etapas de sacarificacdo e fermentacdo ocorrem
simultaneamente no mesmo reator, evitando assim o acumulo dos produtos de hidrolise
liberados durante a sacarifi@a. Contudo, a levedura Saccharomyces cerevisjae
amplamente utilizada na producao de etanol de primeirg&@ergio é termotolerante e tem

fermentacao fortemente inibida em temperaturas acima de 42 °C - temperatura que avorece



atividade das enzimas celuloliticas (DOWE e MCWILLAN, 2001; SELIG et al., 2008;
ODEGA et al., 2010LAN et al., 2012GUPTA e VERMA, 2015).

Nesse sentido, a proghio de etanol em um processo SSF pode ser melhorada com o
uso de leveduras termotolerantes, qitecapazes de fermentar em temperaturas empregadas
na etapa de sacarifig. Além disso, a condug@o do processo em temperaturas mais elevadas
leva a reducdo de custos com o resfriamento dos biorreatores e reduz os riscos de
contaminacédo. A levedurluyveromyces marxianugem se destacando na pro@iu de
etanol de segunda ge#la por ser uma levedura termotolerante, e com rendimento proximo
aos obtidos por diferentes linhagensSiecerevisiadGROENEVELD et al., 200FAGA et
al., 2010 SOUZA et al., 2012; LE et al., 2013; GUPTA e VERMA, 2015). Alémetimol,
essa levedura produz outros metabdlitos de interesse, tais como cetonas e ésteres, destacandc
se 0 acetato de etila, um solvente amplamente empregado em industrias (FONSECA et al.,
2008).A K. marxianus capaz de assimilar agucares que ndo sdo utilizados por S. cerevisiae,
como, por exemplo, xilose e arabinose, constituintes da hemicelulose. Essa caracteristica ¢
desejavel, uma vez que o melhor aproveitamento da matéria-prima estd relacionado a
utilizacao de todos os agticares (FAGA et al., 2010 HUGHES et al., 201,3CHEON et al.,

2014; GUPTA e VERMA, 2015)A linhagemde K. marxianusCCT 7735, anteriormente
chamadaK. marxianusUFV-3, foi selecionada em funcdo do seu potencial para converter a
lactose do soro de queijo em etanol (SILVEIRA et al., 2005). Recentemente, as condi¢cbes
o0timas de producdo de etanol por essa levedura em permeado de soro de queijo foram
estabelecidas (DINIZ et al., 2014). Além disso, esta levedura mostra potencial para produzir
etanol a partir de bagaco de cana-de-acUcar, isto €, etanol de segunda gédzodtsal.,

2012 COSTA et al., 2014;

Para a producdo de etanol a partir de soluc¢des diluidas de glicose ser considerada
economicamente viavel quanto aos custos do processo de destilacdo, é necesséario produzir
pelo menos 246 (p/v) de etanol (ZACCHI e AXELSSON, 1989). Estudos mostram que o
aumento da concentracdo de biomassa resulta em maior liberacdo de glicose e producéao de
etanol. Porém, assim como acontece com a carga enzimatica, ha um nivel de saturacao
(TOMAS-PEJO et al., 2009).

Diante das variaveis inerentes ao processo SSF, o uso de ferramentas matematicas e
estatisticas em estudos que visam obter conhecimento prévio de uma relagcdo entre as
variaveis e a resposta é fundamental para se encontrar as condi¢cdes 6timas de producdo de

etanol. Com essas ferramentas, avalk&yquais variaveis possuem efeito significativo sobre



0 processo, bem como se determina a faixa em que ha efeito, encontrando, assim, as
condi¢des Gtimas para a resposta desejada, diminuindo o nimero de experimentos necessarios
(MYERS e MONTGOMERY, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

Foi utilizado como matéria-prima o capim-elefa(Rennisetum purpureurBchum),
cultivar BRS Capiacgu, produzido no campo experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco,
MG, Brasil (21°33°18°’S, 43°15°51”W, a 417m de altitude), em dezembro de 2012, em sulcos
de 0,20 m de profundidade e com adubacéo de plantio realizada de acordo com a andlise de
solo e recomendacgdes para a cultura de capim-elefante. Esse capim-elefante foi colhido com
365 dias apos plantio na EMBRAPA Gado de Leite (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil).
material foi secado, moido e separado, de acordo com sua granulometria, em peneira de metal
de 70 MESH. Foram separadas particulas menores que 0,210 mm. O teor de umidade foi
determinado por analise gravimétrica apos secagem a 105 °C até peso constante. Essa
determinacéo foi realizada em triplicata (GOSPODAREK e NADGORSKA-SOCHA, 2010).
A biomassa foi caracterizada pelo Laboratério de Andlises de Alimentos LAA da EMBRAPA
Gado de Leite, quanto aos teores (% de peso seco) de celulose lignina e outros, pelo método
descrito por Goering e Van Soest (1970), e adaptado por Ankom (2006) e Silva (2006),

respectivamente.

3.1.1 Pré-tratamento

10 % (p/v) de capim-elefanti®i submetido ao pré-tratamento com &cido sulfarico
(H2SQy) diluido na concentracao de 0,5% (v/v), a 121 °C por 30 minutos em autoclave. Apés
o pré-tratamento, as fracfes liquidas e sdlidas foram separadas por filtracdo; em seguida, a
fracdo solida foi lavada com agua destilada e seca em estufa a 53 °C até peso constante.
Depois de seca, 5,7% (p/v) da biomassiasubmetida ao segundo pré-tratamento, com
hidréxido de sodio (NaOH) na concentracao de 1,5% (p/v), a 100 °C por 2 horas. A biomassa

pré-tratada foi lavada, secada em estufa e caracterizada.

3.2 Micro-organismo

Foi utilizada a leveduraKluyveromyces marxianusCCT 7735, previamente
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denominadaK. marxianusUFV-3, pertencente ao acervo do Laboratorio de Fisiologia de
Microrganismos, do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa
(SILVEIRA et al., 2005).

3.2.1 Manutencéo da cultura

A LeveduraK. marxianusCCT 7735, mantida a 4 °C em placa com meio de cultura
YPD (extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e glicose 20 g/L), foi ativada em frasco
erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio YPD. O frasco foi incubado em incubador
rotatorio modelo 25D, New Brunswick Scientific, a 37 °C por 12 horas, com agitacdo de 180
rotacdes por minuto (rpm). Apds esse periodo, 1,0 mL dessa cultura foi inoculado em 50 mL
meio de YPD nas condi¢6es descritas anteriormente, porém por um periodo de 12 horas. Apos

esse periodo, a levedura foi mantida em YPD agar 2% (p/v) a 4 °C.

3.2.2 Avaliacéo do crescimento em meio de fermentacao

A cultura estocada a 4 °C foi inoculada em frasco erlenmeyer de 125 mL, contendo 50
mL de meio de fermentagdo composto por tampdao citrato 5 mM, pH 4,8; extrato de levedura
(2,5 g/L); peptona (2,5 g/L); Ni&I (2,0 g/L); KHPO, (1,0 g/L); MgSQ.7H,O (0,3 g/L),
acrescido de 5% (p/v) de glicose (SOUZA et al., 2012). Esse fraco foi incubado a 37 °C por
12 horas a 180 rpm. Uma aliquota dessa cultura foi inoculada em 50 mL de meio de
fermentacdo acrescido de glicose 10% (p/v) para iniciar o cultivo com uma densidade Gtica
(D.O.) 6oonm de 0,2. O crescimento foi acompanhado em intervalos de uma hora em
Espectrofotbmetro multiskan GO, Thermmo Scientific. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.2.3 Preparo do in6culo

O meio de fermentacdo com 5% (p/v) de glicose foi utilizado para preparo do inéculo
de K. marxianus CCT 7735. As celulas, previamente crescidas em meio YPD, foram
inoculadas no meio de fermentacdo para uma Bd inicial de, aproximadamente, 0,2, e
incubadas por 8 horas a 37 °C. As células foram recuperadas por centrifugacdg pB®0

minutos, a 4 °C. Qelletde células foi ressuspendido em 30 mL de agua peptonada 0,01 g/L,



12

e centrifugado nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi descartadpeleetdoi
ressuspendido em 5 mL de meio de fermentacdo sem glicose, pH 4,8. Os meios de
fermentacdo contendo a biomassa pré-tratada e pré-sacarificada a 50 °C por 72 horas foram

inoculados com aliquotas do pré-indculo para uma Boxde, aproximadamente, 2,0.
3.3 Producéo de etanol e produtividade volumétrica

A producédo de etanol foi determinada em gramas de etanol por litro de solucdo e a
produtividade volumétrica de etanol(€uno) foi calculada pela equagéo 1, que relaciona o
valor maximo de producado de etanol (g/L) nas amostras em funcdo do tempo de fermentacao

(h).

Qp=!pf|:|3il (1)

3.4 Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas

Em um frasco erlenmeyer de 125 mL foram adicionados o meio de fermentagao, a
biomassa, e o complexo enzimético Celluflak L, e 60 Unidades de Papel de Filtro
(FPU)/mL para um volume total de 50 mL (LAN et al., 2012). Os frascos foram incubados
em incubador rotatorio modelo 25D, New Brunswick Scientific, com temperatura de 50 °C e
agitacao de acordo com delineamento experimental, por 72 horas, periodo aqui chamado de
pré-sacarificacdo (SOUZA et al.,, 2012). Apés esse periodo, 0 gas nitrogéhidoi(N
borbulhado por 15 minutos a fim de se obter uma condi¢éo de hipoxia (DINIZ et al., 2014).
Posteriormente, uma aliquota do pré-indculo foi transferida para esse meio para se obter uma
D.Os00nm de aproximadamente 2,0 (Fig. 1). A temperatura de incubacéo foi ajustada como

definido no delineamento experimental.
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Caracterizacio do residuo
celilosico de capim-elefante SSF

- 72 horas - 20 horas

Etanol
0 hora
Pré-sacarificacio Indcdlo 120 horas
Pré-tratamento do capim-elefante Pré-indculo

Figura 1. Fluxograma temporal das etapas de producdo de etanol de capim-elefamtiyperomyces

marxianusCCT 7735 submetido ao processo de Sacarificacdo e Fermentacdo Sim(§&i9a

3.5 Andlise do consumo de acucares e producdo de metabdlitos

Amostras de 2 mL foram coletadas nos tempos de 0, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de
fermentacdo, centrifugadas em microcentrifuga a 139Q@r 5 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes foram coletados, filtrados por membrana de filtracdo com poros de 0,22 um, e
em seguida armazenados em vials de 1,5 mL. As concentracfes de glicose, xilose, celobiose e
etanol foram determinadas ap6s 72 horas de sacarificacdo, e mosithreadde 120 horas
por HPLC, modelo LC-20AT da SHIMADZU com Detector de indice de Refragdo RID-20A.
Para a separacdo dos compostos, foi utilizada a coluna cromatogréafica Rezex ROA-Organi
Acid H+ (PHENOMENEX), eluente $¥$0, 0,005 M, fluxo 0,6 mL por minuto e temperatura

da coluna a 45 °C.

3.6 Delineamento experimental

3.6.1 Planejamento Fatorial

Em estudos realizados anteriormente (KANG et al., 2012; LAN et al.; 3T1QZA
et al., 2012; FERREIRA et al., 2015) foi determinado que o pH, a temperatura, a agitacéo, e
as concentracdes de enzima e de biomassa influenciam o processo de SSF. Foi aplicado o
planejamento fatorial®21 para determinar tefeitd’ das variaveis independentes listadas na
Tabela 2 sobre a variavel dependente, a producéo de etanol. O experimento foi composto por

32 unidades experimentais e média de mais seis repeticdes no ponto central.
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Tabela 2
Niveis das variaveis independentes de acordo com o planejamento fatdrial 2

Variaveis Independentes Simbolos Niveis
-1 0 +1
Temperatura (°C) Temp 35 40 45
pH pH 4,5 5,15 5,8
Agitacao (rpm) Ag 50 100 150
Cociagiodeceuse o 75 om0 2o
Concentracao de Biomas@a) CB 8 12 16

Na Tabela 3 encontram-s& satamentos gerados a partir do planejamento fatorial
para se estimar o efeito das cinco variaveis testadas, temperatura da fermentagéo (Temp), pH
do meio de cultura (pH), agitacdo dos frascos (Ag), concentracdo de biomassa (CB) e de

celulases (CC) sobre a producéo de dtano

Tabela 3

Tratamento do Delineamento Fatoria®P 21 conduzido para determinar variaveis
significativas no processo de producado de etanol durante SSF de residuo celulésico de capim-
elefante poK. marxianusCCT 7735. Os fatores avaliados foram a Temperatura (Temp), o

pH, a agitacao (Ag), a concentracdo de celulases (CC) e a concentragéo de biomassa (CB).

Tratamento  Temp (°C) pH Ag (rpm) CC (FPU) CB (%)
1 35 4,5 50 7,5 8
2 35 5,8 50 7,5 8
3 45 4,5 50 7,5 8
4 45 5,8 50 7,5 8
5 35 4,5 150 7,5 8
6 35 5,8 150 7,5 8
7 45 4,5 150 7,5 8
8 45 5,8 150 7,5 8
9 35 4,5 50 22,5 8

10 35 5,8 50 22,5 8
11 45 4,5 50 22,5 8
12 45 5,8 50 22,5 8
13 35 4,5 150 22,5 8
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14 35 5,8 150 22,5 8
15 45 4,5 150 22,5 8
16 45 5,8 150 22,5 8
17 35 4,5 50 7,5 16
18 35 5,8 50 7,5 16
19 45 4,5 50 7,5 16
20 45 5,8 50 7,5 16
21 35 4,5 150 7,5 16
22 35 5,8 150 7,5 16
23 45 4,5 150 7,5 16
24 45 5,8 150 7,5 16
25 35 4,5 50 22,5 16
26 35 5,8 50 22,5 16
27 45 4,5 50 22,5 16
28 45 5,8 50 22,5 16
29 35 4,5 150 22,5 16
30 35 5,8 150 22,5 16
31 45 4,5 150 22,5 16
32 45 5,8 150 22,5 16
33 40 5,15 100 15,0 12

A partir da metodologia de superficie de resposta (RSM), foi obtido um modelo
estatistico de primeira ordem com interacdes duplas, considerado como o maior modelo

proposto:

Yi = Bo + BiTemp; + BopHc + BsAdc + B4CCo + BsCBc + BsTemp.pHe + BrTemp.Age +
BsTemp:.CCc + BoTemp.CBc + BigpHc.Agc + B11pHc.CCo + B12pHe.CBc + B13Agce.CCc +
B14Agc.CBc; + B15CCci.CBc + € 2

Vi representa o valor observado da varidvel de resposta, fo € 0 coeficiente de

intercepcaoe os termos B a B15 SA0 0s coeficientes de regresséo. As variaveis independentes

e as de interacdo foram representadas pelos simbolos ja descritos na Tabela 3, utilizando-se o0s
niveis codificados (-1, 0 e 1). O erro é representada;pBsse modelo descreve a relacdo

entre a producdo de etanol e as variaveis independentes. A estimativa da melhor equagéo e
significancia de cada coeficiente foi determinada usando o ttelgeStudent (d = 0,05) e
empregando o software Minitdil6. O grau de melhor ajuste da equacdo foi expresso
quantitativamente pelo coeficiente de determina¢d@dpds o conhecimento da relagéo entre

as variaveis independentes e a resposta, foi realizado o deslocamento de acordo com a
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importancia significativa de cada varidvel independente, bem como a interacdo entre as
variaveis, a fim de possibilitar a otimizacio sobre a producéo de etanol (RIBEIRO JUNIOR,
2012).

3.7 Repeticao das condi¢cbes propostas pelo modelo

A repeticdo das condicOes idearopostas pelo modelo estatistico foi realizada em
erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio de ferment@céwdelo foi validado de
acordo com as recomendacgles propostas pelo modelo matemético obtido com base nos
resultados do planejamento fatorial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagado da biomassa

Apos o pré-tratamento com acido diluido e alcalino, a celulose prevaleceu como maior
constituinte da biomassa pré-tratada, 76,28% (Tabela 4). Além disso, observou-se a reducéo
de 71,41% na fracdo outros. Isso ocorreu em grande parte devido a remocédo da hemicelulose
pelo pré-tratamento &cido diluido. A fracdo de lignina por grama de celulose foi reduzida em
46,5% apoOs o pré-tratamento, mostrando que o tratamento alcalino foi eficiente. A remocao
de lignina ocorre melhor nos tratamentos com solucdes alcalinas, e é desefévetapa de
sacarificacdo, isto é, hidrolise enzimatica da celulose, pois 0 acesso das enzimas celuloliticas
ao substrato é facilitado. Assim, a liberacdo de glicose é mais eficiente, o que é drimordia
para aumentar a producado de etanol celulésico (KIM et al., 2013; GUPTA e VERMA, 2015).

Tabela 4
Composicdo do capim-elefante natura e apds pré-tratamento acido diluido e alcalino,

guanto aos teores de celulose, lignina e outros.

Biomassa Celulose (%) Lignina (%) Lignina/g celulos€%) Outros (%)
In natura 38,00 7,60 0,20 54,39
Pré-tratada 76,30 8,20 0,11 15,55

4.2 Sacarificagédo e Fermentacdo Simultanea

Inicialmente, o residuo celuldsico de capim-elefante foi pré-sacarificado por 72 horas
de modo que é possivel observar na Figura 2 que a concentracdo de glicose apds esse period
(tempo zero hora) se difere dentre os tratamentos. Naqueles realizados com carga de 16%
(p/v) de residuo celuldsico, a menor concentracéo de glicose foi de aproximadamente 29 g/L.
Por outro lado, as concentracées mais baixas de glicose, cerca de 22 g/L, foram observadas
nos tratamentos conduzidos com concentragdo de residuo celuldsico de capim-elefante mais
baixa, isto €, 8% (p/v)Jaas concentracoes de glicose mais elevadas foram observadas nos
tratamentos realizados com 16% desse residuo (p/v). Dentre esses tratamentos, destacaram-s

aqueles realizados com 22,5 FPU de celulases, valor de pH de 4,5, com aproximadamente 65
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g/L de glicose. E de conhecimento que quanto maior a carga de biomassa no processo de
sacarificagdo, maior serd a quantidade de celulose susceptivel a hidrolise enzimatica, o que
esta diretamente relacionado a concentracdo de glicose disponivel, justificando os valores
observados nos tratamentos (GARCIA-APARICIO et al., 2011).

Apbés o periodo de pré-sacarificacdo, iniciou-se o processo de sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas (Figuras 2 e 3). No periodo de 24 horas, a concentracaoede glicos
diminuiu em todos 0s ensaios, no entanto, nas horas seguintes houve um aumento da
concentracdo de glicose nos tratamentos realizados a 45 °C, cuja temperatura se aproximou da
temperatura Otima de atividade das celulases, que varia entre 45 e 50 °C. O acumulo de
glicose pode estar relacionado com a diminuigdo da viabilidade da levedura, devido ao
estresse pela temperatura, uma vez que a producéo de etanol ndo aumentou (TOMAS-PEJO e
al., 2009; FAGA et al., 2010).

A presenca de celobiose (dados ndo mostrados) foi observada somente na etapa de
pré-sacarificacdo, possivelmente devido a inibicdo da enghglecosidase pela glicose
acumulada nesta etapa (GARCIA-APARICIO et al., 2011). No entanto, com o inicio do
consumo da glicose na etapa de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas, a inibicdo dessa
enzima foi aliviada, o que favoreceu a hidrélise da celobiose, uma vez que as concentracdes
de glicose mantiveram-se constantes, com valores proOXimos a zero, mesmo com 0 aumento
das concentracdes de etanol (Figura 3) (SANTOS et al., 3MIZA et al., 2012; CASTRO
e ROBERTO, 2014; GUPTA e VERMA, 2015).
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Figura 2: Estimativa das concentracdes de glicose nos tratamentdslideamento Fatorial’2-1 descrito na
tabela 3 apds 72 horas de pré-sacarificacdo (Tempo 0) e durante 120dbo&&F de residuo celuldsico de
capim-elefante poK. marxianusCCT 7735.

Com a inoculacdo da levedura apos a pré-sacarificacao, foi possivel observar, ja nas
primeiras 12 horas de SSF, que em samotratamentos avaliados ocorreu producdo de etanol
(Fig. 3). As concentracfes de etanol mais altas, cerca de 44 g/L, foram obtidas nos
tratamentos conduzidos com 16% de residuo celuldsico de capim-elefante a 35 °C, 22,5 FPU
de celulase comercial (Cellucl8st.5L). Cardona etla(2014) também utilizaram o capim-
elefante como matéria-prima para a producao de etanol, contudo, a producdo maxima obtida
por esses autores foi de 26,1 g/L, inferior as concentragcdes maximas obtidas no presente
trabalho. A maior producdo de etanol aqui obtida pode estar relacionada ao diferente pré-
tratamento empregado, tornando o acesso a fracdo celuloliticas do residuondsidacil
para as enzimas celuloliticas, bem como pela influéncia dos intervalos das variaveis estudadas
no processo de SSF, cujas combinacgdes favoreceram a producado de etanol. Os resultados aqu
obtidos se destacam pelos valores acima de 4% (p/v) de etanol, que € a concentragho mini
desejada para viabilizar os custos com o processtestilacdo (ZACCHI e AXELSSON,

1989).
Em trabalho realizado por Tomas-Pejo et al. (2009), utilizando celulose cristalina 15%

em SSF, a producdo maxima foi de 43,5 g/L, contudo, o substrato utilizado por esses autores,
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diferente do utilizado no presente trabalho, possui alto grau de pureza e é mais acessivel as
enzimas na etapa de sacarificagdo, o que favorece o processo (SOUZA et al., 2012). Desse
modo, os resultados alcancados no presente trabalho (cerca de 44 g/L de etanol) confirmam
gue o capim-elefante pode ser utilizado na producdo de etanol de segunda geragie, além
viabilidade de aplicacdo do processo de SSF utilizalo marxianusCCT 7735, como j&
relatado por Souza et al. (2012), utilizando bagaco de cana-de-acucar. Segundo Garcia
Aparicio et al. (2011) e Kang et al. (201X, marxianusCECT 10875 e CHY 1612
produziram 29,4 e 40,2 g/L de etanol em 15 e 18% (p/v) de palha de cevada, respectivamente
- valores também inferiores aos obtidos no presente estudo. Nos tratamentos realizados a 45
°C, a producdo méxima de etanol garmarxianusCCT 7735foi de aproximadamente 30

g/L, 44% maior do que a obtida pkir marxianusCHY 1612 a partir de palha de cevada
(KANG et al., 2012). Nesse interitd, marxianusCCT 7735 também foi capaz de fermentar

a glicose liberada da hidrélise de celulose de bagaco dedeatdicar a 45 °C em SSF
(SOUZA et al., 2012).

As concentracfes mais altas de etanol por grama de biomassa (dados ndo mostrados)
foram obtidas nos tratamentos conduzidos a 35 °C, 8% de biomassa e 22,5 FPU, com
aproximadamente 287 mg etanol/g biomassa. Essa producé&o foi maioraiobgeevada por
Cardona et al. (2014), 149,3 mg etanol/g de capim-elefante pré-tratado apenas com solucéo
alcalina. Isso pode ter ocorrido pela maior acessibilidade das enzimas as cadeias de celulose
pelo pré-tratamento aqui empregado, e pela combinacdo entre a carga enzimatica,
concentracdo de biomassa e outras variaveis, que diferem daquelas utilizadas por esses

autores.
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Figura 3: Estimativas de produgéo de etanol pormarxianusCCT 7735, a partir de residuo celuldsico de
capim-elefante submetido a diferentes tratamentos de SSF, cordetimeamento Fatorial®2-1 descrito na
Tabela 3
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4.3 Estabelecimento das condicfes étimas de fermentagéo

De acordo com os experimesteealizados, o aumento da producédo de etanol foi
alcancado com a diminuicdo da temperatura (Temp) e aumentos das concentracdes de
celulases (CC) e de biomassa (CB). Além disso, a temperatura e concentracdo de biomassa
apresentaram interacdo antagOnica, 0 que sugere aumentar a concentracdo de biomasse
somente na presenca de temperaturas mais baixas. A agitacao e o pH ndo demonstraram efeitc
significativo, possivelmente porque a agitacdo adotada ndo promoveu uma eficiente difuséo
das enzimas, o que poderia inibir a fermentacdo. J& a faixa de pH estudada possivelmente nao
promoveu aumento na atividade das enzimas, sendo estas mais susceptiveis ao efeito da faixa

de temperatura aqui estudada. Desse modo, a superficie de resposta ajustada foi dada por:

Yi=27,577- 3,357*Temp; + 3,048*CG, + 6,427*CR, — 2,656*Temp;.CBq;

*: significativo pelo teste de student (p-valor < 0,05);
R*=0,85;
Temp;, CC; e CB, para-1 a 1.

A indicativa de que a temperatura deve ser diminuida para que a producédo de etanol
aumente estd coerente, pois a temperatura mais elevada pode ter reduzido a viabilidade
celular, visto que ocorreu acumulo de glicose nos ensaios realizados a 45 °C, sem que
ocorresse aumento nas concentragdes de etanol. Tanto o aumento da concentragéo de enzima
celuloliticas, quanto o aumento de biomassa, associados a diminuicdo da temperatura, levam a
uma maior producao de etanol (FigujaNBa Figura 4B, o contorno mostra que a temperatura
teve maior efeito do que a concentracdo de celulases, uma vez que ha mais isolinhas incidindo
no eixo x (temperatura). Isso pode ser explicado pela forte influéncia da temperatura sobre o
metabolismo da levedura, bem como sobre a atividade das enzimas celuloliticas, estas que,
como observado, respondem melhor a mudanca de temperatura do que ao aumento de sua
concentracdo. Ja a concentracdo de biomassa e a faixa de temperatura em fungdo da ma
concentracdo de celulases (Figuras 4C e D) interagem de tal forma que a concentracdo de
biomassa surte maior efeito no aumento da producéo de etanol do que a temperatura, o que é
claramente indicado pelas isolinhas que atravessam o eixo y (concentracdo de biomassa) na
Figura 4D. Isso esta de acordo com os dados observados nas Figuras 2 e 3, onde as maiore:
concentracdes de glicose e etanol foram obtidas nos tratamentos com maior concentracao de

residuo celulosico de capim-elefante. Do mesmo modo, a concentragdo de biomassa também
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apresentou maior efeito quando comparada a concentracdo de celulases em funcdo da menot

temperatura estudada, como € possivel observar nas Figuras 4E e F.
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Figuras 4: Superficies de resposta e contornos para a producdo de etanol em fantgopdratura e
concentracdo de celulases para concentracdo de biomassa igual a 18% (&raperatura e concentracdo de
biomassa para concentracdo de celulases igual a 22,5 FPU (C e D)fregAcetie celulases e concentracéo de
biomassa para temperatura igual a 35 °C (E e F).

4.3.1 Deslocamento

Com base nos resultados obtidos, foram realizadas duas tentativas de deslocamento
(Tabelas 5 e 6), a fim de se determinar quando as variaveis significativas comecam a perder

efeito sobre a producdo de etanol. Todavia, a temperatura interagiu com a biomassa
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(Temp.CB), e o sinal negativo indicou que foi de maneira antagdnica, ou seja, para aumentar
a temperatura deve-se diminuir a concentracdo de biomassa, ou entdo, diminui-se a
temperatura com o aumento da concentracdo de biomassa. Essa interacdo pode estar
relacionada a escolha da faixa de valores estudados para uma das duas variaveis, e/ou com ¢
efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica, que néo foi avaliada no presente trabalho.
Uma vez que o0 aumento da concentracdo de celulases indica maior producédo de etanol, a
temperatura ea concentracdo de biomassa foram fixadas a 35 °C e 16% (p/v),
respectivamente, aumentando-se a concentracdo de celulases no primeiro deslocamento
(Tabela 5).

Tabela 5
Deslocamento das concentracdes de celulases (CC), sob temperatura (Temp) e concentracac

de biomassa (CB) fixada

Deslocamentc Temp (°C) CC (FPU) CB (%) Etanol g/L
1 35 15.0 16 43.4
2 35 18.6 16 43.2
3 35 22.1 16 44.1
4 35 25.7 16 44.4
5 35 29.2 16 44.1
6 35 32.8 16 44.3
7 35 36.3 16 447
8 35 39.9 16 45.1

O deslocamento 3 foi selecionado, pois a producéao de etanol ndo apresentou aumento
satisfatério em relacdo aos ensaios que usaram uma maior quantidade de enzimas. Desse
modo, a carga de 22,1 FPU de enzimas/g biomassa foi proposta como ponto de partida para o

segundo deslocamento (Tabela 6), variando-se a temperatooaeentracao de biomassa.
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Tabela 6
Deslocamento da temperatura (Temp) e da concentragdo de biomassa (CB) sob concentracéo

de celulase (CC) fixada.

Deslocamentc Temp (°C) CC (FPU) CB (%) Etanol g/L
1 35 22.1 16 44.1
2 33 22.1 18 43.7
3 32 22.1 20 41.8
4 30 22.1 22 40.4
5 28 22.1 24 38.8

Conforme observado nas Figuras 4, a diminuicdo da temperatura indicou aumento na
producdo de etanol, mas isto ndo foi observado no segundo deslocamento, no qual a
diminuicdo da temperatura levou a reducdo na sua producgdo. Ao comparar o efeito de cada
deslocamento (Figura 5), observou-se que no primeiro deslocamento, mesmo com 0 aumento
da concentracdo de enzimas, a producdo de etanol tendeu a manter-se constante. ISso pode
estar relacionado com a heterogeneidade da celulose com fragdes amorfas e cristalinas
(ZHANG et al.,, 2009). J& no segundo deslocamento, a diminuicdo da temperatura e o
aumento da biomassa lesa a diminuicdo da producéo de etanol, possivelmente relacionado
com a temperatura 6tima de atividade das enzimas, que deve ser entre 45 e 50 °C. O aumento
da concentracdo de biomassa também pode acarretar 0 aumento da viscosidadeedo meio
limitagcbes na transferéncia de massas, o que pode ter dificultado a difusdo das enzimas, uma
vez que ndo variou-se a agitacio (GARCIA-APARICIO et al., 2011). Nesse sentido, o
aumento da concentracdo de biomassa no segundo deslocamento pode ter sido relativamente
exagerado, de modo que um aumento menos pronunciado, ou talvez a reducao da temperatura
sob concentracdo de biomassa em 16 (ou no maximo 18%), pudessem acarretar aumento na

producao de etanol.
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Figura 5: Estimativas de producéo de etanol (g/L) deslocando-se a concemteagélolases (- -), e fixando a
temperatura (35 °C) e a concentracdo de biomassa (16 %), e deslocandofseratiteane a concentracao de
biomassa.(..), com a concentracdo de celulase fixada (22,1 FPU).

E sugerido que as condigdes Otimas para elevar a produgdo de etanol estavam dentro
dos intervalos escolhidos para a realizacdo do delineamento faterlal 22 proposta uma
recomendacdo para as condicdes de cada variavel do processo de SSF, ajustando-se &
concentracdo de biomassa em 16%, uma vez que concentracdes superiores a essaaumentam
viscosidade, dificultam a anéalise (KANG et al., 2012) e diminuem o rendimento por grama de
biomassa (dados ndo mostragdasconcentracdo de celulases de 22,5 FPU/g de biomassa e
agitacaade 50 rpm. O valor de pH de 4,8 foi selecionado sendo o indicado pela Novozymes
para a melhor atividade das do coquetel enzimético Celluclast 1.5L, (LAN et al.,€012)
também levando em consideracdo que o mesmo nao teve efeito significativo para o aumento
na producdo de etanol no presente estudo. A temperatura foi ajustada para 38 °C, por ser
Otima para o crescimento d& marxianusCCT 7735, com base em estudo realizado por
Diniz et al. (2007), onde foi possivel observar as maiores velocidades de crescpmento (
0,5764 e 0,6094, em meios contendo 15% de permeado de soro de queijo e em meio minimo

Yeast Nitrogen Base (YNB) acrescido de lactose 2% (p/v), respectivamente.
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4.4 Repeticdo das condigbes propostas pelo modelo

Adotandose as recomendacfes propostas com base nos resultados obtidos apds o
deslocamento, a producédo média de 45,28 gramas de etanol por litro (Fipuraldncada
apos 96 horas de SSém tratamentos realizados em duplicata, com 16 % de biomassa, 22,5
FPU, agitacdo de 50 rpm, valor de pH de 4,8 e temperatura de 38 °C. O ajuste da temperatura
para 38 °C teve efeito positivo em comparacdo com o melhor resultado obtido no
planejamento fatorial, de 44,8 g/L, utilizando-se as mesmas concentracfes de celulases e
biomassa, mesma agitacdo, mas com pH inicial do meio de 5,8 e temperatura de SSF de 35
°C. Nessas condi¢des, o melhor valor de produtividade volumétrica foi alcangado apos 24
horas de SSF, com 1,89 g/L:.h
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Figura 6: Estimativa da producdo média de etanol (g4d-) e da concentracdo de glicose (gH=e—) apds
72 horas de pré-sacarificacdo (tempo 0) e durante 96 horas de SSF,aeatizaascos erlenmeyer com 16% de
biomassa, 22,5 FPU, 50 rpm, valor de pH de 4,8 e 38 °C.
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5 CONCLUSOES

Com o pré-tratamento acido e alcalino do capim-elefante obteve-se um residuo com
alta concentracéo celulose e baixos teores de lignina, demostrando o potencial desta matéria-
prima para a producdo de etanol celulésico, uma vez que maiores concentracdes de glicose
podem ser obtidas. K. marxianusCCT 7735 produziu etanol em todos os tratamentos
avaliados, incluindo aqueles conduzidos a 45 °C, temperatura interessante no ponto de vista
econdmico para processos de SSF. Dentre as variaveis estudadas no processo SSF, apenas
temperatura e as concentracdes de biomassa e de enzimas celuloliticas tiveram efeito
significativo nos intervalos avaliados, havendo um destaque para a interagdo antagdnica entre
as duas primeiras, na qual a indicativa de aumento da concentracédo de biomassa e diminuicédo
da temperatura ndo surtiram o efeito esperado. Portanto, com base no modelo estatistico
obtido, considerando as variaveis avaliadas neste estudpgt@®da temperatura para 38 °C,
as condic@es ideais para a producdo de etanol celuldsico de capim-eleféhtenpoxianus
CCT 7735 estavam dentro dos intervalos estudados, aconselhando-se os seguintes valores:
temperatura de 38 °C, 16% de residuo celuldsico de capim-elefante, 22,5 FPU do complexo
enzimatico CelluclaSt1.5 L/g de residuo, agitacdo de 50 rpm e valor de pH de 4,8. Portanto,

a utilizacdo de capim-elefante como matéria-prima para producdo de etanol #e por
marxianusCCT 7735 é promissora.
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