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RESUMO

A crescente demanda energética mundial e a dependéncia pelos combustiveis
foésseis evidenciam a necessidade urgente de desenvolvimento de tecnologias
alternativas para obtencdo de energia sustentavel. Desta forma, as tecnologias de
obtencdo de biocombustiveis de segunda geracdo, com destaque para o etanol
proveniente de biomassa lignocelulésica, estdo em ampla escala de estudo. Neste
contexto, a substituicdo parcial dos combustiveis fésseis por biocombustiveis ja &
uma realidade e esta em grande evidéncia. Assim, a dissertacao teve como objetivo
estudar a producdo de etanol de segunda geracdo por Zymomonas mobilis CP4,
proveniente da substituicdo parcial dos meios de cultivo por hidrolisados de residuos
lignoceluldsicos agroindustriais (bagaco de cana-de-aclUcar e casca de arroz)
através de diferentes processos fermentativos (fermentacdo submersa, fermentacao
submersa com suporte soélido e fermentacdo em estado solido). O bagaco de cana e
a casca de arroz foram moidos, hidrolisados com solucdo de &cido sulfarico 8 %
(m/m), por 30 minutos a 121 °C/1 ATM, separados por centrifugacéo e o hidrolisado
obtido neutralizado com hidroxido de aménio e utilizado como substituinte parcial do
meio de fermentacdo para producdo de etanol. Os sdlidos residuais da hidrdlise,
assim como algodédo foram utilizados como suporte sélido nas fermentacdes do tipo
sélida e submersa com suporte sélido. As fermentacdes submersas com presenca
de suporte sélido, tanto algoddo como sélido remanescente da hidrolise,
apresentaram um incremento estatisticamente significativo em relacdo as
fermentacdes submersas e fermentacdes em estado sélido. Assim, fermentacdes
submersas com presenca de suporte solido apresentaram um potencial para
producao de etanol por Zymomonas mobilis, principalmente quando estas utilizam os
sélidos remanescentes de hidrolise de residuos lignoceluldsicos.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acUcar. Casca de arroz. Fermentagao
submersa. Fermentacéo em estado sélido. Suporte sdlido.
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ABSTRACT

Increasing global energy demand and dependence on fossil fuels underscore the
urgent need to develop alternative technologies for sustainable energy. In this way,
technologies for obtaining second generation biofuels, with emphasis on ethanol from
lignocellulosic biomass, has been researched in a large scale and in a smaller scale
of development and implantation. In this context, the partial substitution of fossil fuels
for biofuels is already a reality and is in great evidence. Thus, the objective of the
present dissertation was to study the production of second generation ethanol by
Zymomonas mobilis CP4, through partial substitution of the culture media by
hydrolysates of lignocellulosics residues (e.g., sugar cane bagasse and rice husk)
through different fermentation processes (submerged fermentation, submerged
fermentation with solid support and solid-state fermentation). The sugar cane
bagasse and the rice husk were grounded, hydrolyzed with 8 % sulfuric acid solution
(w/w) , for 30 minutes at 121 °C/ 1 ATM, separated by centrifugation and the
hydrolysate obtained was neutralized with ammonium hydroxide and used as a
substituent of the fermentation medium for ethanol production. The residual solid
from the hydrolysis as well as cotton were used as solid support for solid-state
fermentation and submerged fermentation with solid support The submerged
fermentations with presence of solid support, with both cotton and solid remaining
from the hydrolysis, presented a statistically significant increase in relation to
submerged fermentations and solid-state fermentations. Thus, submerged
fermentations with solid support present a potential for ethanol production by
Zymomonas mobilis, especially when they use the remaining solids of hydrolysis of
lignocellulosic residues.

Key-words: Sugar cane bagasse. Rice husk. Submerged fermentation. Solid state
fermentation. Solid support.
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1. INTRODUGAO

A biomassa lignocelulosica (BLC) € uma fonte abundante e disponivel de
energia renovavel. A BLC obtida a partir de residuos agroindustriais apresenta um
enorme potencial de produgado de etanol, do entdo denominado “etanol de segunda
geragao”. As tecnologias de producédo de etanol, a partir destes materiais, séo
promissoras alternativas para obtencdo de energia sustentavel, eficiente, segura e
de potencial baixo custo. Adicionalmente, consideracbes como a preservacao
ambiental, limitacBes para expansdo de area plantada e a consequente competicao
com a producdo de alimentos, motivam ainda mais o aproveitamento dos residuos
agroindustriais para producao de biocombustiveis (BRAZ, 2014).

Constituida principalmente por polimeros de carboidratos, dos quais a
celulose é o mais abundante, a BLC compreende cerca de dois tercos de toda
matéria organica existente no planeta. Estima-se que 123 bilhdes de toneladas
métricas de CO, sao fixadas por ano através da fotossintese (BRAZ, 2014).

O Brasil por ser um pais fortemente agricola, gera anualmente, um volume
consideravel de biomassa vegetal. A producéo anual referente a safra de 2015 para
cana-de-agucar foi superior a 750 milhdes de toneladas. Aproximadamente 28 % do
total de massa da cana-de-acUcar € constituida pelo bagaco (sem considerar a
palha que fica nas plantagbes). Assim, o Brasil produziu mais de 210 milhbes de
toneladas s6 de bagaco de cana na safra 2015 (CONAB, 2016).

Além da cana-de-acucar, o Brasil destaca-se ainda pela alta producéo de arroz,
atingindo na safra 2015/2016, 10,544 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).
Considerando que a casca do arroz representa de 18 a 22 % do peso do gréo in
natura, e que esta é formada por material lignocelulésico, tem-se neste subproduto um
material com elevado potencial de utilizagdo como BLC na producéo de etanol de
segunda geracéo.

As matérias-primas de origem lignocelulésica contém de 20 % a 60 % de
celulose, que pode ser totalmente convertida a glicose apos etapa de pré-tratamento
ou hidrolise quimica (acido ou basica) para desorganizacdo do complexo
lignocelulésico. Por sua vez, a glicose caracteriza-se por ser um monossacarideo
utilizado pela maioria dos microrganismos, fazendo desta molécula um importante

bloco de construcédo para a obtencdo de uma gama de substancias de interesse
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comercial, abrangendo desde combustiveis até polimeros (KNAUF;
MONIRUZZAMAN, 2004).

A bactéria Zymomonas mobilis € um microrganismo que se destaca na
producédo de etanol, devido a uma série de caracteristicas vantajosas, tais como: alta
taxa de crescimento, com menor formacdo de biomassa que as leveduras; boa
resposta a manipulacdo fisica e quimica do ambiente; limitada formacdo de
produtos; boas respostas em diferentes condicdes de cultivo, e habilidade
promissora de transformar aclcares em etanol e gas carbbnico em condicdes
semelhantes aquelas exigidas pelas leveduras (SANTOS, 2012).

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a producao de
etanol de segunda geracdo pela bactéria Zymomonas mobilis CP4, em meio de
cultivo contendo hidrolisados acidos de bagaco de cana-de-agUcar e de casca de

arroz, utilizando diferentes processos fermentativos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir etanol de segunda geracdo por Zymomonas mobilis CP4, a partir de
hidrolisados acidos de bagaco de cana-de-aclUcar e de casca de arroz utilizando

diferentes processos fermentativos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar diferentes condi¢cdes de hidrolise acida para liberacdo de acucares
do bagaco de cana-de-agucar e da casca de arroz;

e Avaliar diferentes condicdes de processos fermentativos: fermentacao
submersa, fermentacdo em estado sélido e fermentacdo submersa com
presenca de suporte soélido para producdo de etanol por Zymomonas
mobilis CP4;

e Avaliar o efeito da adicao de hidrolisado acido no meio de cultivo;

e Avaliar a utilizacdo de diferentes suportes soélidos (algoddo e residuo
remanescente da hidrélise do bagaco de cana-de-agUcar e da casca de
arroz) na Fermentacdo em estado solido (FES) e Fermentagcdo submersa
com suporte soélido (FSbSS);

e Determinar a producao de etanol, biomassa e o consumo de agucares nos
diferentes processos avaliados.

e Selecionar o melhor processo fermentativo para produgcdo de etanol por

Zymomonas mobilis CP4.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ETANOL DE SEGUNDA GERACAO E RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

O etanol é considerado o combustivel renovavel com maior potencial para
substituir combustiveis derivados de fésseis. Atingiu uma producdo mundial de 50
milhdes de m® em 2007 e mais de 100 milhdes de m*® em 2012, levando ainda a
reducéo significativa das emissdes de gases do efeito estufa (KANG et al., 2014).

Considerado menos poluente ao meio ambiente quando comparado a gasolina
e ao diesel a producdo de etanol tem um apelo maior em relagcdo as questbes
ambientais, uma vez que também pode ser produzido a partir de residuos industriais,
agricolas e florestais, neste caso, gerando o etanol de segunda geracao. Assim, 0s
biocombustiveis de segunda geracdo sao obtidos partindo de residuos do
processamento primario (SOCCOL et al., 2011).

O uso de biomassa como matéria-prima residual para a producdo de
biocombustivel tem despontado como solugcédo para se aumentar o rendimento da
producdo de etanol em relacdo a matéria-prima, sem que haja a necessidade de se
expandir a area de plantio, favorecendo toda a cadeia produtiva e preservando o
meio ambiente (TODHANAKASEM et al., 2014; HOMBACH et al., 2016).

O bioetanol de segunda geracéo pode ser produzido em locais que ja fabricam
etanol de primeira geracdo, uma vez que operacdes como fermentacdo e destilacédo
podem ser compartilhadas na mesma planta. Este é o caso da producgéo de bioetanol a
partir da cana de acgulcar, que é de primeira geracdo, podendo ser obtido bioetanol de
segunda geracao utilizando-se o bagaco remanescente do processo anterior, tornando
0 processo com custo reduzido. Assim, para que seja vantajosa a utilizacdo destes
materiais na elaboracdo de bioetanol, estes devem proporcionar alta produtividade, alta
concentracao de bioetanol durante o processo de destilacao e reducdo na demanda de
energia (SOCCOL et al, 2011).

Além do bagaco de cana-de-acucar, outros residuos lignocelulésicos,
provenientes de residuos agricolas, florestais e de industrias alimenticias podem ser
utilizados. Constituem-se em matéria-prima para a producédo de etanol, devido ao seu
carater renovavel, abundante e de baixo custo (SANTOS, 2012). Pode-se citar como
residuos lignocelulésicos o bagaco de cana, palha de milho, casca de soja, farelo de

trigo, casca de arroz, entre outros (PEREIRA, 2008).
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Estes materiais sdo compostos principalmente por trés componentes, a
celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1). Juntos, os polissacarideos, celulose e
hemicelulose servem como substratos iniciais para sacarificacdo e fermentacdo
subsequente (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Figura 1 - Materiais lignoceluldsicos: estrutura e principais componentes.

Biomassa lignoceluldsica

Céluta vegetal

Parede celular

Microfibrila
celulosica

Moléculas de

/£
glicose
\ -\’Zycose

FONTE: SANTOS et al., 2012.

A celulose € um polissacarideo linear estrutural da parede celular da planta que
consiste de uma cadeia longa de monémeros de glicose, ligados por ligagdes B (1—4),
podendo atingir milhares de unidades de glicose em comprimento. As numerosas
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas levam a uma estrutura de matriz cristalina e

forte. Estas ligacdes transversais intercadeias realizadas entre 0s numerosos grupos
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hidroxilas atribui as microfibrilas maior rigidez e compacidade (Figura 2A) (LIMAYEM,;
RICKE; 2012).

A hemicelulose é uma estrutura amorfa e varidvel formada de heteropolimeros
incluindo hexoses (D-glucose, D-galactose e b-manose), bem como pentoses (D -xilose
e L-arabinose) e pode conter acidos de acucares (acidos urdnicos), a saber, D-
glucurdnico, D-galacturénico e acidos metilgalacturdnicos. A cadeia principal é
composta principalmente de xilano com ligagdes B(1—4) que incluem D -xilose (quase
90%) e L- arabinose (aproximadamente 10%). A frequéncia das ramificacdes varia de
acordo com a natureza e a fonte de matérias-primas (Figura 2B) (LIMAYEM; RICKE;
2012).

Figura 2 - Estrutura Quimica da (A) Celulose e (B) Hemicelulose.
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FONTE: Adaptado de AKHTAR et al., 2015.

A lignina € um biopolimero aromatico e rigido, com peso molecular de 10000
Da, composto por trés monbémeros fendlicos de alcool fenil propiénico, cumaril-,
coniferilico e &lcool sinapilico; ligado por meio de ligacbes covalentes a xilanos (por¢éo

hemicelulose), conferindo rigidez e alto grau de compacidade da parede da célula da



15

planta, funcionando portanto, como uma barreira contra a degradacao enzimatica e/ou
microbiana (Figura 3) (FURLAN, 2009).

Figura 3 - Estrutura Quimica da Lignina.
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FONTE: Adaptado de AKHTAR et al., 2015.

Devido a grande disponibilidade de residuos agricolas foi estimado que 491
bilhdes de litros de etanol de segunda geracdo possam ser gerados a partir de
biomassa lignoceluldsica residual, ampliando em até 16 vezes a sua producgéo anual
(SARKAR et al.,, 2012). S0 nos Estados Unidos, a biomassa residual gerada é
estimada em torno de 1,4 bilhdes de toneladas de matéria seca por ano, 30 %
originadas de florestas. Neste contexto, tais biomassas podem suprir em grande
escala a producdo deste combustivel, utilizando diferentes residuos agroindustriais
(CARDONA et al., 2007).
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Atualmente, os residuos derivados de materiais lignocelulésicos mais
promissores para serem empregados em bioprocessos sédo o bagaco de cana, palha
de arroz, de milho e de trigo, provenientes da América do Sul, Asia, Estados Unidos
e Europa, respectivamente (CHENG et al., 2008).

Sendo o Brasil um pais fortemente agricola grande volume de biomassa
vegetal € gerado anualmente. Por exemplo, a safra de 2015 de cana-de-agucar,
atingiu valores superiores a 750 milhdes de toneladas. Aproximadamente 28 % do
total de massa da cana-de-aclUcar é constituida pelo bagaco (sem considerar a
palha que fica nas plantagcbes). De acordo com a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2016) a safra brasileira de 2016, produziu mais de 210

milhdes de tonelada de bagaco de cana-de-agucar (Figura 4).

Figura 4 - Bagaco de cana-de-acgucar

Fonte: http://www.usinasaodomingos.com.br/site/?pagina=bagaco

Constituido por celulose, hemicelulose e lignina (Tabela 1), compde em
média, 28 % do peso da cana-de-acucar. A hemicelulose e a celulose apresentam-
se como uma das principais fracfes estruturais, representando uma fonte potencial
de xilose e glicose, respectivamente; porém, a obtencdo desses aclcares requer a
aplicacdo de técnicas que permitam a sua extracdo seletiva (BETANCUR &
PEREIRA JR, 2010).


http://www.usinasaodomingos.com.br/site/?pagina=bagaco
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=http://www.usinasaodomingos.com.br/site/?pagina%3Dbagaco&psig=AFQjCNHFN62x_YF6AaEya1dH8Y-X3NVcMA&ust=1502846686429277
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Tabela 1 - Composi¢édo quimica do bagacgo de cana em base Umida.

Composicao quimica (%)
Glicose 19,50
Xilose 10,50
Arabinose 1,50
Galactose 0,55
Lignina 9,91
Organosoluveis 2,70
Outros AguUcares redutores 1,85
Cinzas 1,6
Umidade 50,00
Hexoses Totais 20,04
Pentoses Totais 12,00

FONTE: (SANTOS, 2012).

O Brasil destaca-se ainda pela alta producdo de arroz, atingindo na safra
2015/2016, 10,544 milhdes de toneladas (CONAB, 2016), gerando também grande
guantidade de casca que pode ser utilizada na producdo de etanol de segunda
geracao.

A casca (Figura 5), camada mais externa do arroz, € um material lignocelulésico
produto da etapa de descamamento do gréo e representa de 18 a 22 % do peso deste,
in natura. E formada, principalmente, por trés compostos organicos: celulose, lignina e
hemicelulose (Tabela 2) (ROCHA, 1998; FURLAN, 2009).

Figura 5 - Casca de Arroz.

FONTE: MFRural. http://www.mfrural.com.br/detalhe/casca-de-arroz-144195.aspx



http://www.mfrural.com.br/detalhe/casca-de-arroz-144195.aspx
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Tabela 2 - Composicdo Quimica da Casca de Arroz

Componentes Concentracao

(%)

Glicose 34,1
Xilose 12,7
Arabinose 1,3
Celobiose 0,4

Lignina insoluvel 22,9
Lignina solavel 6,1
Acido acético 1,3
Proteina 2,0
Furfural 0,9
Extrativos 3,1
HMF 0,3
Insollveis 9,7
Cinzas 16,9

FONTE: HICKERT, 2011

3.2. PRE-TRATAMENTO E HIDROLISE DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

O pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos para a producdo de bioetanol €
uma etapa necessaria para a liberacdo dos acucares monoméricos (hexoses e/ou
pentoses), a partir da hidrélise de polissacarideos (celulose e / ou hemicelulose), os
quais podem ser em seguida fermentados por microrganismos (SANTOS 2012;
DIONISI, 2014; TODHANAKASEM et al., 2014). E, portanto, um passo essencial para
maximizar a producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica, pois pode reduzir
a biomassa lignoceluldsica recalcitrante, que evita a hidrolise completa de celulose
(Figura 6) e reduz o rendimento de etanol (CHIARAMONTI et al., 2012; ZHOU et al.,
2014).

Os processos de pré-tratamento podem ser classificados como fisicos, fisico-
quimico, biolégico ou uma combinacdo destes; de modo que a aplicacéo de qualquer
uma das técnicas culmina na reducdo do tamanho da particula, destruicdo da estrutura

da lignina, remocado da hemicelulose, diminuicdo da cristalinidade de celulose, e
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aumento do tamanho dos poros e / ou volume de biomassa (HSU, 1996;
CHIARAMONTI et al., 2012).

Dentre os tratamentos quimicos, a hidrdlise alcalina € um dos mais empregados
como um pré-tratamento para posterior hidrélise enzimatica. A aplicacdo de bases
pode romper a lignina e parte da hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose,
facilitando assim, a acdo de enzimas sobre a celulose. As bases mais utilizadas para
este tipo de tratamento s&o hidroxido de célcio e hidréxido de sédio (SUN & CHENG,
2002).

A hidrolise enzimética normalmente é feita com uma mistura de enzimas para
gue seja mais rapida e tenha maior liberacdo de acUcares. As enzimas mais
empregadas s&o celulases, 3-glucosidades e endo-hidrolases (endo-1,4-3-glucanase,
endo-1,4-R-xilanase e endo-1,4-R-mananase), entre outras (WILLOR et al, 2009).

A Figura 6 ilustra um modelo geral de pré-tratamento em material

lignocelulésico.

Figura 6 - Efeito do pré-tratamento de materiais lignocelulésicos.
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FONTE: TAHERZADEH & KARIMI, 2008.

Estima-se que 30 % do custo de processamento da biomassa para etanol de
segunda geracéo é derivado do pré-tratamento necessario para a quebra do material

lignoceluldsico, de modo que pode ser considerada como 0 passo mais caro do
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processo. Sendo assim, diversas solucfes tém sido propostas objetivando reducao de
custos (HSU, 1996).

Tratamento com acido é uma técnica efetiva na solubilizacdo do componente
hemicelulésico da biomassa, provocando desacetilacdo e despolimerizacdo da
fracdo hemicelulésica. Combinacfes entre concentracdo de acido, temperatura e
tempo de reacdo podem gerar grandes quantidades de acUcares provenientes da
fracdo hemicelulésica (BAUDEL, 2006).

A utilizacdo de H,SO, permite uma elevada reatividade da fibra celuldsica,
porém, ao empregar elevadas concentracdes deste composto, 0 processo demanda
complexas configuracdes de equipamentos, necessitando de elevado consumo de
agua e energia. ApOs esta etapa € necessaria a neutralizacdo do pH. Para
diminuicdo de custos podem ser utilizados acidos diluidos que funcionam como
catalisadores pela liberacdo de prétons que atuam nas ligacGes glicosidicas entre os
mondmeros de acgucar nas cadeias poliméricas, despolimerizando assim, as fracfes de
lignina e hemicelulose e interrompendo a estrutura cristalina da celulose. Este método
libera ao final, principalmente, acucares como glicose, xilose e arabinose; os quais
podem ser convertidos em compostos de interesse durante processos fermentativos
(HSU,1996). Entre os acidos utilizados para este tipo de pré-tratamento, encontram-
se: H,SO4, HCI, CH3COOH e HNO3; (BAUDEL, 2006).

Dentre os diferentes métodos de tratamento &cido, o &cido sulfarico é
amplamente aplicado devido a sua elevada atividade catabdlica. O pré-tratamento com
acido sulftrico pode solubilizar grande quantidade de celulose e lignina, e a maioria
das hemiceluloses (TAHERZADEH & KARIMI, 2008). A hidrolise pode ser realizada
com acido concentrado ou diluido, sendo que hidrélise acida diluida € a op¢do mais
adequada e provavelmente o método mais comum entre 0s pré-tratamentos quimicos,
devido ao seu baixo custo e menor risco potencial em relacdo a utilizacdo de &acidos
concentrados. Pode ser efetuada em tempo de reagcdo curto (1-5 min) e de alta
temperatura, ou a longo tempo (30-90 min) e a temperaturas mais baixas
(CHIARAMONTI et al., 2012).

O pré-tratamento intenso de hidrélise acida, no entanto, gera uma variedade de
compostos inibidores tais como o acido acético, acido formico, acido levulinico,
derivados de furano e compostos fendélicos misturados com o hidrolisado, os quais

afetam negativamente a eficiéncia do processo fermentativo (CHIARAMONTI et al.,
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2012; TODHANAKASEM et al, 2014). Estes compostos inibidores acometem tanto o
crescimento de bactérias e leveduras quanto a acédo das enzimas envolvidas nas rotas
metabdlicas, resultando em uma diminuicdo da taxa de producdo de etanol e
rendimento total de etanol (SAKAI et al., 2007).

Deste modo faz-se necessaria a selecédo apropriada dos pré-tratamentos a pH
baixo, objetivando a reducdo ou a né&o formacdo de compostos inibidores
(CHIARAMONTI et al., 2012).

3.3. Zymomonas mobilis COMO PRODUTORA DE ETANOL POR
FERMENTACAO

As leveduras, particularmente do género Saccharomyces, sdo normalmente a
primeira escolha para producdo industrial de etanol. Isto se deve as suas
caracteristicas de boa capacidade fermentativa, alta tolerdncia ao etanol e inibidores
(formados tanto durante o pré-tratamento de matérias-primas quanto durante a
fermentacéo) e a capacidade de crescer rapidamente sob as condicbes anaerobicas
durante a fermentacdo em larga-escala (KNAUF, 2004).

Além da levedura, outros microrganismos como, por exemplo, a bactéria
Zymomonas mobilis e Escherichia coli, ttm sido estudadas. Zymomonas mobilis &
uma bactéria Gram-negativa ndo patogénica com potencial para produzir etanol
através da via de Entner-Doudoroff (SWINGS & DE LEY, 1977; SANTOS, 2012;
TODHANAKASEM et al., 2014). Z. mobilis produz cerca de 1,9 mol de etanol por mol
de glicose, com velocidade trés a quatro vezes maior que Saccharomyces cerevisiae
(SANTOS, 2012). Zymomonas mobilis quando comparada a Saccharomyces
cerevisiae tem menor producdo de biomassa, ndo requer adicdo controlada de
oxigénio durante a sua producdo, possui alta receptividade a manipulagdo genética
e alta tolerancia ao etanol (16% v/v) (ROGERS et al,1982). Uma importante
caracteristica que permite essa adaptacdo a altos niveis de etanol seria a alteracéo
da composicdo da membrana lipidica, aumentando as propriedades da barreira
hidrofobica assim, evitando a entrada de etanol no interior da célula, e diminuindo a
perda de material intracelular (SCHMIDT et al, 1986). Esta caracteristica deve-se a
sua membrana plasméatica que contém hopandides (lipideos pentaciclicos
triterpendides, responsaveis pela estabilizacdo da membrana), regulando a fluidez e
a permeabilidade (SWINGS & DE LEY, 1977). Em niveis acima do maximo toleravel,
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o etanol atua na dissolucdo da membrana citoplasmatica, afetando a sua fluidez e
aumentando a sua permeabilidade, resultando no fluxo de ions, cofatores e
coenzimas para o meio exterior (SCHMIDT et al, 1986).

Assim, Zymomonas mobilis é extremamente atraente para a producao de
etanol de segunda geracéo, a partir de glicose proveniente da fracdo celulésica, em
virtude de sua elevada capacidade de absor¢édo de glicose, altas taxas especificas
de producao de etanol, resultando em elevados valores de produtividade. Apesar da
sua capacidade de fermentar agUcares tais como sacarose e frutose, taxas maximas
de absorcdo especifica do aclUcar e producdo de etanol pelo microrganismo séo
atingidas quando a glicose é utilizada como substrato (LIN & TANAKA, 2006). A
Figura 7 traz uma comparacao das vias biossintéticas de producdo de etanol pela

bactéria Zymomonas mobilis e pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

Figura 7 - Vias Biossintéticas de producgéo de etanol por Zymomonas mobilis e Saccharomyces

cerevisiae.
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Conforme demonstrado na Figura 7, na via de Entner Doudoroff, a partir de
cada molécula de glicose ha a producédo de uma molécula de ATP e duas moléculas
de etanol. Inicialmente a glicose é transportada do meio para o interior da célula,
sendo fosforilada a glicose-6-fosfato através da enzima glucoquinase. Em seguida, €
formada a molécula de glucono-6-fosfato - 0 lactona, através da desidrogenacéo
pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (que age na presenca da coenzima
NADP).

A molécula de glucono-6-fosfato o0 lactona sofre reacdo de hidratacéo, através
da enzima 6-fosfato gluconolactonase, e, com isso, ocorre a formacdo da molécula
6-fosfogluconato, que é desidratada pela enzima 6-fosfogluconato desidratase e
forma a molécula 2-ceto-3-desoxi-fosfogluconato. Esta € hidrolisada, através da
enzima aldolase, ocorrendo a formacgdo de outras duas moléculas: gliceraldeido-3-
fosfato e piruvato.

A molécula de gliceraldeido-3-fosfato pode ser utilizada na sintese de
componentes celulares ou sofrer as mesmas transformagdes da rota de Embder-
Meierhpof-Parnas (EMP) na sua conversdo para piruvato. Este importante
intermediario sofre descarboxilacdo, reacdo catalisada pela enzima piruvato
descarboxilase (requer Mg e tiamina pirofosfato como co-fatores), gerando
acetaldeido e diéxido de carbono através de reacao irreversivel. Finalmente o
acetaldeido é reduzido a etanol. A enzima alcool desidrogenase é comum a muitos
microrganismos; porém, a enzima piruvato descarboxilase € a enzima-chave desta
via, pois direciona o fluxo de piruvato para etanol, além de ser pouco encontrada em
bactérias.

O microrganismo Zymomonas mobilis também se diferencia da levedura pelo
maior crescimento em anaerobiose e, portanto, ndo necessita de controle de oxigénio
para manter sua viabilidade em cultivo continuo. Além disso, a bactéria tolera elevadas
concentracdes de glicose, fermentando etanol em niveis maiores (especialmente em
cultivo continuo), produzindo elevadas concentracdes deste produto (GUNASEKARAN,;
RAJ,1999).

A utilizacdo de material lignoceluldsico pré-tratado em processos fermentativos
podem impedir substancialmente a eficiéncia da producdo de etanol de muitos
microrganismos, devido a geracdo de substancias toxicas durante o pré-tratamento
(TODHANAKASEM et al., 2014). Alguns compostos gerados implicam na reducdo
drastica na producédo de etanol, tais como acido acético, furfural, acido organico
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enquanto outros, como 5-hidroximetilfurfural, apresentam efeito mais moderado
(RANATUNGA et al., 1997).

No entanto, Zymomonas mobilis pode ter sua tolerancia a substancias toxicas
melhorada devido a sua capacidade de crescimento na forma de biofilme (LI et al.,
2006). Assim, a utilizacdo de um substrato solido durante o processo fermentativo
para a producao de bioetanol por Zymomonas mobilis, mostra-se como uma alternativa
para evitar ou reduzir a queda na producdo deste metabdlito decorrente da formacao
de compostos toxicos.

3.4. PROCESSOS FERMENTATIVOS

Os processos fermentativos podem ser do tipo fermentacdes submersas (FS)
fermentacdo em meio semissolido ou estado sélido (FES).

A fermentacdo submersa (FS) € caracterizada pela utilizagdo de um meio
fermentativo liquido, com nutrientes sollveis. Este processo tem como vantagens a
facilidade de controle de parametros como aeracao, agitacdo, pH, temperatura e a
possibilidade de automacao (COUTO; SANROMAN, 2006). A maior probabilidade de
contaminacdo, pela maior quantidade de agua, € um inconveniente do processo.

A fermentacdo em estado solido (FES) envolve o cultivo de microrganismos
nas superficies de particulas organicas umidas, dentro de um leito em que ha uma
fase gasosa continua nos poros entre as particulas sélidas (ha um minimo de agua
liquida nestes poros, sendo restrita a filmes finos nas superficies das particulas e
umas poucas goticulas). A agua necessaria para o crescimento do microrganismo
encontra-se absorvida dentro das particulas do substrato (MAZAHERI et al., 2012).
O ambiente fornecido ao microrganismo neste sistema é bem diferente daquele
fornecido pela fermentacdo submersa. A disponibilidade restrita de agua pode
estimular a producdo de alguns metabdlitos especificos, que ndo seriam produzidos
na fermentacdo submersa, além de possibilitar, em alguns casos, uma maior
produtividade volumétrica e um maior rendimento em relacdo a fermentagao
submersa. Outra vantagem associada a FES € a possibilidade de obtencéo de
extratos mais concentrados, facilitando o processo de purificacdo do metabdlito de
interesse (MITCHELL et al., 2006).
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Uma variavel da FES é a fermentacdo em estado misto ou fermentacéo
submersa com presenca de suporte solido (FSbSS). Segundo (KUMAR, 1998) este
tipo de processo fermentativo € caracterizado como adi¢cdo de meio liquido ao solido
(substrato).

As FES e FSbSS, por terem suportes soélidos, apresentam crescimento
microbiano e a formacao de produtos ocorrendo na superficie de substratos solidos
com possivel formagéo de biofilme.

A maioria dos biofilmes exibe certa heterogeneidade, existindo conjuntos de
agregados celulares, que exibem densidades variaveis, originando aberturas e
canais que permitem a passagem da agua. Os canais aquosos dos biofilmes
permitem a troca de nutrientes e metabdlitos, assim como a remoc¢ao de metabdlitos
potencialmente toxicos. Biofilmes sdo matrizes biolégicas ativas compostas por
células e material extracelular depositado sobre uma superficie solida. Muitas vezes,
além dos microrganismos que produzem esse material viscoso, estdo também
aderidos outros microrganismos e particulas diversas (TRISTEZZA et al., 2010).

Assim, o uso da técnica de fermentacdo em estado soélido oferece distintas
vantagens sobre a fermentacdo submersa, dentre as quais: a simplicidade do meio,
principalmente para paises com abundancia de biomassa e de residuos
agroindustriais, e 0 uso de reatores menores, proporcionando economia de espaco.
Destaca-se, ainda, a possibilidade dos rendimentos serem maiores que os obtidos
em fermentacdo submersa, e maior resisténcia aos residuos toxicos provenientes do
tratamento (vantagem também encontrada na fermentacdo mista) e especialmente,
a facilidade de controle de contaminacéo proporcionada pela pouca quantidade de
agua no sistema viabilizando a obtencdo de produtos com custo mais reduzido
(MACHADO et al., 2006).

A formacéo do biofilme ocorre pela adesdo de microrganismos as superficies
sblidas onde existam nutrientes disponiveis para sua multiplicacdo. Esses
microrganismos sao inicialmente depositados na superficie solida, estabelecendo
uma interacdo fraca com o substrato, chamada de adesdao reversivel.
Posteriormente, podem aderir mais fortemente (adeséo irreversivel) com auxilio de
flagelos, fimbrias, pili e o material de natureza polissacaridica extracelular secretado
para entdo crescer e multiplicar, formando uma col6nia de células. Para isso, a
formacdo de polimeros organicos é essencial, o que contribui para a apropriada

colonizacéo do local (TRISTEZZA et al., 2010). Podemos afirmar entdo que biofilmes
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sdo agremiacfes funcionais de microrganismos aderidos a uma superficie e

embebidos em substancias poliméricas extracelulares (EPS) (KUMAR, 1998).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. CASCA DE ARROZ

A casca de arroz (Oryza sativum.), utilizada no presente trabalho, foi
gentilmente cedida por empresa cerealista da regido de Londrina-PR, e mantida sob
refrigeracdo de 4-8 °C. A casca de arroz foi triturada em moinho de facas com

obtencéo de particulas de dimensdo igual ou inferior a 1,7mm.

4.2. BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O bagaco de cana-de-agUcar (Saccharum spp), utilizado no presente
trabalho, foi obtido em uma usina localizada na regidao noroeste do estado do
Parana, e mantido sob refrigeracéo entre 4-8 °C. O bagaco foi triturado em moinho

de facas com obtencéo de particulas de dimenséo igual ou inferior a 1,7mm.

4.3. MICRORGANISMO

Foi utilizada a cepa Zymomonas mobilis CP4, cedida pela Escola de Quimica

da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.4. MEIO DE PRESERVACAO DA Z. mobilis

Apés incubacdo a temperatura de 30°C, 100rpm por 24 horas, no meio
descrito abaixo (Tabela 3), o microrganismo foi mantido em eppendorf (1,5mL),
adicionado de glicerol (20% v/v) e estocada a -80°C (CAMILIOS NETO et al., 2005).

O microrganismo foi também mantido em placas de petri com meio de
crescimento sélido (descrito na Tabela 3, adicionado de 2,0% de Agar (m/v)), e

armazenado em temperatura ambiente.
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Tabela 3 - Meio de crescimento e preservacdo de Zymomonas mobilis.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 20
Extrato de Levedura 2,5
(NH4)SO4 1
KH2PO4 0,5
MgSO,. 7TH,0 0,5

FONTE: Adaptado de CAMILIOS NETO et al., 2005.

4.5. PRE-INOCULO E INOCULO: COMPOSICAO DO MEIO E CONDICOES
DE CULTIVO

Os meios para obtencéo do inoculo foram preparados em Erlenmeyers de 125
mL contendo 30mL do meio referenciado na Tabela 3. Estes foram inoculados (duas
alcadas) com Zymomonas mobilis CP4 previamente crescidas em placas por 24
horas a 30 °C. Os frascos foram incubados por 12 h a 30 °C e 100rpm. Estes foram

utilizados para o in6culo na proporcao de 4% (Inéculo/Volume meio de fermentacao).

4.6. HIDROLISE ACIDA

A hidrélise acida da casca de arroz e do bagaco de cana foi realizada para
obtencdo do material hidrolisado e utilizagdo como substituinte parcial do meio de
fermentacao.

Para casca de arroz a hidrolise foi avaliada com diferentes concentracdes de
H.SO,4 [em massa de acido por massa de casca de arroz (%, m/m)]: 1 %, 2 %, 4 %,
6 %, 8 % e 10 %, e uma relacdo sélido-liquido de 1:4 (g/mL); durante 30 e 60
minutos. Foi realizado um controle para cada tempo de hidrolise, substituindo-se o
acido por agua. Apos a hidrolise, o material lignocelulésico foi manualmente
prensado para separacdo da fracdo solida do hidrolisado (fase liquida). A eficiéncia
do processo de hidrdlise foi acompanhada pela liberacdo de agucares determinados

por grau Brix e por quantificacdo de agucares redutores totais (DUBOIS et al., 1956).



28

Os solidos remanescentes da primeira hidrolise foram submetidos a um
segundo processo de hidrodlise: a 8 % de H,SO4 (m/m) relacéo soélido-liquido de 1:4
(g/mL); durante 30 minutos. Novamente o material lignoceluldésico remanescente foi
manualmente prensado para separacao da fracdo sélida do hidrolisado (fase
liquida), onde foram avaliados os so6lidos solUveis totais (grau Brix (° Bx)) e acucares
redutores totais (DUBOIS et al., 1956).

ApoOs avaliacdo dos resultados de ambos os processos, optou-se por utilizar
apenas um passo de hidrélise. Assim, os experimentos de fermentacdo descritos
nas proximas secoes utilizaram apenas a condi¢cdo de concentracdo de H,SO,, 8,0
% (m/m), temperatura de hidrélise 121 °C e tempo de exposi¢do de 30 minutos em
autoclave. O meio hidrolisado foi neutralizado com hidroxido de aménio 1M até pH 7

(neutro) e armazenado em camara fria a 4 °C.

A fracdo sélida do hidrolisado foi lavada com agua destilada até que atingisse
o pH 7 (neutro). Posteriormente foi seca em estufa a 60 °C por trés dias, para ser

utilizada como suporte nos processos fermentativos do tipo sélido e misto.

4.6.1. HIDROLISE ACIDA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

As condi¢des para a realizacdo da hidrélise acida do bagaco de cana-de-
acucar foram selecionadas a partir da literatura (KUMAR et al., 2015) e
anteriormente testadas também para a casca de arroz, apresentando as seguintes
variaveis: concentracdo de H,SO4, 8,0 % (m/m); relacdo sélido-liquido 1:6 (g/mL);
temperatura de hidrélise 121 °C e tempo de exposi¢cdo de 30 minutos em autoclave.
Apbés a hidrélise, o material lignocelulésico foi manualmente prensado para
separacdo da fracdo solida do hidrolisado (fase liquida). O meio hidrolisado foi
avaliado quanto ao teor de acucares redutores totais (DUBOIS et al., 1956) e Brix,
em seguida neutralizado com hidroxido de aménio 1M até pH 7 (neutro) e
armazenado em camara fria a 4 °C .

A fracdo solida do hidrolisado foi lavada com agua destilada até que atingisse
o pH 7 (neutro). Posteriormente foi seca em estufa a 60 °C por trés dias, para ser

utilizada como suporte nos processos fermentativos do tipo sélido e misto.
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4.7. FERMENTACOES

Foram avaliadas diferentes condi¢des de processo fermentativo: fermentacéo
submersa (FSb), fermentacédo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa com
presenca de suporte sélido (FSbSS).

Nas FES e FSbSS utilizou-se como substrato sélido, algoddo e os
remanescentes da hidrélise &cida da casca de arroz e do bagaco de cana.

Os meios de fermentacao foram compostos pelo meio basico (MB) (Tabela 4)
adicionado do hidrolisado (fracdo liquida proveniente das hidrélises) e/ou meio
sintético (solucdo de glicose), mantendo a concentracao final do meio de cultivo em
100 g/L de glicose. As concentracdes de (NH4).SO, variaram de acordo com a
presenca ou ndo de hidrolisado no meio de cultivo. Todos os ensaios fermentativos

foram realizados em triplicata.

Tabela 4 — Meio Basico (MB).

Componentes Concentracao (g/L)
Extrato de Levedura 2,5
KH2PO,4 0,5
MgSOg4. 7H,0O 0,5

FONTE: Adaptado de CAMILIOS NETO et al, 2005.

4.7.1. Avaliagao do efeito do hidrolisado e do excesso de sulfato de amoénio na

producéao de etanol- Fermentacdes submersas

Anteriormente aos ensaios que comparavam as diferentes estratégias
fermentativas, foi avaliada a influéncia de dois fatores na producédo de etanol e
crescimento de Zymononas mobilis: a utilizagdo de um hidrolisado &cido como fonte
de carbono, e o efeito do excesso de (NH4).SO,4 no meio de cultivo (proveniente da
reacdo de neutralizacdo deste hidrolisado). Foram realizadas trés fermentacdes
submersas, com diferentes composi¢cées de meio. A composi¢cao do meio de cultivo
das trés fermentagcBes possuia meio basico (MB) e glicose; com variacao no teor de
sulfato de amoénio e presenca ou ndo do hidrolisado (Tabela 5). As duas
concentracbes de sulfato de aménio (NH4).SO, utilizadas nos experimentos foram

definidas a partir da concentracdo deste composto no meio de cultivo apos a adigéo
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do hidrolisado de casca de arroz neutralizado (25,5 mM de (NH4).SO,) e a partir da
concentracdo deste composto no meio de cultivo sem a adicdo do hidrolisado de

casca de arroz neutralizado (7,6 mM de (NH4).SO,. concentracao presente no MB).

Tabela 5 — Composicdo do meio de cultivo quanto ao teor de (NH,),SO, e presenca de hidrolisado em
diferentes ensaios.

Ensaios Componentes
1- Controle A - Sem hidrolisado Meio basico, glicose e (NH;).S0O,4 25,5 mM
2- Controle B — Sem hidrolisado Meio basico, glicose e (NH;),S0,7,6 mM
3- Hidrolisado de Casca de Arroz Meio Bésico, glicose +Hidrolisado de Casca de

Arroz e (NH4),SO,4 25,5 Mm
4- Hidrolisado de Bagaco de cana-de- Meio Basico, glicose +Hidrolisado de Bagaco de
acucar Cana-de-acucar e (NH4),SO,4 25,5 Mm

FONTE: O autor.

4.7.2. Avaliacdo de diferentes processos fermentativos: Fermentacao
submersa, fermentacdo em estado solido e fermentacdo submersa na

presenca de um suporte solido — algodao

Inicialmente realizou-se a comparacdo da producdo de etanol por
Zymomonas mobilis obtida através de diferentes processos fermentativos:
fermentacdo submersa (FSb), fermentacdo em estado sélido utilizando algodao
como suporte (FES-Algodao) e fermentacdo submersa com presenca de algodao
como suporte solido (FSbSS-Algodao). Os ensaios foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 mL de meio. Para FES adicionou-se 1,5 g do
algodéao e para FSbSS 0,75 g de algod&do. Os meios foram esterilizados por 20
minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados em uma proporcéo de 4 % de volume de
in6culo em volume de solucdo umedecedora.

Utilizou-se uma substituicdo parcial do meio de cultivo por hidrolisado &cido
de casca de arroz e hidrolisado &cido de bagaco de cana-de-agUcar, nos trés
processos fermentativos. A solugdo umedecedora (hidrolisado de casca de arroz ou
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, solucédo de glicose e solucdo de MB) foi
adicionada ao substrato soélido em volume suficiente para se atingir a maxima

capacidade absortiva (30 mL para o algodao). Para FSbSS adicionou-se o volume
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suficiente para se atingir o dobro da méaxima capacidade absortiva (30 mL para 0,75
g de algodao). Os meios inoculados foram incubados em shaker a 30 °C, 100rpm

por 24 horas.

4.7.3. Avaliacdao de diferentes processos fermentativos com diferentes

suportes solidos

Por fim, realizou-se uma compara¢do dos niveis de producdo de etanol por
Zymomonas mobilis CP4 obtidos por meio dos trés diferentes processos
fermentativos; adicionalmente avaliando a substituicdo do algodéo (utilizado como
suporte solido tanto para o processo de fermentacdo em estado sélido (FES) como
para o processo de fermentacdo submersa com presenca de um substrato solido
(FSbSS)), pelo solido remanescente (residuo) da hidrélise acida, oriundo do bagaco
de cana-de-acgUcar e da casca de arroz.

As fermentacdes submersas continham 30 mL de meio de cultivo composto
por meio MB, solucéo de glicose e hidrolisado acido de casca de arroz ou de bagaco
de cana-de-acucar.

Os cultivos para FES continham 1,5 g de algoddao em 30 mL de meio, 8 g de
remanescente de casca de arroz em 20 mL de meio e 4 g de remanescente de
bagaco de cana em 30 mL de meio.

Os cultivos para FSbSS continham 0,75 g de algoddo em 30 mL de meio, 4 ¢
de remanescente de casca de arroz em 20 mL de meio e 2 g de remanescente de
bagaco de cana-de-acucar em 30 mL de meio.

Os meios foram esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e
inoculados em uma proporcéo de 4 % de volume de indculo em volume de solugéo

umedecedora.
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Tabela 6 - Ensaios comparando diferentes processos fermentativos com diferentes suportes soélidos

Quantidade
Substra_ttoj Tipo de Volume de de suporte Su,p_orte
Composicao ~ : 1 solido
. fermentacéo meio (mL) solido .
do Ensaio utilizado (q) utilizado
Submersa ~ . ~ o
(Fsb) 30 Nao aplicavel | Nao aplicavel
Submersa na
presenca de ~
Casca de suporte sélido 30 0.75 Algoddo
Arroz/ Meio MB (FSbSS).
+ Solugdo de | sybmersa na Casca de
_Glicose + presenca de 20 4 arroz
Hidrolisado de | gyporte sélido remanescente
Casca de Arroz (FSbSS) da hidrolise
(%?)2304 Solida (FES) 30 15 Algod&o
5 mM). Casca de
Sélida (FES) 20 8 arroz
remanescente
da hidrélise
Submersa ~ . ~ o
(Fsb) 30 N&o aplicavel | Nao aplicavel
Submersa na
presenca de ~
Bcafnzﬁgéj_e suporte solido 30 0,75 Algodéao
. , (FsbSS)
acucar/ Meio Bagaco de
I\gz ai%lggio Submersa na cana-de-
Hidrolisado de presenca de 30 2,027 acucar
Bagaco de suporte sélido remanescente
cana-%le?a Ucar da hidrolise
((NH4)28(.;O4 Sélida(FsbSS) 30 15 Algodao
Bagaco de
25,5 mM). anag_ o
Solida (FES) 30 4,054 acucar
remanescente
da hidrélise

Fonte: O autor
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A Figura 8 apresenta um fluxograma geral com parte do processo realizado

para obtencédo do etanol a partir de hidrolisado de material lignocelulésico.

Figura 8. Fluxograma geral do processo de producdo de etano a partir de residuos lignocelulésicos.

- —

-
X
r

0,5 g/L KH,PO,

0,5 g/L MgS0,.7TH,0 &
2,5 g/L Extrato de Levedura|
100 g/L Glicose total

FONTE: O autor

Neste fluxograma, as letras representam 0s produtos e 0s numeros
representam o0s processos. O processo 1 caracteriza-se pela moagem da casca de
arroz ou do bagaco da cana-de-aglcar (produto A) levando ao produto casca de
arroz triturada ou bagaco de cana-de-acucar triturado (produto B). Na sequéncia, a
casca de arroz triturada ou o bagaco de cana-de-acucar triturado (produto B) é
submetida a hidrdlise com &cido sulfurico (processo 2) obtendo-se o hidrolisado e o
sélido remanescente (produtos C). O hidrolisado acido é submetido ao processo de
neutralizacdo do pH com solucéo de hidroxido de aménio (processo 3), obtendo-se o
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produto (E). O solido remanescente € submetido ao processo de lavagem com agua
(processo 4), este processo € repetido de duas a quatro vezes, levando a obtencao
do produto (D). Na sequéncia, o produto (E) € utilizado para a substituicdo parcial do
meio de cultivo (produto F) nos processos fermentativos (processos 5 e 9). O sélido
remanescente (produto D) é utilizado como suporte para 0Ss processos de
fermentacdo em estado solido (H) e fermentacdo submersa com presenca de
suporte solido (G) (processos 6 e 7). Os processos 10 e 11 caracterizam-se pela
fermentacao submersa.

Os processos 12 e 13 demonstram a extracdo e quantificacdo do etanol, que

€ o produto final (I) do processo.

4.8. DETERMINACAO DE ETANOL

Apés o periodo de 24 horas de cultivo, os experimentos de fermentacdo
submersa foram submetidos diretamente a centrifugacdo, e de FSbSS e FES foram
inicialmente prensados manualmente, com posterior centrifugacdo. A partir do
sobrenadante livre de células foi realizada a quantificacdo de etanol. As
concentragcbes de etanol foram determinadas em cromatografo a liquido de alta
eficiéncia (CLAE), equipado com detector de indice de refracdo (Shimadzu RID —
10A) e coluna HPX — 87H, 300 x 7,8 mm, operante a 60 °C com vazao de 0,7
mL/min de fase movel (H,SO, 0,005 mol/L). A quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa, com curva de calibragdo de padrédo de etanol, nas

concentracdes de 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 700 pg/mL e 1000 pg/mL.

49 DOSAGEM DE ACUCARES REDUTORES PELO METODO DE
SOMOGYI-NELSON

A determinacdo dos acucares redutores e acucares redutores totais foi
realizada pelo método de Somogyi (1944) e Nelson (1945) utilizando uma curva

padrao de glicose.
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4.10 DETERMINACAO DE SOLIDOS SOLUVEIS PELO METODO BRIX

A determinacéo dos sélidos soluveis em escala Brix (°Bx) (ap6s hidrolise) foi
realizada em refratdmetro de Brix comparando com uma solucdo de sacarose como

padréo.
4.11 DOSAGEM DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS PELO METODO DE

FENOL-SULFURICO

A determinacdo dos acUcares redutores totais foi realizada pelo método de

Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al., 1956) utilizando-se uma curva padrao de glicose.

4.12 DETERMINACAO DE BIOMASSA

O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacdo da

absorbancia do meio de cultivo a 600 nm relacionando-se a uma curva de biomassa.

4.13. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A analise estatistica foi
realizada por Andlise de Variancia e teste de Tukey (teste de comparacdo de

médias).



36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um processo de
producdo de etanol de segunda geracao, por Zymomonas mobilis CP4, proveniente
da substituicdo parcial dos meios de cultivo por hidrolisados de residuos
lignoceluldsicos (casca de arroz e bagaco de cana-de-acucar) em diferentes
processos fermentativos (fermentacdo submersa, fermentacdo em estado sélido e
fermentacdo submersa com presenca de suporte solido).

Os experimentos iniciais, descritos abaixo, foram realizados para se
estabelecer um protocolo de obtencdo de hidrolisado acido de residuos
lignocelulésicos rico em acucares fermentesciveis. Desse modo, hidrélises acidas
sequenciais de casca de arroz com diferentes concentragdes de acido sulfurico e
diferentes tempos de reacao foram realizadas para se obter o referido protocolo. As
condicdes de hidrolise definidas para a casca de arroz foram extrapoladas para o
bagaco de cana-de-acucar. Os hidrolisados obtidos foram neutralizados com
hidréxido de amoénio, e o sal de sulfato de amoénio resultante, utilizado como fonte de
nitrogénio nos diferentes processos fermentativos. Os remanescentes solidos das
hidrolises éacidas dos residuos lignocelulésicos foram, eventualmente, utilizados
como suporte sélido nas fermentacdes em estado solido e submersa com suporte

sélido.

5.1. HIDROLISE ACIDA DA CASCA DE ARROZ

Os resultados da hidrolise acida da casca de arroz com diferentes
concentracbes de H,SO, [massa de &cido por massa de casca de arroz (%, m/m)]
durante 30 e 60 minutos (Tabelas 7 e 8, respectivamente), foram avaliados através
de grau Brix (°Bx) e também atraves da determinacdo de acucares redutores totais
(ART) (DUBOIS et al., 1956).

Os resultados obtidos pelo hidrolisado com 8 % de H,SO4 por 30 minutos
resultou em maior liberacdo de aclUcares com a menor porcentagem de acido
utilizado, quando avaliado pelo grau Brix (compare Tabelas 7 e 8). Note que esta
sendo considerada a avaliacdo pelo grau Brix (g/100g), j& que hidrélises com
concentracbes superiores a 4 % de H,SO, apresentaram uma concentracao
subestimada de ART quando determinadas pelo método de fenol-sulftrico (Tabelas
7 e 8).
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Tabela 7- Hidrolise acida de casca de arroz com diferentes concentragfes de acido sulfdrico por 30
minutos a 121 °C

Concentracao Concentracao de soélidos soluveis totais em grau Brix
de H,SO4 (%, (°Bx) e agucares redutores totais (ART - g/100g)
m/m) A (g/100g) ° (ART - g/100g) ®

H.O 0,0£0,0 0,0+0,00

1% 0,5+0,1 0,2+0,00

2% 1,5+0,0 0,6+0,00

4 % 1,9+0,0 2,0+0,03

6 % 2,2+0,2 1,3+0,01

8 % 3,0£0,0 1,6+0,02

10 % 3,0£0,0 1,7+0,14

A Concentragdo de H,SO, em massa de &cido por massa de casca de arroz triturada. ® As
concentragdes de sélidos soluveis totais em grau Brix (°Bx) e aglcares redutores totais em (ART -
g/100g) séo médias de duplicatas + desvio padréo.

Tabela 8- Hidrélise acida de casca de arroz com diferentes concentragdes de acido sulfarico por 60
minutos a 121 °C

Concentracéao Concentracdo de solidos sollveis totais em grau Brix
de H,SO4 (%, (°Bx) e agucares redutores totais (ART - g/100g)
m/m) * (9/100g) ° (ART - g/100g) ®

H.O 0,0£0,0° 0,1+0,00

1% 0,2+0,0 0,2+0,04

2% 0,8+0,0 0,2+0,00

4 % 1,840,2 2,1+0,16

6 % 1,9+0,3 0,8+0,08

8 % 2,4+0,4 1,0+0,00

10 % 3,0+0,1 1,5+0,16

" Concentracdo de H,SO, em massa de &cido por massa de casca de arroz triturada. ° As
concentracdes de solidos sollveis totais em grau Brix (°Bx) e aclcares redutores totais em (ART -
g/100g) séo médias de duplicatas + desvio padréo.
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Adicionalmente, foi realizada uma segunda etapa de hidrélise, com todos os
sélidos pré-hidrolisados (remanescentes da primeira hidrélise — Tabelas 7 e 8)

utilizando-se 8 % (m/m) de H,SO,4 por 30 minutos (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 - Hidrélise acida de pré-hidrolisados de casca de arroz provenientes de hidrélise com
diferentes concentracdes de acido sulfarico por 30 minutos

Amostras de casca de arroz Segunda Hidrolise Concentracao soélidos
pré-hidrolisada * solGveis (°Bx-g/100g) ®
H.O 2,0+0,0
1% 2,0£0,0
2% 1,8+0,0
4 % 1,2+0,0
6 % 1,5+0,1
8 % 1,2+0,0
10 % 1,2+0,0

" Sélidos residuais da primeira rodada de hidrélise, apresentada na Tabela 7; ® As concentracdes de
sélidos sollveis totais em grau Brix (°Bx) sdo médias de duplicatas + desvio padréo.

Tabela 10 - Hidrdlise acida de pré-hidrolisados de casca de arroz provenientes de hidrélise com
diferentes concentracdes de &cido sulfarico por 60 minutos

Amostras de casca de arroz Concentracao solidos soluveis (°Bx g/100g)

pré-hidrolisada Segunda Hidrolise
H20 1,9+0,1
1% 1,9+0,1
2 % 1,9+0,1
4 % 1,240,0
6 % 1,9+0,1
8 % 1,84+0,0
10 % 1,2+0,0

A Sélidos residuais de primeira rodada de hidrdlise, apresentada na Tabela 7; ® As concentracdes de
sélidos sollveis totais em grau Brix (°Bx) sdo médias de duplicatas + desvio padréo.
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Em nosso estudo, a melhor combinacdo foi obtida com duas hidrolises
sequenciais de 8 % (m/m) de H,SO,4 por 30 minutos, resultando em maior liberacéo
de acgucares com menor concentracdo de acido (Tabela 7 e 9), tendo uma liberacao
de 3,0 e 1,2 ¢g/100g de solidos totais, na primeira e segunda hidrélises,
respectivamente. Entretanto, optamos por seguir com apenas um passo de hidrdlise,
considerando a diluicdo que o material da segunda etapa provocaria no hidrolisado

final.

5.2. HIDROLISE ACIDA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Como ja relatado a melhor condicdo de hidrélise para a casca de arroz foi
utiizada também na hidrélise do bagaco de cana-de-acUcar (condicdo esta ja
descrita na literatura por KUMAR et al., (2015) e a concentracdo de sélidos soluveis
obtido nesta condicao foi de 3 % °Brix.

O tempo de hidrélise selecionado em nosso trabalho estd em concordancia
com MORAIS & BROETTO (2012) que determinaram os tempos de 30 e 45 minutos
como ideais para maior liberacdo de aclUcares no bagaco de cana. Além disso,

concentracdes de 7,0 e 9,0 % de H,SO, também se mostraram as mais eficientes.

Entretanto, vale mencionar que esses autores realizaram um pré-tratamento do
bagaco anterior a hidrolise &cida, facilitando a liberacdo de aglcares com a hidrdlise
acida nessas condi¢fes, atingindo concentracdes de 6,60 e 6,89 g/L de acglUcares

redutores.

5.3 - AVALIACAO DO EFEITO DA SUBSTITUICAO PARCIAL DO MEIO DE
CULTIVO POR HIDROLISADO ACIDO DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS
NA PRODUCAO DE BIOMASSA E ETANOL POR Zymomonas mobilis

Os hidrolisados acidos obtidos tanto da casca de arroz como do bagaco de
cana-de-agucar [hidrélise com 8 % (m/m) massa de H,SO4 por massa de residuo]
por 30 minutos foram utilizados para avaliacdo da producdo de biomassa e etanol
por Zymomonas mobilis em fermentagcdes submersas (Figuras 9 e 10,

respectivamente).
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Figura 9 - Avaliacdo da biomassa de Zymomonas mobilis produzida por fermenta¢gbes submersas na

presenca e auséncia de hidrolisado em duas concentra¢fes de nitorgénio.
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Controle N1: auséncia de hidrolisado acido e 25,5 mM de (NH4),SO,; Controle N2: auséncia de
hidrolisado &cido e 7,6 mM de (NH,;).SO,4; HCA: hidrolisado &cido de casca de arroz; HBC hidrolisado
de bagaco de cana-de-aglUcar. Os resultados estdo representados sdo médias de triplicatas
bioldgicas e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras minUsculas iguais indicam que
nao ha diferenca estatistica significativa em teste t, p >0,05.

Nestes experimentos foi avaliada a presenca e a auséncia de hidrolisado,
além de duas concentracfes da fonte nitrogénio (sulfato de amdonio). Esta avaliacado
€ importante para verificacdo de possiveis influéncias da presenca do hidrolisado e
de um excesso de fonte de nitrogénio no crescimento bacteriano e na producédo de
etanol no modelo de processo proposto. Note que 0 excesso de fonte de nitrogénio
(25,5 mM) é proveniente do passo de neutralizacdo do hidrolisado acido e
apresenta-se na forma de sulfato de amoénio [(NH4).SO4. Ambos os fatores
avaliados (i.e., presenca de hidrolisado e excesso de fonte de nitrogénio) néo
apresentaram diferenca estatistica significativa na producdo de biomassa (Figura 9)
e na producéao de etanol (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da producdo de etanol por Zymomonas mobilis em fermentacbes submersas na

presenca e auséncia de hidrolisado e em duas concentracdes de nitrogénio.
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Controle N1, auséncia de hidrolisado acido e 25,5 mM de (NH,;),SO,; Controle N2, auséncia de
hidrolisado acido e 7,6 mM de (NH,4),SO4; HCA, hidrolisado acido de casca de arroz; HBC, hidrolisado
de bagaco de cana-de-agucar. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com
20 mL de meio de fermentacdo contendo concentracdo final de 10 % m/v de glicose (glicose
adicionada + hidrolisado) incubados a 30 °C e 100 rpm por 24 horas. Os resultados representados
sdo médias de triplicatas biologicas e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras
minudsculas iguais indicam que nédo ha diferenca estatistica significativa em teste t, p >0,05.

Os resultados obtidos sugerem a viabilidade da utilizacdo da substituicdo
parcial do meio de cultivo por hidrolisados acidos de casca de arroz e de bagaco de
cana-de-agucar. Os proximos experimentos foram realizados com o intuito de se
testar esta substituicdo parcial em diferentes processos fermentativos, i.e.,
fermentacdo submersa (FSb), fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacéo
submersa com presenca de suporte sélido (FSb-SS).

54. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DA
SUBSTITUICAO PARCIAL DO MEIO DE CULTIVO POR HIDROLISADO
ACIDO DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS POR DIFERENTES
PROCESSOS FERMENTATIVOS
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A comparacao de producéo de etanol por Zymomonas mobilis através de trés
diferentes processos fermentativos [(1) fermentacdo submersa (FSb), (2)
fermentacdo em estado solido utilizando algoddo como suporte (FES_Algodao) e (3)
fermentacdo submersa com presenca de algodao como suporte sélido
(FSbSS_Algodao)] pode ser vista na Figura 11. Note que se utilizou uma
substituicdo parcial do meio de cultivo por hidrolisado acido de casca de arroz nos
trés processos fermentativos. A presenca de um suporte sélido na fermentacdo
submersa proporcionou um aumento significativo na producdo de etanol quando
comparado com ambos (p <0,05 quando comparado com a FES_Algodéao e p <0,01

guando comparado com a FSh).

Figura 11 - Avaliacdo da producdo de etanol por Zymomonas mobilis, por diferentes processos

fermentativos, utilizando meio de cultivo parcialmente substituido por hidrolisado de casca de arroz.

Etanol g/L

FSb, fermentacdo submersa; FES_Algodéo, fermentagdo em estado sélido utilizando algodao como
suporte sélido; FSbSS_Algodao, fermentacdo submersa com presenca de substrato sélido (algodao).
Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 20 mL de meio de fermentacao
contendo concentracao final de 10 % m/v de glicose (glicose adicionada + hidrolisado) incubados a 30
°C e 100 rpm por 24 horas. Os resultados representados sdo médias de triplicatas bioldgicas e as
barras de erro representam o desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes indicam que h& diferenca
estatistica significativa em teste t, * p< 0,05 e ** p<0,01.
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A comparacdo da producdo de etanol por Z. mobilis, nos trés diferentes
processos fermentativos (FSb, FES Algoddao e FSbSS Algoddo) a partir da
substituicdo parcial do meio de cultivo por hidrolisado acido de bagaco de cana-de-
acucar, pode ser vista na Figura 12. Neste caso a presenca de um suporte sélido em
ambos (FES e FSbSS_Algodao) ndo proporcionou um aumento significativo na

producao de etanol.

Figura 12 - Avaliacdo da producdo de etanol por Zymomonas mobilis, por diferentes processos
fermentativos, utilizando meio de cultivo parcialmente substituido por hidrolisado de bagaco de cana-de-

acucar.
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FSb, fermentacao submersa; FES Algodéao, fermentagdo em estado sélido utilizando algodao como
suporte sélido; FSbSS_Algodao, fermentacdo submersa com presenca de substrato sélido (algodéo).
Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 20 mL de meio de fermentacéo
contendo concentracéo final de 10 % m/v de glicose (glicose adicionada + hidrolisado) incubados a 30
°C e 100 rpm por 24 horas. Os resultados representados sdo médias de triplicatas bioldgicas e as
barras de erro representam o desvio padrdo. Letras mindsculas iguais indicam que ndo ha diferenca
estatistica significativa em teste t, p >0,05.
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5.5 - PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE HIDROLISADO ACIDO DE CASCA
DE ARROZ UTILIZANDO REMANESCENTE SOLIDO DA HIDROLISE COMO
SUBSTRATO SOLIDO POR FERMENTACOES EM ESTADO SOLIDO E
SUBMERSA COM PRESENCA DE SUBSTRATO SOLIDO

Uma comparacao dos niveis de producdo de etanol por Zymomonas mobilis
obtida através dos trés diferentes processos fermentativos pode ser vista na Figura 13.
No entanto, adicionalmente avaliou-se a substituicdo do algodéo, utilizado como suporte
sOlido tanto para o processo de fermentacdo em estado sélido (FES) como para o
processo de fermentacao submersa com presenca de um substrato sélido (FSbSS), pelo

sélido remanescente (residuo) da hidrolise acida da casca de arroz.

Figura 13 - Avaliacdo da producéo de etanol a partir de hidrolisado acido de casca de arroz utilizando
remanescente soélido da hidrélise como substrato sélido por fermentagbes em estado sdlido e submersa com

presenca de substrato sdlido.

Etanol g/L

FSb, fermentacao submersa; FES_Algodao, fermentagdo em estado soélido utilizando algodao como
suporte sdlido; FES_RS, fermentacdo em estado sélido utilizando remanescente sélido da hidrélise
acida da casca de arroz como suporte sélido; FSbSS_Algodéao, fermentagdo submersa com presenca
de substrato sélido (algod&o); FSbSS_RS, fermenta¢do submersa com presenca de substrato sélido
(remanescente solido da hidrdlise acida da casca de arroz). Os cultivos foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL com 20 mL de meio de fermentacéo contendo concentracéo final de 10 % m/v
de glicose (glicose adicionada + hidrolisado) incubados a 30 °C e 100 rpm por 24 horas. Os
resultados representados sdo médias de triplicatas biolégicas e as barras de erro representam o
desvio padrao. Letras minUsculas diferentes indicam que ha diferenca estatistica significativa em teste
t, bvs a p<0,05e cvsap<0,01.
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N&do houve diferenca significativa entre as comparacdes da fermentacao
submersa com as fermentacdes em estado solido para ambos os suportes solidos.
No entanto, as fermentacbes submersas com presenca de suporte sdlido, algodao
ou sélido remanescente, apresentaram um incremento estatisticamente significativo
quando comparado com outros dois processos. A substituicdo do algoddo pelo
residuo como suporte sélido provocou um novo aumento na producao de etanol para
as FSbSS (p <0,01). Confirmando que as fermentagbes submersas com presenca
de suporte solido sdo uma alternativa de grande potencial para producao industrial
de etanol, principalmente quando estas utilizam os sdélidos remanescentes de
hidrolise de residuos lignoceluldsicos.

A literatura é pobre em relatos de producdes de etanol em FES e FSbSS,
porém resultados de fermentacdes submersas utilizando hidrolisados acidos no meio
de cultivo podem ser encontrados. SIVASAKTHIVELAN et al., (2014) obtiveram
producao de 13,59 g/L de etanol por Zymomonas mobilis, a partir de hidrolisado
acido do residuo de semente de girassol em fermentagcdo submersa, resultado
superior ao encontrado em nosso trabalho, porém estes autores utilizaram um tempo
de fermentacéo superior (48 horas).

LUJAN- RHENALS et al., (2015), utilizaram hidrolisado &acido do farelo de soja
em fermentacédo submersa durante 20 horas por Zymomonas mobilis NRRL B-4286
com producéo de 9,2 g/L de etanol. TODHANAKASEM et al., (2014), avaliaram a
producado de etanol utilizando as estirpes Zymomonas mobilis ZM4, TISTR 405, 548,
550 e 551 com hidrolisado de farelo de arroz obtido através de hidrolise béasica
(KOH), acida (H,SO.) seguido de hidrolise enziméatica em fermentacdo com
presenca de biofilme. A Zymomonas mobilis ZM4 foi quem obteve o melhor
resultado com 13.40 £ 2.43 g/L ap6s 4 dias de fermentacdo. Considerando as
diferencas entre as estirpes e 0s maiores tempos de fermentagdo encontrados na
literatura, podemos considerar satisfatéria a producdo de etanol encontrada em
nosso trabalho utilizando hidrolisado acido de casca de arroz.
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5.6 - PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE HIDROLISADO ACIDO DE BAGACO
DE CANA-DE-ACUCAR UTILIZANDO REMANESCENTE SOLIDO DA HIDROLISE
COMO SUBSTRATO SOLIDO POR FERMENTACOES EM ESTADO SOLIDO E
SUBMERSA COM PRESENCA DE SUBSTRATO SOLIDO

Uma nova comparacdo dos niveis de producdo de etanol por Z. mobilis
obtidos nos diferentes processos fermentativos foi realizada, como apresentado na
Figura 14, agora avaliando a substituicdo do algod&o, utilizado como suporte solido
tanto para o processo de fermentacédo em estado sélido (FES) como para o processo
de fermentacdo submersa com presenca de um suporte solido (FSbSS), pelo sdlido

remanescente (residuo) da hidrélise acida do bagaco de cana-de-acucar.

Figura 14 - Avaliacdo da producao de etanol a partir de hidrolisado acido de bagaco de cana-de-agucar
utilizando remanescente sélido da hidrélise como substrato sélido por fermentacdes em estado sélido e

submersa com presenca de substrato sélido.

154

Etanol g/L

FES_Algodéao, fermentacdo em estado sélido utilizando algoddo como suporte sélido; FES_RS,
fermentacéo em estado sélido utilizando remanescente sélido da hidrélise 4cida do bagago de cana
como suporte sélido; FSbSS_Algodédo, fermentacdo submersa com presenca de substrato soélido
(algodéo); FSbSS RS, fermentacdo submersa com presenca de substrato sélido (remanescente
sélido da hidrélise acida de bagaco de cana). Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de
125 mL com 30 mL de meio de fermentacdo contendo concentracéo final de 10 % m/v de glicose
(glicose adicionada + hidrolisado) incubados a 30 °C e 100 rpm por 24 horas. Os resultados
representados sdo médias de triplicatas biolégicas e as barras de erro representam o desvio padrao.
Letras mindsculas diferentes indicam que ha diferenca estatistica significativa em teste t, b vs a
p<0,05; c vs a p<0,001 e b vs ¢ p<0,01.
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N&o houve diferenca significativa entre as fermentacdes em estado sélido
para ambos os suportes solidos. No entanto, as fermentacdes submersas com
presenca de suporte sélido, algoddo ou sélido remanescente, apresentaram um
incremento estatisticamente significativo quando comparado com a FES. A
substituicdo do algodao pelo residuo proporcionou um incremento significativo na
producdo de etanol (p <0,01). Este resultado sugere que as fermentacOes
submersas com presenca de suporte sélido sdo uma alternativa de grande potencial
para producdo de etanol, principalmente quando estas utilizam os sélidos
remanescentes de hidrélise de residuos lignoceluldsicos.

JEON et al. (2010), avaliaram oito residuos lignocelulésicos (dentre eles:
casca de trigo, bagaco de cana- de-acUcar, sorgo, pinus, eucalipto, etc) com
tratamento acido (H,SO, a 2 %, a 134 °C, 60 minutos) e posterior hidrélise
enzimatica. As maiores producdes de etanol a partir da Zymomonas mobilis foram
alcancadas com a palha do trigo (13,8 g/L) e hidrolisado de bagaco de cana (17,7
g/L) em fermentacdo submersa. A hidrolise 4cida com posterior hidrolise enzimatica
contribuiu para liberacdo dos acucares fermentesciveis e pode ter impactado na
producao superior de etanol ao encontrado na presente dissertagao.

O fato das maiores producgdes de etanol terem ocorrido nas FES e FSbSS, ou
seja, quando um suporte sélido estava presente pode ser atribuida a formacao de
biofilme. Apesar de néo ter sido avaliada a formacéo de biofilme, experimentalmente,
ha relatos na literatura de formacéo de biofilme por cepas de Zymomonas mobilis
guando um suporte sdlido esta presente, e que este contribui para um aumento na
formacao de etanol. TODHANAKASEN et al., (2014) demonstraram que diferentes
cepas da Zymomonas mobilis (ZM4, TISTR 405, 548, 550 e 551) utilizadas na
bioconversdo de farelo de arroz hidrolisado a etanol, formaram biofilme nas
superficies de plastico. Uma analise microscépica revelou que a cepa ZM4
desenvolveu uma estrutura de biofiilme homogénea e grossa em 24 horas. A
porcentagem de células vivas em biofilmes foi maior do que para as células
plancténicas (54,32 + 7.10 % vs 28,69 * 3,03 %), sugerindo que os biofilmes
serviram como um nicho protetor para o crescimento de bactérias na presenca de
inibidores téxicos do hidrolisado de farelo de arroz. A atividade metabodlica de ZM4
crescido como um biofilme também foi maior do que a mesma estirpe crescida
planctonicamente, medida pela producéo de etanol (13.40 £ 2,43 g/L vs 0.432 + 0,29
g/L, respectivamente).
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TODHANAKASEN et al, 2016 demonstraram a formacdo de biofilme por
Zymomonas mobilis em diferentes tipos de carreadores. Este estudo investigou os
biofilmes formados pelas estirpes TISTR 551 e ZM4 e observou que estirpe
TISTR551 foi capaz de formar biofilme, utilizando cabelo de milho como suporte,

apos 3 dias de fermentacéo.

5.7- CORRELACAO DA PRODUCAO DE ETANOL E O CONSUMO DE ACUCARES
REDUTORES NOS DIFERENTES PROCESSOS FERMENTATIVOS

O consumo percentual de acUcares redutores dos diferentes processos
fermentativos, com presenca e auséncia de hidrolisado lignocelulésico, foi avaliado
no final de cada cultivo (Tabela 11). As maiores taxas de consumos foram
observadas nos cultivos com auséncia de hidrolisado, sugerindo que o hidrolisado
possa de alguma forma inibir o consumo de agUcares. Enquanto que, as menores
taxas de consumo ocorreram nos cultivos em estado sélido.

De maneira geral houve uma variacdo consideravel na taxa de consumo de
acucares redutores (36 % até 78 %), entretanto ndo foi possivel tracar qualquer

relacdo entre estes resultados e a producédo de etanol.
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Tabela 11 - Consumo percentual de agUcares redutores nos diferentes processos fermentativos com
presenca e auséncia de hidrolisados lignoceluldsicos

Consumo percentual

Hidrolisado Fermentacao E(ta/rl]_(;l de acUcares
g redutores(g/L)
Controle Submersa 3,40%0,26 77,60£3,69
(auséncia Submersa com substrato
. 3,70%0,12 76,40%0,91
de soélido algodéo
hidrolisado)  Sdlida 2,70+017 69,10+4,90
o Submersa 3,50+0,25 66,00+0,91
Hidrolisado
Submersa com substrato
de bagago . . 4,60+0,52 49,60+1,36
sélido algodéo
de cana _
Sdélida 5,10+£1,18 41,00+1,51
Submersa 3,30%0,25 63,50+0,54
Hidrolisado
Submersa com substrato
de cascade 5,60+0,22 65,30+3,48
sélido algodéo
arroz
Solida 4,10+0,19 36,10+1,27

Os resultados representados sdo médias de triplicatas e as barras de erro representam o desvio

padréo.
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6. CONCLUSAO

Pelos resultados encontrados podemos concluir que a melhor condi¢ao para
obtencdo de um hidrolisado foi com a utilizagdo de H,SO4 a 8 % (m/m) durante 30
minutos, para a casca de arroz e bagaco de cana-de-acucar. A presenca do
hidrolisado acido no meio de fermentacdo nédo influenciou significativamente a
producdo de biomassa e de etanol por Zymomonas mobilis podendo ser utilizado
como substituinte parcial do meio de fermentagéo.

A utilizac&o de diferentes suportes soélidos (algodao e residuo remanescente
do bagaco de cana e da casca de arroz) nas FES e FSbSS promoveu um aumento
na producédo de etanol.

O processo fermentativo do tipo submerso com presenca de suporte sélido
demonstrou o melhor resultado dentre os processos avaliados, sendo que a maior
producdo de etanol por Zymomonas mobilis CP4 foi observada com a fermentacao

submersa com suporte sélido de residuo lignocelulésico.
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