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RESUMO GERAL

O café é um dos principais produtos agricolas do Brasil, de importancia
mundialmente reconhecida. A obten¢do de uma bebida de qualidade requer um
adequado processamento pds-colheita, que pode ser realizado por via seca ou via
umida, em que sdo gerados os residuos casca e polpa de café, respectivamente.
Direcionar os residuos do café aplicando-os em processos biotecnolégicos pode
ser uma alternativa vidvel, ecoldgica e ecomicamente. Partindo desse
pressuposto, este trabalho foi realizado com o objetivo verificar a viabilidade
cientifica do uso da polpa de café, gerada durante o processamento por via
umida, na producdo de etanol, utilizando-se a levedura Kluyveromyces
marxianus CCT 4086 como agente fermentativo. Nos passos iniciais, a polpa de
café foi caracterizada e estudaram-se formas de obtencdo de uma fase liquida a
partir dessa matéria-prima. A sua composi¢do, rica em carboidratos, classificou
esse residuo como potencial substrato para a obtengdo de etanol. Dentre as
diferentes formas de extracdo, a mais eficiente (menor consumo de energia,
baixas concentracdes de polifendis e satisfatérios teores de agicares) foi a
trituracdo a frio, seguida de prensagem. A fase liquida da polpa de café
originada foi fermentada por Kluyveromyces marxianus CCT 4086 como unica
fonte de carboidrato ou como diluente de caldo ou de melagco de cana-de-agtcar.
Os resultados evidenciaram que a fase liquida da polpa de café ndo influenciou a
obtencdo de etanol por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, podendo ser
utilizada como diluente em meios de cultura destinados a essa finalidade. Esta
fase também foi utilizada na elaboracdo de meios para a producdo de
poligalacturonase pela levedura em estudo, obtendo-se elevadas concentragdes
dessa enzima (18 U.g'l) quando o teor desse material de 80% (v/v) foi utilizado.
Pensando na obten¢do de etanol a partir da fragdo lignocelulésica da polpa de
café, estudaram-se diferentes maneiras de pré-tratar alcalinamente a fase sélida
(proveniente da trituracdo e prensagem da polpa de café), com o objetivo de
remover a lignina e facilitar a hidrdlise da celulose em glicose. Para tanto,
utilizou-se um delineamento composto central rotacional, a fim de se otimizar o
pré-tratamento alcalino da fase sélida da polpa de café, assumindo como
varidveis independentes: concentragdo de hidréxido de sddio, concentragdao de
hidréxido de célcio e tempo de pré-tratamento e, como varidveis respostas, a
capacidade de hidrolise do material pré-tratado, medida em termos da
concentragdo de glicose e conversdo da celulose em glicose. Os resultados
demontraram que o pré-tratamento utilizando 4% (m/v) de hidréxido de sddio,
sem hidréxido de cdlcio e tempo de 25 minutos de pré-tratamento a 121°C
proporcionou os melhores resultados. Também foi estudado o pré-tratamento
com NaOH 4% e 28% m/v, em 30 dias de armazenamento, a temperatura
ambiente, tendo como varidveis respostas as mesmas analisadas no estudo a



quente. Os resultados apontaram que o uso de NaOH 4% m/v, apds 30 dias de
armazenamento, apresentou bons resultados, o que viabiliza o processo de pré-
tratamento, por nao necessitar da etapa de aquecimento. A fase sélida da polpa
de café pré-tratada alcalinamente foi submetida a hidrélise e a fermentacio por
trés diferentes tipos de processos: hidrélise e fermentacdo separadas (SHF),
hidrélise e fermentacdo semissimultaneas (SSSF) e hidrdlise e fermentagdao
simultaneas (SSF), sendo a hidrdlise realizada pelas enzimas celulase, [-
glucosidase e xilanase e a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086. Os
processos que produziram maiores concentracdes finais de etanol foram os
processos SHF (21,77 g.L’l) e SSSF (21,66 g. LY. Os resultados obtidos neste
trabalho apontam para uma nova aplicabilidade biotecnoldgica da polpa de café:
a obtencdo de etanol utilizando sua fracdo liquida e sélida, tendo como agente
fermentativo a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

Palavras-chave: Etanol. Kluyvermyces marxianus CCT 4086. Polpa de café. Pré-
tratamento alcalino.



GENERAL ABSTRACT

Coffee is one of Brazil's main agricultural products of globally
recognized importance. Obtaining a drink requires adequate quality post-harvest
processing which may be performed dry or wet, in which the peel and pulp
coffee wastes are generated, respectively. Using the coffee waste by applying it
in biotechnological processes can be viable, ecological and economical. Based
on this assumption, this study was carried out to verify the scientific feasibility
of using coffee pulp generated during wet processing, for the production of
ethanol using the yeast Kluyveromyces marxianus CCT 4086 as fermentation
agent. In the initial steps, the pulp coffee was characterized and studied in order
to obtain a liquid phase from this feedstock. The composition, rich in
carbohydrates, classified this residue as a potential substrate for ethanol
production. Among the different forms of extraction, the most efficient (less
energy consumption, low concentrations of polyphenols and satisfactory sugars)
was trituration followed by cold pressing. The liquid phase originated from
coffee pulp was fermented by Kluyveromyces marxianus CCT 4086 as the sole
carbohydrate source or as a molasses or cane sugar broth thinner. The results
showed that the liquid phase of the coffee pulp did not affect the production of
ethanol by Kluyveromyces marxianus CCT 4086, and can be used as a diluent in
culture media intended for that purpose. This phase was also used in the
preparation of media for the production of polygalacturonase by the yeast under
study, resulting in high concentrations of this enzyme (18 U.g') where the
content of this material of 80% (v/v) was used. Seeking to obtain ethanol from
lignocellulosic fraction of coffee pulp, different ways were studied to pre-treat,
alkalinically, the solid phase (from the crushing and pressing of coffee pulp),
with the goal of removing lignin and facilitate hydrolysis of cellulose to glucose.
For this purpose, we used a central composite rotatable design in order to
optimize the alkali pretreatment of the solid phase of the coffee pulp, assuming
as independent variables: sodium hydroxide concentration, calcium hydroxide
concentration and pretreatment time and as response variables, the ability of
hydrolysis of pre-treated material, measured in terms of glucose concentration
and conversion of cellulose to glucose. The results demonstrated that the
pretreatment using 4% (w/v) sodium hydroxide, without calcium hydroxide and
a pretreatment time of 25 min at 121° C gave the best results. We also studied
the pretreatment with 4% NaOH and 28% w / v in 30 days storage at room
temperature, using the same response variables analyzed in the hot study. The
results showed that the use of NaOH 4% m / v after 30 days of storage showed
good results, thus justifying the pretreatment for not requiring the heating step.
The solid phase of the coffee pulp pretreated alkalinically was subjected to
hydrolysis and fermentation by three different processes: separate hydrolysis and



fermentation (SHF), semi-simultaneous saccharification and fermentation
(SSSF) and simultaneous saccharification and fermentation (SSF), the
hydrolysis being conducted by cellulase, xylanase and B-glucosidase enzymes
and the Kluyveromyces marxianus CCT 4086 yeast. The processes that produce
higher final concentrations of ethanol were the processes SHF (21.77 g.L'"") and
SSSF (21.66 g. L'"). The results of this study suggest a new biotechnological
applicability for coffee pulp: the production of ethanol using its liquid and solid
fraction having the yeast Kluyveromyces marxianus CCT 4086 as fermentative
agent.

Keywords: Ethanol. Kluyveromyces marxianus CCT 4086. Coffee pulp.
Alkaline pretreatment.
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CAPITULO 1: Introduciio Geral

1 INTRODUCAO

O café € um dos principais produtos agricolas do Brasil e o estado de
Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional. A planta do cafeeiro
pertence ao género Coffea, sendo as espécies Coffea arabica L. e Coffea
canephora Pierre ex Froehner as de maior relevancia no mercado.

A quarta estimativa (realizada em dezembro de 2012) de produgdo de
café para a safra 2012 indica que o pais devera colher 50,83 milhdes de sacas de
60 kg do produto beneficiado, o que resulta em um crescimento de 16,9% em
relacio ao ano agricola anterior (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, CONAB, 2012).

A quantidade de residuos produzidos cresce concomitantemente a
producdo de café, sobretudo em virtude do processamento pds-colheita,
fundamental para a obtencdo de uma bebida de boa qualidade.

No Brasil, dois tipos de processamentos pds-colheita sdo utilizados: por
via seca e por via imida. O processo por via seca, em que se obtém o café em
coco, consiste na derrica de frutos da planta, que sdo levados ao terreiro ou ao
secador, podendo, antes, passar pelo lavador. J4 no processo por via imida, os
frutos sdo descascados/lavados, despolpados ou desmucilados (PIMENTA,
2003). Os solidos residuais obtidos sdo denominados polpa, para designar os
residuos provenientes do processamento por via imida e casca, para denominar
os residuos oriundos do processamento do café por via seca (PANDEY et al.,
2000).

Estima-se que, para cada tonelada de griaos de café produzida, a mesma

quantidade de casca seja gerada durante o processamento por via seca, enquanto
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0 processamento por via Umida gera aproximadamente o dobro de residuos em
relacdo a quantidade de material processado (SAENGER et al., 2001).

Os residuos oriundos do processamento pds-colheita do café sdo ricos
em materiais organicos e inorganicos e, se forem lancados ao meio ambiente,
sem tratamento prévio, podem poluir os recursos naturais. As ricas composicoes
desses residuos os tornams potenciais substratos para processos biotecnoldgicos
(PANDEY et al., 2000), o que diminui o impacto ambiental causado pelo
descarte inadequado e confere valor econdmico ao residuo.

Uma maneira interessante de agregar valor a polpa de café e diminuir a
poluicdo ambiental decorrente do seu descarte seria o seu uso na producdo de
etanol, haja vista sua composi¢do em carboidratos, tanto na fracdo liquida
quanto na fracdo fibrosa.

As leveduras da espécie Kluyveromyces marxianus t€ém sido amplamente
utilizadas na obten¢@o de etanol a partir de residuos da inddstria de alimentos,
desde residuos liquidos, como o soro de leite, até sélidos, como bagaco de cana-
de-agticar (COSTA, 2011), pelo fato de esse microrganismo possuir
caracteristicas importantes, como a alta conversao do substrato em biomassa e a
ampla faixa de temperatura na qual pode crescer.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a viabilidade
cientifica do emprego da polpa de café, na forma de suas fases liquida e sélida,
para a obtencao de etanol, como produto principal, utilizando-se Kluyveromyces
marxianus CCT 4086.

Esta tese estd dividida em quatro capitulos. O primeiro capitulo refere-se
a revisdo bibliografica, na qual se relaciona um selecionado referencial tedrico
que embasou o estudo. No segundo contempla-se a utilizacdo da fase liquida da
polpa de café para a produgdo de etanol e de poligalacturonase em processos
independentes. No terceiro capitulo estuda-se a otimiza¢do do pré-tratamento

alcalino da fase sélida da polpa de café e, no quarto, emprega-se a fase sélida da
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polpa de café pré-tratada em diferentes processos de obtencdo de etanol

lignocelulésico. As etapas de realizagdo deste trabalho estdo sumarizadas na

Figura 1.
J
‘ Processamento por via Umida ‘
v
‘ Polpa de café ‘
U
| CAPiTULO2 |
v \
’ Fase liquida da polpa de café ‘ ’ Fase solida da polpa de café ‘
v
| cApiTULO2 | | CAPITULOS |
/ \ |
Producéo de Produgéo de Pré-tratamento alcalino e
etanol poligalacturonase hidrélise T”Z'mé“ca
| CAPITULO4 |
|

Producao de etanol por
diferentes processos de
hidrélise e fermentagéao

Figura 1 Fluxograma das etapas realizadas
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2 REFERENCIAL TEORICO

O café é um alimento de importancia mundialmente reconhecida, sendo
um dos produtos agricolas mais importantes do Brasil, responsdvel por
proporcionar grande retorno econdmico, em virtude das exportacdes, da
industrializacdo e dos empregos gerados em toda a sua cadeia produtiva. O

Brasil destaca-se por ser o maior produtor e exportador mundial de café.

2.1 Café: composicao, tipos de processamento e residuos gerados

A planta cafeeiro pertence ao género Coffea e a familia Rubiaceae. Das
cem espécies descritas no género Coffea, somente duas produzem frutos que t€ém
importancia econdmica no mercado internacional, sendo Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre ex Froehner. Seus produtos sdo designados como café
ardbica e café robusta, respectivamente, sendo o primeiro mais explorado
internacionalmente (PIMENTA, 2003). Na Figura 2 ilustra-se a producdo de
café referente a safra de 2011, sendo possivel verificar que o estado de Minas

Gerais € o maior produtor nacional de café, seguido pelo Espirito Santo.
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Figura 2 Producao de café referente a safra de 2011: participacao percentual por Unidade
Federativa
Fonte: CONAB (2012)

O fruto do cafeeiro é composto, da parte externa para a parte interna, por
uma casca resistente denominada pericarpo, que recobre o mesocarpo externo
(polpa). Ap6s a polpa encontra-se a mucilagem, seguida pelo pergaminho
(endocarpo) e pela pelicula prateada que, finalmente, recobre o grao de café
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). O fruto do cafeeiro e seus componentes estio

esquematicamente representados na Figura 3.

e
Grao

Pergaminho . Pelicula prateada
& Mucilagem 2licula pi

Figura 3 Componentes do fruto do cafeeiro
Fonte: Esquivel e Jimenéz (2012)
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O estadio cereja representa o ponto 6timo de maturacao do café, em que
toda composicdo quimica dos frutos encontra em seu valor méximo,
principalmente aguicares e pectinas, que se encontram presentes na casca,
mucilagem e sementes e podem contribuir para uma melhor qualidade do
produto. Apds a colheita, o café passa por um beneficiamento que pode ser
realizado por via seca ou por via imida (PIMENTA, 2003). No processamento
por via seca, o café é lavado e submetido a um processo de secagem. O fruto é
processado integralmente (PIMENTA, 2003). Quando processados por via
umida, os frutos do cafeeiro podem originar os cafés descascados, despolpados
ou desmucilados. Na obten¢do do café cereja descascado, os frutos sao
descascados por processos mecanicos e parte da mucilagem ainda permanece
aderida ao pergaminho dos frutos. Na obtencdo do café despolpado, apés o
descascamento, a parte da mucilagem que ainda estava aderida aos frutos é
removida em tanques de fermentacdo bioldgica. Se a remocdo desta mucilagem
remanescente for realizada mecanicamente, tem-se, entdo, o café desmucilado
(MALTA, 2010).

Em virtude do método de processamento do café cereja, os sélidos
residuais obtidos tém diferentes terminologias, sendo polpa o termo empregado
para denominar os residuos provenientes do processamento por via Umida e
casca o nome atribuido aos residuos oriundos do processamento do café por via
seca (PANDEY et al., 2000).

A casca de café € oriunda da limpeza do café em coco (café processado
por via seca), composta de epicarpo (casca), mesocarpo (polpa ou mucilagem),
endocarpo (pergaminho) e pelicula prateada (MATIELLO, 1991; BARCELOS
et al., 2002). A fim de se evitar complica¢gdes oriundas da mesma denominagio,
faz-se necessdrio destacar a diferenca entre a polpa, que faz parte da constituicdo
do fruto (Figura 3) e quanto ao residuo polpa de café. Polpa como parte do fruto,

refere-se ao mesocarpo externo do fruto, conforme citado anteriormente
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(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012) e polpa como residuo do processamento por via
umida do café cereja, é composta por epicarpo e parte do mesocarpo. Dessa
maneira, as diferencas existentes entre casca e polpa de café sdo que a casca é
obtida seca e contém pergaminho e a polpa € imida e ndo contém pergaminho, o
qual fica preso como forma de proteger o grio (MATIELLO, 1991;
BARCELOS et al., 2002).

2.2 Potencial biotecnolégico dos residuos de café

Os residuos gerados durante o processamento do café sdo ricos em
materiais organicos e inorganicos e, se forem lancados ao ambiente sem
tratamento prévio, podem causar polui¢do. Todavia, a rica composicdo em
matéria organica torna esse substrato ideal para processos microbioldgicos no
intuito de obter produtos de valor agregado (PANDEY et al., 2000).

A composi¢do da polpa de café, substrato utilizado para a realizacio
deste trabalho, relatada por diferentes autores, encontra-se sumarizada na Tabela
1. Por meio dos dados podem ser percebidas diferengas existentes entre oS
valores relatados na literatura para a mesma varidvel em andlise. Essas
diferencas podem ser decorrentes do tipo de processamento, das diferentes

variedades e cultivares e das condi¢des de cultura, entre outros fatores.
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Tabela 1 Composicao da polpa de café.

Referéncias consultadas

Variavel Bressani (1978) Barcelos et al. Ulloa-Rojas et al.
(%MS) (2002) (2002)
Extrato etéreo 2.5 2,47 a 2,65 2.9
Proteina 10 12,58 a 13,60 8
Cinzas 8 8,42 a 8,56 8,9
Fibras 21 - -
FDA - 53,64 a 55,33 -
FDN - 77,84 a 78,33 -
Hemicelulose - 23,01 a 24,42 -
Celulose 27,65 36,39 a 36,77 28,6
Lignina 17,5 - -
Taninos 1,8 a 8,56 - 0,7
Polifendis - - 2,0
Pectinas 6,52 - -
Carboidratos 50 - -
AR 12,4 - -
AnR 2,02 - -
Cafeina 1,3 - -

Abreviaturas utilizadas: MS = matéria seca; FDA = fibra em detergente dcido; FDN =
fibra em detergente neutro; AR = agticares redutores; AnR = acticares nao redutores.
- Nao analisado.

Tradicionalmente, a casca e a polpa de café obtiveram apenas aplicacdes
limitadas como fertilizantes, ragdo animal, biocompostagem, etc. Essas
aplicacdes utilizam apenas uma fracdo da quantidade disponivel e ndo foram
tecnicamente muito eficientes. Estudos recentes focaram suas aplicacdes como
substratos em bioprocessos (PANDEY et al., 2000).

Soares et al. (2000) estudaram a produgdo de compostos aromdticos
frutais por Ceratocystis fimbriata, por meio de fermentacdo em estado sélido
utilizando casca de café tratada com vapor e suplementada com glucose (20% a

46%). Foi observada a formagao de aroma de abacaxi e de banana, resultante da
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producido de vdrios dlcoois, aldeidos e ésteres (acetaldeido, etanol, isopropanol,
acetato de etila, isobutirato de etila, acetato de isobutila e acetato de isoamila).

Prata e Oliveira (2007) utilizaram cascas de café frescas como fonte de
antocianinas (pigmentos naturais utilizados na indudstria de alimentos). Tais
autores identificaram a cianidina-3-rutinosida como a antocianina predominante
nesse tipo de residuo e indicaram a casca de café fresca como fonte econdmica
desse pigmento.

Com base no exposto, fica evidente o potencial dos residuos de café,
com énfase na casca e na polpa, para a aplicacdo em processos biotecnolégicos,
com a obtencdo de produtos com alto valor agregado, oferecendo melhores
oportunidades para o aproveitamento econdmico desses residuos (PANDEY et

al., 2000).

2.2.1 Etanol

O etanol é o mais comum dentre os alcodis. Contém, em sua estrutura
molecular, um grupo hidroxila ligado a um dtomo de carbono, com a férmula
CH;CH,O0H ou, de maneira simplificada, C,HO. E muito utilizado em bebidas
alcodlicas, como solvente, aromatizante, como combustivel para veiculos e na
produgdo elétrica, constituindo um importante produto quimico industrial
(MOUCO, 2011). Quando ¢ obtido de produtos agricolas, é denominado
bioetanol.

O etanol pode ser obtido por via destilatdria, por via sintética (a partir de
hidrocarbonetos nio saturados, como o eteno e o etino, oriundos de gases de
petréleo e da hulha) e por via fermentativa, sendo esta Ultima a maneira mais

importante para a producdo de etanol no Brasil (LIMA et al., 2001).
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O termo fermentacdo, de maneira geral, denota a degradag@o anaerébia
da glicose ou de outros nutrientes orgdnicos em varios produtos, para se obter
energia na forma de adenosina trifosfato, ou ATP (LEHNINGER et al., 2006).

A glicose € o principal combustivel da maioria dos organismos e tem
papel central no metabolismo. Sua oxidag@o é conhecida por glicdlise, realizada
por dez reacdes sequenciais catalisadas por enzimas especificas (conhecidas
como enzimas glicoliticas) e resulta em duas moléculas de piruvato, que podem
ter trés destinos principais: em microrganismos aerdbios é oxidado a CO,, H,0 e
energia (ATP) (ciclo do 4cido tricarboxilico, ciclo de Krebs), em processos
anaerdbios pode ser reduzido a lactato (via de fermentacdo do dcido lactico) e,
também, em condi¢des anaerdbias pode ser convertido a etanol, CO, e energia
(ATP), no processo conhecido como fermentagdo alcodlica (LEHNINGER et al.,
2006). Dessa maneira, a fermentacdo alcodlica envolve 12 reacdes em
sequéncia, cada qual catalisada por uma enzima especifica, localizadas no
citoplasma celular (LIMA et al., 2001).

Os principais microrganismos envolvidos na producio de etanol por via
fermentativa sdo as leveduras. Esses microrganismos sdo fungos unicelulares e
caracterizam-se pela forma de reproducdo vegetativa conhecida como
brotamento ou gemula¢@o, sendo que em algumas leveduras a divisdo celular
ocorre sexuadamente por meio da formacdo de esporos (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1996). Podem ser classificadas em aerdbias, aerdbias facultativas e
fermentativas, dependendo de sua via de utilizacio do oxigénio (LANE;
MORRISSEY, 2010).

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae (as mais empregadas
na obtencdo de etanol) e as da espécie Kluyveromyces marxianus (utilizadas
nesse trabalho) sdo aerdbias facultativas. Nessas leveduras, em auséncia de
oxigénio, hd uma tendéncia para a atuacdo das enzimas piruvato-descarboxilase

e alcooldesidrogenase, produzindo etanol e dgua a partir do piruvato, sendo a
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etapa global representada pela equagdo de Gay-Lussac (Equacdo 1). Todavia, em
presenca de oxigénio, parte do 4cido pirtvico pode ser deslocada para o ciclo do
dcido tricarboxilico (o ciclo de Krebs) (Equacdo 2), em que serd oxidado
enzimaticamente a di6xido de carbono e dgua, sendo essa oxidacdo realizada na
mitocdndria (LIMA et al.,, 2001; LEHNINGER et al., 2006; LANE;
MORRISSEY, 2010).

CeH 12,06 +2P1 +2ADP—> 2C,H;OH +2CO,+2ATP + 2H,0 457 kecal (1)

CeH12,06+60, — 6CO,+ 6H,O +38 ATP+688 kcal 2)

A partir da equagdo de Gay-Lussac é possivel calcular o rendimento
estequiométrico da produgdo de etanol (rendimento tedrico) a partir de glicose,

de acordo com a Equac¢do 3 (LEHNINGER et al., 2006).

__ 92g deetanol
180 g de glicose

= 0,511 g de etanol. g de glicose™* 3)

As matérias-primas utilizadas para a produgcdo de etanol podem ser
classificadas em trés classes: (I) matérias-primas agucaradas (ou contendo
sacarose), tais como beterraba, cana-de-aguicar, mel, sorgo sacarino, entre outras;
(IT) matérias-primas amildceas, como, por exemplo, trigo, milho, cevada, etc. e
(III) matérias-primas lignoceluldsicas, como, por exemplo, madeira, palha,
gramineas e residuos agricolas (BALAT; BALAT; OZ, 2008).

De acordo com o ultimo anudrio estatistico da Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis - ANP, a producdo brasileira de etanol
anidro e hidratado foi de 2,8x10” m3, em 2010 (AGENCIA NACIONAL DE
PETROLEO, ANP, 2011). O etanol é produzido, principalmente, a partir da

cana-de-acguicar e do milho, dependendo das condi¢des climdticas e locais de
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producdo. Em dreas tropicais, como no Brasil e na Colombia, o etanol é
produzido, principalmente, da cana-de-aguicar. Entretanto, em outras dreas, como
nos Estados Unidos, Unidao Europeia e China, a predominédncia da producao de
etanol € a partir do milho (JAY; GOVINDA, 2011).

A produgdo de etanol a partir de cana-de-agcicar no Brasil tem sido
amplamente discutida, em termos da sua sustentabilidade. Segundo Andrade e
Diniz (2007), a producdo de cana traz consigo: (I) redu¢cdo da biodiversidade,
causada pelo desmatamento e pela implantacio de monocultura; (II)
contaminacdo das 4guas superficiais e subterrdneas e do solo, por meio da
pratica excessiva de adubacdo quimica, corretivos minerais e aplicacdo de
herbicidas e defensivos agricolas; (III) compactacdo do solo, pelo trifego de
mdquinas pesadas, durante o plantio, tratos culturais e colheita; (IV)
assoreamento de corpos d’dgua, devido a erosdo do solo em dreas de reforma;
(V) emissao de fuligem e gases de efeito estufa, na queima, ao ar livre, de palha,
durante o periodo de colheita; (VI) danos a flora e a fauna, causados por
incéndios descontrolados e (VII) consumo intenso de 6leo diesel, nas etapas de
plantio, colheita e transporte.

As pesquisas de produc@o do etanol tendem a buscar pela utilizacdo de
residuos agroindustrias, tais como residuos de beterraba, cevada, aveia, batata,
milho, arroz, mandioca, bagaco de cana-de-acicar, entre outros, sendo
interessante a incorporacdo da polpa de café entre esses residuos. O etanol
produzido a partir de materiais lignocelulésicos, também chamado de etanol de
segunda geracdo, € apresentado como uma alternativa a producio de etanol de

primeira geracao.
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2.2.2 Obtencao de etanol a partir de biomassas lignoceluldsicas

Para a conversdo de biomassas lignoceluldsicas a etanol, sao requeridos
alguns passos principais, que sdo: escolha de biomassa lignocelulésica
adequada, uso de um pré-tratamento eficaz, uso de enzimas hidroliticas, como
celulases e hemicelulases, juntamente com as enzimas acessorias, fermentacdo
de hexoses e pentoses originadas na etapa hidrolitica e tratamento dos materiais
produzidos (MENON; RAO, 2012).

Resumidamente, essa conversao inclui a hidrélise de diversos
componentes dos materiais lignoceluldsicos para transformd-los em agucares
fermentesciveis que, posteriormente, serdo fermentados a etanol. O pré-
tratamento € necessdrio para se obter uma eficiente hidrdlise da celulose em seus
acucares constituintes, por facilitar o acesso do agente hidrolitico ao substrato
celulose. Esta hidrdlise € catalisada por acidos ou enzimas e a fermentacdo é

realizada por bactérias e leveduras (KUMMAR; WYMAN, 2009).

2.2.2.1 Composicao da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica é formada, principalmente, por trés
polimeros principais: celulose (30% a 50% m/m), hemicelulose (19% a 45%
m/m) e lignina (15% a 35% m/m) e por constituintes em menores proporg¢des,
como os extraiveis (dlcoois, ésteres, entre outros) € compostos inorganicos ou
minerais (sulfatos, oxalatos, potdssio, magnésio, entre outros). A propor¢io de
cada polimero é varidvel em diferentes matérias-primas, espécies e tecidos de

vegetais (PEDERSEN; MEYER, 2010).
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a) Celulose

A celulose ¢ uma molécula orgdnica polimérica linear, formada por
moléculas de D-glicose, unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4
(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007). O tamanho da molécula de
celulose é dado, normalmente, em termos de seu grau de polimerizacio, que se
refere ao ndmero de unidades de glicose anidra presentes em uma cadeia,
podendo variar de 1.000 a 15.000 unidades de glicose (FENGEL; WEGENER,
1984). Todavia, por meio da andlise conformacional da molécula de celulose,
verifica-se que a celobiose é a sua unidade de repeticio (RAMOS, 2003),

conforme pode ser visto na Figura 4.

celobiose

Figura 4 Cadeia linear da celulose
Fonte: Timar-Baldzsy e Eastop (1998)

A celobiose é um dissacarideo formado pela unido de duas moléculas de
glicose unidas por liga¢des do tipo B-1,4 (AGBOR et al., 2011), com perda de
uma molécula de dgua. Contém seis grupamentos hidroxila (-OH), responsaveis
por estabelecerem ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Tais ligacdes
acarretam forte tendéncia de formacdo de cristais de celulose, fazendo com que
essas moléculas apresentem insolubilidade em dgua e na maioria dos solventes
organicos (SILVA et al.,, 2009). Dessa maneira, a celulose contém partes
formadas por estruturas cristalinas (organizadas) e partes com regides amorfas,

nas quais as estruturas ndo sdo suficientemente organizadas (HENDRIKS;
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ZEEMAN, 2009). As cadeias de celulose sdo agrupadas, formando as
microfibrilas que se empacotam e formam as fibras de celulose. Essas fibras sdo

majoritariamente independentes e ligadas por meio de ligacdes de hidrogénio
(AGBOR et al., 2011).

b) Hemicelulose

A hemicelulose é um polimero formado por vdrios monossacarideos,
como pentoses (por exemplo: xilose e arabinose) e hexoses (galactose, glicose e
manose), além de conter 4dcido 4-o-metilglicurénico e residuos de &cido
galacturdnico (SILVA et al., 2009). Os componentes da hemicelulose podem ser
classificados, de modo geral, em: (I) cadeias nao ramificadas, como as ligacdes
(1,4) de xilanas ou mananas; (II) cadeias helicoidais, como as ligagdes (1,3) de
xilanas; (III) cadeias ramificadas, como as ligagdes (1,4) de
galactoglicomananas e Iv) substincias  pécticas, como as
poliramnogalacturonanas (RAMOS, 2003). Além disso, hemiceluloses
podem conter algum grau de acetilagdo, como em heteroxilanos, por exemplo
(KUMMAR; WYMAN, 2009).

As hemiceluloses sdo estruturalmente mais relacionadas com a celulose
do que com a lignina e sdo depositadas na parede celular em uma fase anterior a
lignificacdo (RAMOS, 2003). Em contraste com a celulose, os polimeros
presentes nas hemiceluloses sdo mais facilmente hidrolisdveis e nao se agregam,

mesmo quando cocristalizam com a celulose (KUMMAR; WYMAN, 2009).

¢) Lignina

A lignina € um heteropolimero amorfo, insolivel em dgua, com estrutura
tridimensional ramificada, podendo ser classificada como pertencente a classe
dos polifendis (SILVA et al., 2009). E a fracdo ndo polissacaridica mais

abundante da lignocelulose, formada por fenilpropano (unidades C9), tendo
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como precursores trés dlcoois cinamilicos, conhecidos como monoligndis: dlcool
cumarilico, dlcool coniferilico e dlcool sinapilico (FENGEL; WEGENER,
1984), cujas formulas estruturais estdo ilustradas na Figura 5. Ligagdes éter
alquila-arila, alquila-alquila e arila-arila mantém esses mondmeros fendlicos
juntos (KUMMAR; WYMAN, 2009). A lignina é um importante composto que
atua no transporte de nutrientes e de metabdlitos nos vegetais, além de ser
responsdvel pela resisténcia mecanica e pela protecio contra o ataque de
microrganismos (FENGEL; WEGENER, 1984).

Por estar estritamente associada as microfibrilas de celulose, a lignina
tem sido identificada como um dos principais impedimentos para a hidrélise

enzimdtica da biomassa lignocelulésica (AGBOR et al., 2011).

) (ID) (I1D)

Figura 5 Precursores primdrios das ligninas dlcool p-cumarilico (I), dlcool coniferilico
(IT) e élcool sinapilico (III)
Fonte: Marabezi (2009)

d) Extrativos

Os extrativos sd3o materiais soliveis que ndo s@o parte integrante da
estrutura celular, como os actcares ndo estruturais, materiais nitrogenados,
clorofila e ceras, entre outros (KUMMAR; WYMAN, 2009). Podem ser

extraidos utilizando-se diferentes solventes (polares ou apolares) e, algumas
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vezes, sdo classificados baseando-se no tipo de solvente empregada na sua

extracao.

2.2.3 Pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos

A hidrdlise de materiais lignoceluldsicos em monossacarideos ainda €
tecnicamente problemdtica, uma vez que a digestibilidade da celulose é
impedida por muitos fatores fisico-quimicos, estruturais € composicionais. A
presenca de lignina e hemicelulose dificulta o acesso das enzimas celulases ao
seu substrato (celulose), reduzindo assim, a eficiéncia da hidrdlise. Por essa
razdo, a etapa de pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos é um passo
essencial para a obtengdo de agucares fermentesciveis.

O processo responsdvel por transformar qualquer biomassa
lignocelul6sica de sua forma nativa para uma forma que favoreca a hidrélise
enzimdtica é denominado pré-tratamento (LYND et al., 2002), o qual objetiva
quebrar a estrutura de lignina e da hemicelulose, além de reduzir a cristalinidade
da celulose, agdes essas que aumentam a acessibilidade das enzimas celulases a
celulose, durante a hidrélise (MOSIER et al., 2005; KUMMAR; WYMAN,
2009; ALVIRA et al., 2010), sem que haja perdas de caboidratos e a formagdo
de bioprodutos que possam inibir os passos subsequentes, em especial a
fermentacao (SUN; CHENG, 2002).

O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica é uma etapa de grande
importancia na conversdo de materiais lignoceluldsicos a etanol, pois tem
impacto em todos os outros passos, tais como a hidrélise enzimdtica, a
fermentacao e nos residuos gerados apds o processo (GALBE; ZACCHI, 2012).

A escolha do pré-tratamento ideal depende, além do tipo de matéria-
prima que serd utilizada, da avaliacdo do impacto ambiental e econdmico do

processo a ser empregado. Cada tipo de pré-tratamento tem vantagens e
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desvantagens intrinsecas (MENON; RAO, 2012), que serdo relatadas nos
proximos itens deste trabalho.

Na teoria, um processo de pré-tratamento, para ser considerado ideal,
teria que produzir um substrato com facilidade de ser hidrolisado e evitar a
formacao de produtos da degradagdo de agucares e inibidores da fermentacdo
(AGBOR et al., 2011). De acordo com Sun e Cheng (2002), o pré-tratamento
deve satisfazer, além dos requisitos mencionados anteriormente, mais uma
exigéncia: ser economicamente vidvel. Galbe e Zacchi (2012) acrescentam que o
pré-tratamento deve resultar em uma alta concentracio de sélidos e exigir baixa
demanda energética.

Os pré-tratamentos podem ser avaliados de diferentes maneiras: (I) por
andlise dos acucares presentes na fracdo liquida e do teor de carboidratos
presentes nos soélidos insoliveis, permitindo o cdlculo do valor total de
carboidratos recuperados; (II) pela hidrélise enzimatica do material pré-tratado
(lavado ou nao); (IIT) por meio da fermentacdo da fracao liquida do material pré-
tratado, visando a avaliacdo de sua fermentabilidade direta ou diluida, a fim de
ndo se atingir a concentracdo de inibicAdo dos microrganismos; (IV) pela
fermentacdo da fracdo sélida para a produgcdo de biocombustiveis e (V)
verificando-se o potencial biotecnoldgico das fracdes pré-tratadas para a
obtencdo de subprodutos com alto valor agregado (AGBOR et al., 2011).

Diferentes tecnologias de pré-tratamento tém sido sugeridas na
literatura, entretanto, a proposta de um processo universal é extremamente
dificil, em virtude da diversidade de diferentes fontes de biomassas. Dependendo
do tipo de forgas envolvidas ou das energias consumidas no processo (ALVIRA
et al., 2010), os pré-tratamentos podem ser classificados em fisicos, quimicos,
fisico-quimicos, bioldgicos e elétricos ou, ainda, uma combinagdo desses
(KUMMAR ; WYMAN, 2009). Nos itens seguintes serdo abordados os pré-

tratamentos relatados na literatura com maior frequéncia.
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2.2.3.1 Pré-tratamentos fisicos

a) Pré-tratamento térmico

Neste tipo de pré-tratamento, o material lignocelulésico é aquecido. Em
temperaturas de 150 a 180 °C, as partes da biomassa lignoceluldsica, primeiro a
hemicelulose e depois a lignina, comecam a se solubilizar. Parte da hemicelulose
se transforma em 4cidos que atuam quebrando a hemicelulose, originando um
processo autocatalitico. A lignina, por sua vez, libera compostos fendlicos que
podem inibir as leveduras utilizadas para a fermentagcdo. A partir de 250 °C,
reacOes indesejaveis, como a pirdlise, comecam a acontecer, sendo indicado o

uso de temperaturas abaixo desse valor (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

b) Pré-tratamento por fragmentaciao

A redugdo de tamanho de materiais lignoceluldsicos por trituracdo,
moagem e quebra em lascas, entre outros, pode ser aplicada para aumentar a
drea superficial especifica e reduzir a cristalinidade de celulose, facilitando a
hidrélise da biomassa (SUN; CHENG, 2002). A funcdo da cominui¢do dos
materiais lignoceluldsidos € reduzir as limitacdes de transferéncia de calor e de
massa (AGBOR et al., 2011). O tamanho final dos materiais é, geralmente, de 10
a 30 mm depois de ser quebrado em lascas e de 0,2 a 2 mm apds moagem
(KUMMAR; WYMAN, 2009). O tempo de duragdo da moagem e o tipo de
biomassa determinam o aumento da drea supeficial especifica, o grau de
polimerizagdo final e a redug@o liquida na cristalinidade da celulose (AGBOR et

al., 2011).

¢) Pré-tratamento por pirélise
Outro tipo de pré-tratamento fisico que pode ser utilizado é a pirdlise.

Quando os materiais sdo tratados a temperaturas superiores a 300 °C, a celulose
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¢ decomposta rapidamente em produtos gasosos e material carbonizado residual.
A decomposi¢do é muito mais lenta e menos produtos voléteis sdo formados a
temperaturas mais baixas, utilizando-se catalisadores dcidos, por exemplo (SUN;

CHENG, 2002; KUMMAR; WYMAN, 2009).

d) Pré-tratamento por extrusao

O processo de extrusdo € um processo inovador e recente. Nele, a
biomassa lignocelulésica é submetida ao aquecimento, mistura e corte,
resultando em alteragdes fisicas e quimicas durante a passagem pela maquina
extrusora. Acredita-se que a velocidade do parafuso e a temperatura do barril
acarretam desfibrilagdo, fibrilacio e encurtamento das fibras de lignina,
pertubando sua estrutura e provocando maior acessibilidade das celulases ao seu

substrato (KARUNANITHY; MUTHUKUMARAPPAN; JULSON, 2008;
ALVIRA et al., 2010).

2.2.3.2 Pré-tratamentos fisico-quimicos

a) Pré-tratamento por explosiao a vapor

Neste tipo de pré-tratamento, a biomassa é tratada com vapor saturado a
alta pressao e, em seguida, a pressdo é rapidamente reduzida, o que faz com que
a biomassa em pré-tratamento seja submetida a uma descompressio explosiva.
A explosdo a vapor inicia-se, normalmente, a temperaturas na faixa de 160 a 260
°C (valores correspondentes as pressoes de 0,69 e 4,83 MPa), por alguns
segundos ou minutos, antes que o material seja exposto a pressdo atmosférica
(MENON; RAO, 2012). O processo de explosdo provoca a degradacdo da
hemicelulose e a transformacao de lignina, devido a alta temperatura, facilitando
hidrélise da celulose. Esse processo consome menos energia, quando comparado

a cominui¢do mecanica (SUN; CHENG, 2002).
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b) Pré-tratamento por explosao de fibras com amdénia

Esse método opera em pressdes elevadas, utilizando amonia em vez de
dgua, em contraste com o pré-tratamento a vapor. O material é tratado, por cerca
de 10 a 60 minutos, em temperaturas iguais ou inferiores a 100 °C. Esse tipo de
pré-tratamento resulta em descristalizacdo da celulose, depolimerizacdo parcial
da hemicelulose por remog¢ao dos grupos acetila e clivagem da hemicelulose e da

lignina (GALBE; ZACCHI, 2012; MENON; RAO, 2012).

¢) Pré-tratamento com agua liquida quente

Este tipo de processo emprega dgua liquida quente em vez de vapor. A
principal fun¢@o da dgua quente € solubilizar a hemicelulose, disponibilizando a
celulose para o ataque de celulases. O pH deve ser mantido entre 4 e 7, para
evitar a formacdo de compostos inibitérios (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). O
tratamento com dgua quente € ajudado e prejudicado pela ruptura das ligacdes
dos dcidos o-acetil e ur6nico, substituintes da hemicelulose, para gerar 4cido
acético e outros dcidos organicos. E ajudado porque tais 4cidos catalisam a
formacdo e a remocdo de oligossacarideos e é prejudicado porque oS
polissacarideos, principlamente a hemicelulose, podem ser parcialmente

degradados em aldeidos inibidores (furfural e 5-hidroximetilfurfural), quando os

acidos sdo utilizados (MOSIER et al., 2005).

d) Pré-tratamento por oxidacio imida

A oxidag@o umida utiliza a combinagdo de dgua e oxigénio (ar), na faixa
de temperatura de 120 a 200 °C. Uma parte do contetido de lignina do material
pré-tratado € oxidada e solubilizada, sendo o efeito aumentado pela catélise por

bases (GALBE; ZACCHI, 2012).
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2.2.3.3 Pré-tratamentos quimicos

a) Ozonolise

O ozonio é um oxidante potente, altamente eficiente na deslignificacdo
(SUN; CHENG, 2002), que pode ser utilizado a temperatura ambiente. A
degradacdo em compostos lignoceluldsicos € quase limitada a lignina, sendo a
hemicelulose pouco perturbada e a celulose praticamente ndo afetada. O 0zdnio
¢ facilmente degradado por catdlise ou aumentando-se a temperatura, o que
minimiza a poluicdo originada de sua emissdo ao ambiente (KUMMAR;

WYMAN, 2009).

b) Pré-tratamento organossolve

No  pré-tratamento  organossolve ocorre uma  pré-hidrélise
simultaneamente a deslignificacdo. Utiliza-se uma mistura de solvente e de um
catalisador 4cido para romper a estutura interna da lignina e quebrar as ligacdes
da hemicelulose. Diversos solventes podem ser utilizados em solugcdo com dgua
(etanol, acetona ou glicdis), sendo necessdria a remogao dos mesmos apds o pré-
tratamento, por serem inibidores de processos fermentativos, o que aumenta o
consumo de energia do processo (MEJfA; GUTIERREZ; EL-HALWAGI,
2012).

¢) Pré-tratamento por liquidos idonicos

Os liquidos i6nicos sdo compostos por grandes cdtions organicos e
pequenos anions inorganicos (por exemplo, cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio)
encontrados no estado liquido a temperatura ambiente ou até em temperaturas
mais baixas. Por ndo formarem gases toxicos, sdo denominados ‘“‘solventes
verdes” (ALVIRA et al., 2010). O mecanismo de acdo dos liquidos idnicos

envolve a ruptura das ligagdes entre celulose, hemicelulose e lignina,
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dissolvendo essas macromoléculas sem muita formagdo de compostos inibidores

(MEJIA; GUTIERREZ; EL-HALWAGI, 2012).

d) Pré-tratamento oxidativo

O processo oxidativo envolve a deslignificacdo causada pela oxidagdo
da lignina submetida a acdo de agentes oxidantes, como o perdxido de
hidrogénio. Durante o pré-tratamento oxidativo, ocorrem vdrias reacdes, tais
como substituicdo eletrofilica, deslocamento de cadeias laterais, clivagem de
ligacdes éter (alquilo-arilo) ou quebra oxidativa de anéis aromadticos. Caso o
agente oxidante ndo seja seletivo, perdas de celulose e hemicelulose podem
acontecer. Existe um alto risco de formacdo de inibidores, entretanto, inibidores
como furfural e hidroximetilfurfural ndo foram observados ap6s deslignificacdo
utilizando o tratamento oxidativo (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009, KUMMAR ;
WYMAN, 2009; KULOYO, 2012).

e) Pré-tratamento acido

O pré-tratamento 4cido tem como principal objetivo a dissolugdo da
hemicelulose, o que aumenta a acessibilidade da celulase a celulose (MOSIER et
al.,, 2005). O pré-tratamento pode ser realizado com d&cidos diluidos ou
concentrados. O processo com 4cido diluido utiliza altas temperaturas e
pressdes, com tempos de reacdo de segundos a minutos (KULOYO, 2012). Nos
pré-tratamentos com 4cidos concentrados, as condicdes (temperatura e pressao)
sdo mais brandas. Neste tipo de pré-tratamento, a lignina é solubilizada e
rapidamente condensada, formando um precipitado. A solubilizacdo da
hemicelulose e a precipitagdo da lignina sdo mais efetivas nos pré-tratamentos
que utilizam 4cidos concentrados (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Em

processos dcidos forma-se, entre outros produtos de degradacdo, o 5-
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hidroximetilfurfural, oriundo da oxidacdo da glicose proveniente da

decomposi¢do da celulose (MOSIER et al., 2005; KUMAR; WYMAN, 2009).

f) Pré-tratamento alcalino

Um dos principais tipos de pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos
€ o alcalino, particularmente por dissolver de forma muito eficiente a lignina,
além de remover grupos acetila e vdrios substituintes dos dcidos urdnicos que,
quando presentes na biomassa, diminuem a suceptibilidade da celulose e
hemicelulose a hidrélise enzimatica (WAN; ZHOU; LI, 2011). Além de
aumentar a solubilizacdo da lignina, o tratamento alcalino ocasiona o inchago da
celulose, aumentando a sua porosidade (NLEWEM; THARASH JR., 2010) e
facilitando a hidrdlise enzimatica.

O pré-tratamento alcalino, além de dissolver a lignina também causa a
saponificacdo de ligacdes ésteres intermoleculares, de varios componentes da
biomassa (SUN; CHENG, 2002). Na Figura 6 consta um esquema da reacio de

saponificacdo das ligagcdes ésteres, indicando seus reagentes e produtos.

0—R? 0 Na
RL‘« 4+ NaOH — R! +  RYOH
0 0

Figura 6 Reacdo de saponificacao de ligacdes ésteres em presenca de hidréxido de sédio,
para a obten¢@o de um sal carboxilico e um dlcool
Fonte: Pedersen e Meyer (2010)

Diversos tipos hidréxidos vém sendo empregados no pré-tratamento de
biomassas lignocelulésicas, como hidréxido de sédio, de célcio e de amdnio

entre outros. As bases fracas, como o hidréxido de amonio, leva a longos tempos
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de pré-tratamento, até que se quebre de forma efetiva a estrutura da
lignocelulose, sobretudo em temperaturas amenas. O hidréxido de sédio, uma
base forte, tem se mostrado eficiente para quebrar as estruturas da lignocelulose
em temperaturas moderadas (XU et al., 2010).

Devido ao seu custo mais elevado, em relagdo ao hidréxido de célcio, foi
proposta, por autores como Xu e Cheng (2011), a combina¢@o do hidréxido de
sédio (NaOH) com o hidréxido de calcio [Ca(OH),], sendo este dltimo, além de
mais barato, menos solivel em relacio ao NaOH, capaz de proporcionar uma
massa solida que pode ser consumida gradualmente ao longo do pré-tratamento.
Outro ponto positivo do Ca(OH), em relacio ao NaOH é a presenca do ion
célcio divalente, do qual se espera a realizacdo de ligacdes no interior da
biomassa (com grupos carboxilicos negativamente carregados em pH alcalino)
que impecam a perda grave de so6lidos, observada comumente em tratamentos

com NaOH (XU et al., 2010; XU; CHENG, 2011).

2.2.3.4 Pré-tratamentos bioldgicos

Os tratamentos bioldgicos utilizam diversos fungos, tais como fungos da
podriddo-marrom, branca ou mole, sendo um método seguro (inclusive ao meio
ambiente), além de ndo requerer elevado consumo de energia para remover a
lignina (SUN; CHENG, 2002; KUMMAR; WYMAN, 2009). Os fungos da
podriddo-marrom atacam a celulose e os fungos da podriddo-branca e macia
atacam tanto a celulose quanto a lignina, sendo os da podriddao-branca os mais
efetivos neste tipo de pré-tratamento.

A degradacdo da lignina por esses fungos da podridao-branca acontece
por meio de a¢gdes enzimdticas, como, por exemplo, das enzimas peroxidases e
lacases (KULOYO, 2012). A despolimerizacdo da lignina realizada por tais

fungos tem um grande tempo de duragdo (semanas), até que se consigam bons
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resultados, mas podem ser muito seletivos e eficientes (AGBOR et al., 2011).
Hatakka et al. (1994), citados por Agbor et al. (2011), relatam uma
deslignificacdo efetiva pelos fungos da podriddo branca: Phanerochaete
chrysosporium, Phlebia radiata, Dichmitus squalens, Rigidosporus lignosus e

Jungua separabilima, tendo como substrato madeira e palha de trigo.

2.2.3.5 Pré-tratamento elétrico (campo elétrico pulsado)

No pré-tratamento por campo elétrico pulsado, aplica-se uma alta tensao
com uma pequena explosdo de uma amostra colocada entre dois eletrodos. Este
pré-tratamento facilita a exposic¢do da celulose, podendo criar poros permanentes
na membrana celular de vegetais, facilitando a entrada de dcidos e enzimas, que
irdo quebrar a celulose em seus mondmeros constituintes. O pré-tratamento é
realizado a temperatura ambiente e o consumo de energia € baixo, uma vez que
os pulsos elétricos s@o curtos (com tempos da ordem de 100 ps) (KUMMAR;
WYMAN, 2009).

2.3.3.6 Principais vantagens e desvantagens dos diferentes pré-tratamentos

Os pré-tratamentos t€m sido comparados segundo diversos fatores,
desde o ponto de vista econdmico, como dos compostos inibitérios formados, do
tempo e da temperatura de duragdo, entre outros. Na Tabela 2 estdo sumarizadas
as principais vantagens e desvantagens, relatadas na literatura, dos pré-

tratamentos abordados anteriormente.
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Tabela 2 Resumo das principais vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos

de materiais lignocelulésicos.

Pré-tratamento

Vantagens Desvantagens Referéncia
Fisicos
Fragmentagao Reduz a cristalinidade ~ Elevado consumo de Kummar e
da celulose energia. Wyman
(2009)
Pirdlise Produz gas e produtos Emprego de altas Kummar e
liquidos. temperaturas e Wyman
produgdo de cinzas (2009)
Extrusao E adequado para Demanda elevado Quilho
diversas biomassas, consumo energético e (2011)

pode ser continuo e é
facilmente adaptavel a
escala industrial, além
de ndo produzir
efluentes.

ainda estd em fase de

desenvolvimento.

Fisico-quimicos

Explosdo a
vapor

Explosdo com

Causa transformagdes
na lignina e
solubilizacdo da
celulose.
Aumenta a drea

Degradada
parcialmente a
hemicelulose e gera
compostos toxicos.
Nao é eficiente para

Alvira et al.
(2010)

Alvira et al.

amonia superficial especifica e materiais com altos (2010)
tem baixa formacio de teores de lignina.
inibidores.
Agua liquida Remocio de Longo tempo de Menon e Rao
quente hemicelulose. tratamento e presenca (2012)
de lignina residual.
Oxidacdo Remocao eficiente de  Alto custo dispensado  Alvira et al
umida lignina, baixa formacdo aos catalisadores (2010)
de inibidores (oxigénio e alcalis)
Pré-tratamento Vantagens Desvantagens Referéncia
Quimicos
Ozondlise Reduz o conteddo de Alto custo, devido ao Alvira et al.
lignina e ndo produz uso de ozonio. (2010)
compostos toxicos.
Organossolve Hidrolisa lignina e Alto custo. Alvira et al.

hemicelulose.

(2010)
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Pré-tratamento Vantagens Desvantagens Referéncia
Quimicos
Liquidos Dissolugdo da celulose. Ainda em estudos Menon e Rao
i0nicos iniciais. (2012)
Acido Concentrado: alta Concentrado: alto Alvira et al.
recuperagdo de glicose  custo, problemas de (2010)

€ 0 processo €
realizado em
temperatura ambiente.

Diluido: baixo
problema de corrosio e
baixa formacdo de
inibidores.

alcalino Remove hemicelulose
e lignina e aumenta a
area superficial para o

ataque enzimatico.

corrosao de reatores,
necessidade de
tratamento do
solvente aos uso e
formagao de

compostos inibidores.

Diluido: baixa
concentracao de
acucares finais e

produtos de
degradagdo sao
gerados.
Longos tempos sao
necessdrios. H4
formacao de sais
irrecuperaveis, que
sd0 incorporados a
biomassa.

Alvira et al.
2010

Kummar e
Wyman
(2009)

Biolégico Degradacdo da lignina Taxa de hidrolise Alvira et al.
e da hemicelulose com baixa. (2010)
baixo consumo
energético.
Campo elétrico Realizado sob Processo precisa de Kummar e
pulsado condi¢des ambientais e mais estudos. Wyman
com equipamentos (2009)

simples.




57

2.2.4 Hidrdlise (sacarificaciao) da celulose

A hidrdlise da celulose em glicose € chamada de sacarificag@o e consiste
na quebra das suas ligacdes glicosidicas, reduzindo-a aos mondmeros de glicose
que sio, posteriormente, fermentados a etanol. Essa hidrdlise pode acontecer via
métodos quimicos (dcidos) ou enzimadticos.

Na hidrdlise quimica, os materiais lignoceluldsicos sdo expostos a um
reagente quimico, sobretudo dcidos, por um tempo determinado e temperatura
especifica, resultando na formacdo de mondmeros de agucares oriundos dos
polimeros de celulose e hemicelulose. O 4cido mais citado na literatura, e
utilizado industrialmente para esse tipo de hidrélise, é o dcido sulftrico, mas
outros também tém sido citados, como o acido cloridrico (TAHERZADEH;
KARIMI, 2007a). A hidrdlise 4cida pode ser dividida em (I) hidrdlise com éacido
concentrado e (II) hidrélise com acido diluido.

O método de hidrélise com dcido concentrado utiliza, normalmente,
dcido sulftrico concentrado diluido em dgua, em concentragoes de 30% a 70%
v/v (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a), para dissolver e hidrolisar os polimeros
de celulose e hemicelulose em agticares fermentesciveis.

Dos métodos quimicos, a hidrélise com d4cido diluido € o mais
comumente aplicado. O uso de concentracdes abaixo de 1% v/v de 4cido
acarreta na necessidade de altas temperaturas, na faixa de 180 a 230 °C, a fim de
se encontrar boas taxas de hidrdlise da celulose (OGEDA; PETRI, 2010). O
principal inconveniente desse tratamento é a formacdo de compostos
indesdjdveis nas fases iniciais da hidrdlise, como 5-hidroximetilfurural
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

O mecanismo geral da hidrélise dcida da celulose estd ilustrado na
Figura 7. O processo € iniciado com protono¢do do oxigénio glicosidico, que

resulta em quebra da ligacdo C1-O (a). Forma-se um carbocdtion, que ¢é
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estabilizado pelo deslocamento do par eletronico existente sobre o oxigénio do
anel glicosidico, adjacente a C1 (b). Na etapa (c) ocorre o ataque nucleofilico da
dgua sobre Cl, regenerando-se dcido (d, e) e assim se encerra a etapa de
despolimerizac¢do. Caso essa hidrdlise acontega no interior da cadeia de celulose,
gera novos terminais e, quando a reacdo hidrolitica acontece diretamente nos
terminais, ocorre produgdo de glicose A hidrélise dcida da hemicelulose € muito
semelhante a da celulose. Todavia, como a hemicelulose é amorfa (em contraste
com a celulose que contém regides cristalinas), condi¢des menos drdsticas sdo

necessarias para liberar os agticares deste polimero (OGEDA; PETRI, 2010).

Figura 7 Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por dcido
Fonte: Adaptado de Daniel (1994) por Ogeda e Petri (2010)
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As vantagens e as desvantagens de cada tipo de hidrélise 4cida

encontram-se sumarizadas na Tabela 3.

Tabela 3 Comparagdo entre os métodos de hidrélise com acido concentrado ou

diluido.
Processo Vantagens Desvantagens

Acido - Opera em baixas temperaturas. -Elevado consumo de 4cido.

concentrado -Alta produgao de agucar. -Corrosao de equipamentos.
-Alto consumo de energia
para recuperar o 4cido.
-Longo tempo de duragdo (2
a 6 horas).

Acido diluido - Baixo consumo de 4cidos. - Opera em alta temperatura.

- Curto tempo de tratamento. -Baixa producio de agucar.

- Corrosao de equipamentos.
- Formacgdo de subprodutos
indesejaveis.

Fonte: Taherzadeh e Karimi (2007a)

A hidrdlise enzimdtica da celulose presente em materiais
lignoceluldsicos € catalisada por enzimas celulases. Essas enzimas fazem parte
de um complexo com habilidade de hidrolisar materiais celuldsicos. Sao
biocatalisadores com alta especificidade que atuam em sinergia com o objetivo
de liberar acucares, dos quais a glicose ¢ o de maior interesse industrial,
pensando-se na obtencdo de produtos de alto valor agregado, como o etanol
(CASTRO, PEREIRA JR., 2010).

A principal fonte microbioldgica de celulase sdo os fungos Trichoderma
reesei (MENON; RAO, 2012). Entretanto, outros microrganismos sao citados na
literatura, tais como Fusarium oxysporum, Thermoascus aurantiacus,
Penicillium decumbens, Aspergillus terreus e Bacillus sp., entre outros

(CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).
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De maneira resumida, a hidrélise da celulose envolve a adsor¢do da
celulase em sua superficie, seguida da biodegradagdo desse polimero em
acucares fermentesciveis e, finalmente, a dessorcdo da enzima celulase
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007b).

As enzimas do complexo celulolitico sdo classificadas como
pertencentes a classe das hidrolases, as quais atuam na clivagem das liga¢cdes O-
glicosidicas. Sdo classificadas, pela Enzyme Comission (EC), pelo cédigo
3.2.1.x, em que o valor de x varia com a celulase avaliada (CASTRO, PEREIRA
Jr., 2010). Trés tipos de celulases sdo requeridos na hidrdlise de celulose, a fim
de transformd-la em glicose: endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase, que
trabalham sinergeticamente para hidrolisar a celulose ao criarem novas
localizacdes acessiveis umas as outras (QUILHO, 2011).

As endoglucanases (endo-1,4-B-D-glucanases, EC 3.2.1.4) sdo as
enzimas do complexo celulolitico, responsdveis por iniciarem a hidrélise da
celulose. Tais enzimas hidrolisam ligacdes internas do tipo pf-1,4, tendo
preferéncia por regides amorfas (que sdo mais suscetiveis). A atuacdo desse tipo
de enzima reduz o grau de polimerizacdo do substrato, originando terminais
reduzidos e ndo reduzidos (CASTRO, PEREIRA JR., 2010). Ao atuarem sobre a
celulose, as endoglucanases proporcionam uma exposicdo das microfibrilas
desse carboidrato, tornando-as disponiveis ao ataque subsequente de outras
enzimas, além de aumentar o nimero de oligossacarideos com terminacdes
susceptiveis ao ataque das exoglucanases (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005).

As exoglucanases (celobioidrolase ou exo-1,4-B-D-glucanases, EC
3.2.1.91) degradam a cadeia de acticar, removendo unidades de celobiose
(dimeros de glicose) a partir das extremidades terminais da cadeia
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007b).

Dessa maneira, no mecanismo sinérgico entre as enzimas

endoglucanases e exoglucanases, as endoglucanases clivam aleatoriamente as
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cadeias na superficie da celulose, originando vdrios sitios adicionais para o
ataque das celobioidrolases, ou seja, cada hidrélise catalisada pela
endoglucanese resulta em novos sitios para a ac@o das celobioidrolases
(OGEDA; PETRI, 2010).

As B-glicosidases (B-glicosideo gluco-hidrolase ou celobiase, EC
3.2.1.21) constituem o terceiro e o dltimo grupo do complexo enzimético das
celulases. Tais enzimas hidrolisam a celobiose e os oligossacarideos soliveis
(aqueles com grau de polimerizacdo menor que 7) em glicose (CASTRO,
PEREIRA Jr., 2010).

O mecanismo de agdo das celulases sugerido por Arantes e Saddler
(2010) estd ilustrado na Figura 8. As celulases sdo adsorvidas na superficie
insoldvel da celulose. O substrato €, entdo, afrouxado, a fim de aumentar a
desordem molecular das regides mais empacotadas da rede fibrosa da celulose,
expondo-se as cadeias de celulose presentes no interior das miofibrilas (A).
Comeca a ac@o das endoglucanases que, em sinergismo com as exoglucanases,
fragmentam as moléculas de celulose, originando oligossacarideos soliveis (B) e
celobiose (C). B-glicosidases realizam a quebra da celobiose em glicose (D)

(ARANTES; SADDLER, 2010).
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Figura 8 Mecanismo de ac@o das celulases na hidrélise de celulose
Fonte Arantes e Saddler (2010), adaptado de Coughlan (1985)

A conversdo da celulose em glicose por via enzimdtica pode ser afetada
por diversos fatores que podem ser separados em dois grupos (embora muitos
estejam relacionados): (I) aqueles referentes a composi¢do da biomassa, ou seja,
os fatores relacionados ao substrato e (II) fatores relacionados a enzima
(ALVIRA et al., 2010).

Entre os fatores relacionados ao substrato, como ja foi discutido

anteriormente, a estrutura do substrato, responsdvel pela acessibilidade e a
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susceptibilidade ao ataque enzimadtico, € determinada pelo tipo e pelas condi¢des
de pré-tratamento utilizados (GARCIA-APARICIO, 2007). Alvira et al. (2010)
listaram os principais fatores relacionados ao substrato (biomassa

lignocelulésica) que interferem na hidrélise enzimatica. Entre eles estdo:

a) cristalinidade e grau de polimerizacdo da celulose (celulases agem
preferencialmente em regides amorfas da celulose);

b) drea superficial disponivel ao ataque enzimdtico (acessibilidade das
enzimas);

¢) Dbarreira de lignina (age como barreira fisica e liga-se a enzima celulase);

d) presenca de hemicelulose (a remo¢do de hemicelulose aumenta o tamanho
dos poros e os grupos acetilados desse carboidrato se ligam a lignina,
dificultando a hidrdlise);

e) porosidade — relagdo do tamanho do poro com o tamanho das enzimas (as

celulases podem ficar presas se os poros tiverem menor drea em relagcdo a

elas).

A hidrdlise da hemicelulose é essencial para facilitar a degradacio da
celulose (GARCIA-APARICIO, 2007). A hemicelulose contém uma
composicdo mais variada, quando comparada a celulose, requerendo maior
nimero de enzimas para degrada-la com eficiéncia. Essas enzimas podem ser
divididas em dois grupos: as que despolimerizam e clivam a espinha dorsal e as
que removem 0s grupos substituintes, que podem provocar o impedimento
estérico a despolimerizagdo (DYK; PLETSHEKE, 2012). Como a xilana
(polimeros de xilose) é o principal componente da hemicelulose de varios
materiais lignoceluldsicos, a hidrélise de xilana por xilanase proporciona a

degradacdo da hemicelulose com a producdo de xilooligdbmeros e xilose

(GARCIA-APARICIO, 2007), facilitando a hidrélise catalisada pela celulase.
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As enzimas que degradam o xilano sdo produzidas por uma grande
variedade de fungos e bactérias, tais como Aspergillus niger, Humicola insolens,
Termomonospora fusca, T. reesei, Trichoderma longibrachiatum, T. koningii e
Bacillus sp. (MENON, RAO, 2012).

Os complexos celuloliticos comercializados contém baixos niveis de -
glicosidase, conduzindo a um aumento do actmulo de celobiose nos
hidrolisados enzimaticos, sendo as enzimas celulases inibidas, em maior medida,
por celobiose e glicose. Dessa maneira, deve-se suplementar o meio com [3-
glicosidases, evitando-se a inibicdo pelo produto final (SUN; CHENG, 2002;
ARANTES; SADDLER, 2010). O uso de outras enzimas, denominadas enzimas
acessorias, como hemicelulases, lignases e pectinases, poderia aumentar a
conversdo de materiais lignocelul6sicos em agticares monoméricos (GARCIA-
APARICIO, 2007: DYK; PLETSHEKE, 2012), entretanto, elas tornam o
processo mais oneroso.

Na Tabela 4 faz-se uma comparacdo entre a hidrdlise dcida (com 4cido
diluido) e a enzimadtica da celulose. A hidrdlise enzimatica é realizada em

condicdes mais brandas.

Tabela 4 Comparacdo entre a hidrélise da celulose com 4cido diluido e com

enzimas.
Varidvel em comparac¢ao Hidrélise com Hidrélise
dcido diluido enzimdtica
Condig¢des de hidrdlise moderadas Nao Sim
Rendimentos hidroliticos elevados Nao Sim
Producio de inibidores durante a Nao Sim
hidrdlise

Formacgao de subprodutos inibidores Sim Nao
Baixo custo de hidrdlise Sim Nao
Curto tempo de hidrdlise Sim Niao

Fonte: Taherzadeh e Karimi (2007b)
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Com relac@o ao custo do processo enzimatico, € importante ressaltar que
as pesquisas tém se concentrado na hidrélise enzimdtica como a chave para a
produ¢do de etanol de segunda gerag¢do, a um custo competitivo a longo prazo

(ALVIRA et al., 2010).

2.2.5 Processos de fermentacdo e hidrdlise enzimatica da biomassa
lignocelulodsica

Ap6s o pré-tratamento e a hidrélise da biomassa lignocelulésica, o passo
seguinte envolve a fermentacdo dos agicares presentes no hidrolisado a etanol,
utilizando, normalmente, leveduras. O etanol produzido é, entdo, recuperado a
partir do caldo de cultura por destilacao (KULOYO, 2012). Entretanto, existem
diferentes processos envolvendo as etapas de hidrélise e fermentacdo, como
processos em que as etapas ocorrem separadamente, processos em que ambas as
etapas ocorrem simultaneamente e, ainda, processos em que tais etapas
acontecem de modo semissimultineo. Cada um dos tipos de processos estd

descrito nos itens seguintes.

2.2.5.1 Hidrolise e fermentacao separadas (SHF)

No processo de hidrélise e fermentacdo separadas, para a producio de
etanol a partir de biomassa lignocelulésica, elas ocorrem em dois reatores
diferentes. Dessa maneira, a fracao rica em celulose é primeiramente hidrolisada
a glicose, que serd, na sequéncia, fermentada a etanol. A principal vantagem
desse método é que cada etapa pode ser realizada em suas condi¢des Otimas
(KULOYO, 2012). Entretanto, o acimulo de glicose e celobiose no meio pode
inibir as enzimas celulases, utilizadas na etapa de hidrdlise, acarretando baixo
rendimento de sacarificagdo (SUN; CHENG, 2002). De acordo com Taherzadeh

e Karimi (2007a), outra desvantagem do processo SHF ¢é a possibilidade de
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contamina¢do. Como o tempo envolvido na etapa de hidrdlise € muito longo, a
solucdo de glicidios torna-se uma fonte disponivel para os microrganismos

indesejados.

2.2.5.2 Fermentacao e hidrolise simultianeas (SSF)

Na hidrélise e na fermentacdo simultineas, as duas etapas acontecem
concomitantemente, em um mesmo reator. Em contraste com o processo SHF, o
risco de inibi¢do do produto é minimizado, uma vez que os agucares originados
da atuagdo das celulases sdo simultaneamente consumidos pelo microrganismo
fermentaivo para a producdo a etanol. O processo SSF reduz o custo de capital

2

(apenas um reator € necessdrio). O equilibrio das reagdes enzimdticas

(¢

(€N

deslocado no sentido de formagdo de mais produto, visto que a glicose
concomitantemente consumida, além de resuzir o risco de contamiinagdo
(TOMAS-PEJO et al., 2009 ; KULOYO, 2012).

Todavia, esse tipo de processo também apresenta desvantagens: cada
etapa tem um pH 6timo e condicdes diferentes de temperatura. O pH 6timo para
a hidrdlise enzimatica € em torno de 4,8 e o da fermentagdo varia com o tipo de
microrganismo empregado (geralmente 5 ou acima). A sacarificacdo tem
temperatura 6tima por volta de 50 °C e a maioria das leveduras tem temperaturas
6timas entre 30 e 37 °C (TOMAS-PEJO et al., 2009). Uma alternativa
interessante para se contornar esse problema € o wuso de leveduras

termotolerantes (conforme discorrido no item seguinte).

2.2.5.3 Fermentacao e hidrolise semissimultaneas (SSSF)

Historicamente, existem dois processos de producio de etanol a partir de

biomassa: hidrdlise e fermentacdo separadas (SHF) e hidrélise e fermentagado
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simultaneas (SSF). Entretanto, se uma pré-hidrdlise € aplicada antes do inicio do
processo SSF, em condi¢des 6timas de atuagdo da celulase (50°C) e se o
substrato nido € removido antes de iniciar a fermentacdo, o processo adquire
vantagens dos dois tipos (SHF e SSF). Este processo misto é denominado
sacarificacdo e hidrdlise semissimultaneas (SSSF) (TOMAS-PEJO, 2009;
SHEN; AGBLEVOR, 2011), que é dividido em duas fases: a pré-hidrdlise, em
que, inicialmente, é adicionada apenas enzima ao substrato e a mistura é
incubada por um periodo de tempo a uma temperatura ideal para hidrdlise e,

posteriormente, a temperatura € abaixada e adiciona-se mais enzima e também

leveduras, iniciando-se o processo de fermentacdo e sacarificagdo simultaneas.

2.2.6 Uso de leveduras termotolerantes na producao de etanol

Uma forma interessante de se controlar o impasse proveninente das
diferentes faixas de temperatura necessdrias aos processos de hidrélise e
fermentacdo, para que esses passos possam ser realizados simultaneamente
(SSF), seria o uso de leveduras termotolerantes, aquelas que crescem e
produzem etanol eficientemente a altas temperaturas. Além do uso em processos
de sacarificac@o e fermentacdo simultaneas, o uso de leveduras termotolerantes
também apresenta vantagens em processos de producdo de etanol, pois pode
proporcionar aumento da produtividade, minimizacdo dos riscos de
contaminacdo e maior facilidade de recuperacio do produto (remocdo continua
do etanol) (TOMAS-PEJO et al., 2009; COSTA, 2011).

Dentre as leveduras termotolerantes, as pertencentes a espécie
Kluyveromyces marxianus t€m sido relatadas como boas produtoras de etanol,
em temperaturas acima de 40 °C e crescimento até 47 °C (FONSECA et al.,
2008). De acordo com Ballesteros et al. (2004), um processo SSF com leveduras

Kluyveromyces marxianus é, normalmente, realizado a 42 °© C, com um tamanho
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de in6culo no intervalo 0,3 a 1,2 g/L, concentragdo do substrato variando de 5%

a 10% (p /v) e carga enzimatica de 15 FPU/g celulose.

2.2.7 A levedura Kluyveromyces marxianus e suas aplicacdes biotecnoldgicas

Kluyveromyces marxianus (Figura 9) € um microrganismo unicelular,
nucleado, sem motilidade, homotdlico, pertecente a subclasse dos
hemiascomicetos (LANE; MORRISSEY, 2010). Foi descrito, pela primeira vez,
em 1888, por E. C. Hansen e foi chamado, na época, de Saccharomyces
marxianus, em atribuicdo ao nome Marx, que o isolou, primeiramente, a partir
de uvas (FONSECA et al. 2008). Devido as diferencas da morfologia dos
esporos e dos ascos na capacidade de oxidagdo e fermentagdo de diferentes
acucares e na ocorréncia de hibridac@o entre cepas, em comparacio as leveduras
Saccharomyces verdadeiras, houve necessidade de realizar a sua reclassificacdo
taxdnomica (FONSECA et al., 2008). Na edicio de 1998 dos livro “As
leveduras, um estudo taxondomico” (KURTZMAN; FELL, 1998) , no capitulo
referente ao género Kluyveromyces, estdo incluidas 15 espécies (FONSECA et
al., 2008), dentre as quais as mais citadas na literatura sdo Kluyveromyces
marxianus e Kluyveromyces lactis e a capacidade comum a ambas € a
assimilacdo de lactose como fonte de carbono.

Kluyveromyces marxianus, assim como a Saccharomyces cerevisiae, é
uma levedura respiro-fermentativo (aerébia facultativa) e pode obter energia
tanto pelo ciclo do 4cido tricarboxilico (fosforilagdo oxidativa) como por
fermentacdo etandlica. No caso de Saccharomyces cerevisiae, quando a
concentracdo de agucar € alta, a reacdo segue o sentido da fermentacdo, o que
significa que a célula dirige, preferencialmente, piruvato para a produgdo de
etanol, mesmo obtendo menor rendimento energético. Este fendmeno é chamado

de efeito Crabtree e oferece vantagens a alguns nichos ecoldgicos. A levedura



69

Kluyveromyces marxianus é, geralmente, classificada como Crabtree negativa e
direciona o metabolismo preferencialmente para o ciclo do 4cido tricarboxilico e
a geracdo Otima de energia. Entretanto, € capaz de realizar, simultaneamente,
fermentacdo e respiracio e o equilibrio exato entre essas duas vias é especifico
de cada cepa. Esse efeito € caracterizado pela fermentacdo alcodlica em
aerobiose em elevadas concentra¢des de carboidratos ou cultivos com alta taxa
de crescimento. A intensidade desse efeito varia dentro da espécie, o que explica
a razdo de algumas cepas, mas ndo todas, serem boas produtoras de etanol
(LANE; MORRISSEY, 2010).

Essa levedura tem sido amplamente utilizada em aplicagdes
biotecnoldgicas, por apresentar algumas vantagens, tais como habilidade em
crescer sobre ampla variedade de substratos e termotolerancia (capacidade de
crescimento de até 52 ° C), capacidade de assimila¢do de acticares essenciais,
como a lactose e a inulina, taxa de crescimento extremamente rdpido, com
tempos de geracdo tipicos de 70 minutos e alta capacidade secretdria
(FONSECA et al., 2008; LANE; MORRISSEY, 2010).

Muitas aplicacdes biotecnoldgicas tém sido investigadas para essa
levedura, como producdo de enzimas (f-galactosidase, B-glicosidase e
poligalacturonases, entre outros), de proteina para alimentacdo animal ou
humana, de compostos de aroma e de etanol (incluindo processos SSF a
temperaturas superiores a 37 °C), reducdo do teor de lactose em alimentos,
produc¢do de bioingredientes de soro de queijo, biorremedia¢do, como um agente
anticolesterolémico e como um vetor para a producido de proteina heter6loga
(FONSECA et al., 2008; COSTA, 2011). Existem poucas restricoes a sua
utilizacdo e a sua longa histéria de associacdo segura com produtos alimenticios
estd resultando na sua classificacdo “geralmente considerado como seguro”, ou

GRAS e “presuncdo qualificada de seguranga”, ou QPS, o que tem aumentado



70

ainda mais seu uso em diferentes processos (LANE; MORRISSEY, 2010;
KULOYO, 2012).

2.2.7.1 Producao de enzimas pectinases

Kluyveromyces marxianus tem a habilidade natural de secretar enzimas.
Esta é uma propriedade desejada para produzir enzimas com baixos custos
(FONSECA et al., 2008). Foram reportadas diferentes enzimas produzidas por
esse microrganimos, como inulinases, [-galactosidase, a-galactosidase, [-
xilosidase e celulase.

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias
pécticas, pertencentes a familia das polissacaridases. Sao amplamente
distribuidas em plantas superiores, onde atuam modificando as substancias
pécticas durante os processos naturais de amadurecimento de algumas frutas.
Além de serem produzidas por plantas, também sdao produzidas por fungos
filamentosos, bactérias, leveduras (UENOJO; PASTORE, 2007), insetos e
nematddeos (SEMENOVA, 2003). Jayani, Saxena e Gupta (2005) classificaram
as pectinases em trés grupos: (I) protopectinases: degradam a protopectina,
originando polimeros de pectina altamente soldveis; (II) pectinametilesterase
(desesterificante ou desmetoxilante): catalisa a desesterificacdo da pectina pela
remoc¢do dos grupos metoxila, originando dcido péctico e metanol e (III)
despolimerizantes (hidrolases e liases): realizam a clivagem das ligacdes
glicosidicas o-1,4, responsdveis por unir os dcidos galacturOnicos nas
substancias pécticas.

Existem casos em que apenas um tipo de enzima pectnolitica ¢é
necessario, como, por exemplo, para a estabilizacdo de suco de laranja. A

enzima poligalacturonase pura é pretendida quando se pretende manter o

cardcter encorpado dos sucos, reduzindo-se o tamanho da cadeia de pectina, sem
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reduzir a esterificagdio (BARNBY, 1987). Schwan e Rose (1994) verificaram
que duas estirpes de K. marxianus, isoladas da fermenta¢do do cacau, eram

capazes de produzir a enzima endopoligalacturonase.

2.2.7.2 Producao de etanol

As leveduras Kluyveromyces marxianus tém se destacado na produgdo
de etanol, sendo a maioria dos trabalhos disponiveis na literatura relacionados a
producio desse dlcool a partir de soro de leite (pois essas leveduras possuem as
enzimas necessarias a conversdo da lactose em etanol) e de materiais
lignocelulésicos (principalmente por serem termotolerantes).

Tém também recebido bastante destaque na producdo de bioetanol a
partir de materiais lignoceluldsicos, principalmente no processo de sacarificacdo
(transformacdo de actcares ndo fermentesciveis em fermentesciveis,
normalmente realizada por enzimas) e fermentacio (transformacdo de actiicar em
etanol) simultaneo, em que os dois processos ocorrem em uma Unica etapa. A
sacarificacdo enzimadtica exige uma temperatura em torno de 50 °C e a maioria
das leveduras fermentativas tem temperatura ideal entre 30 e 37 °C (TOMAS-
PEJO et al., 2009). Dessa forma, é extremamente vantajoso o uso de
Kluyveromyces marxianus, que é capaz de crescer e fermentar, com bons
rendimentos, em temperaturas acima de 40 °C (TOMAS-PEJO et al., 2009).

Costa (2011), estudando diferentes linhagens de Saccharomyces
cerevisiae e Kluyveromyces marxianus, concluiram que S. cerevisiae é mais
tolerante ao etanol, enquanto as linhagens de K. marxianus sdo mais
termotolerantes. Entretanto, o pré-tratamento da levedura K. marxianus com
etanol, almejando sua adaptacdo a essa substancia, tem sido amplamente

estudado.
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Tomads-Pejé et al. (2009) estudaram os efeitos das celulases comerciais
no crescimento e na produgdo de etanol de Kluyveromyces marxianus CECT
10875, quando essa levedura foi utilizada em processos de sacarificacdo e
fermentagdo simultineas. Testes preliminares realizados em glicose (50 g. L")
demonstraram que altas quantidades da enzima (2,5-3,5 FPU/mL) poderiam
causar um efeito negativo sobre a taxa de crescimento de K. marxianus € no
nimero de células vidveis, mas a produgdo de etanol ndo foi afetada e cerca de
86% do méximo teérico (22 g.L'") foram alcancados em todos os casos,
independentemente da dosagem de enzimas. Em experimentos de SSF, a
producdo de etanol também nao foi afetada pela quantidade de celulase.

A levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 foi a escolhida para o
trabalho, em virtude da pouca disponibilidade de dados referentes a producao de
etanol a partir desse microrganismo, utilizando biomassa lignoceluldsica. Costa
(2011) investigou a produ¢do de etanol por Kluyveromyces marxianus CCT
4086, em processos de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas de bagaco de
cana-de-agticar apés pré-tratamento dcido/basico, obtendo 21,48 g de etanol.L”
e 13,30 g de etanol.L”!, em temperaturas de fermentagdo de 37 °C e 42 °C,
respectivamente, indicando a primeira como a ideal para a producdo de etanol

por essa levedura.

2.3 Obtencao de etanol a partir de residuos de café

Estudos recentes indicam um excelente potencial para a utilizagdo de
residuos de café na producao de etanol.

Gouvea et al. (2009) avaliaram a producido de etanol a partir da casca de
café inteira, moida e do extrato aquoso da casca de café, utilizando, como
microrganismo fermentativo, Saccharomyces cerevisiae (os meios foram

compostos por 13 g de substrato/100 mL de dgua). Os autores apontaram a
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casca de café inteira como melhor substrato para a producgdo de etanol, tendo,
com a concentracio de 3 g de levedura/L e temperatura 30 °C, proporcionado a
produgcio de 13,6 g de etanol.L"".

Shenoy et al. (2011) utilizaram polpa de café seca e imida na obtencdo
de etanol, utilizando hidrélise dcida a quente (dcido sulfdrico a 2% v/v,
temperatura de 120 °C, por 10 minutos, em autoclave, seguida de aquecimento, a
90 °C, por 90 minutos, a pressdo ambiente), originando filtrados com teores de
acucares redutores de 0,71 e 0,23 g/100 mL de hidrolisado, para polpa seca e
umida, respectivamente, que, apds neutralizacdo, serviram de meio de cultura
para a Saccharomyces cerevisiae produzir, ao final de 48 horas de fermentacdo,
0,48 g de etanol/g de agucar, para ambos os materiais (polpa seca e imida). Tais
autores ressaltam que a producdo de etanol a partir desses residuos, além de
diminuir a polui¢do oriunda do descarte, pode agregar créditos de carbono ao
pais, por ser uma fonte renovdvel de energia, caso seja empregado como
combustivel.

Como se observa nos relatos feitos até aqui, os trabalhos utilizando
residuos de café sdo muito recentes e utilizam (em quase sua totalidade) pré-
tratamentos dcidos e, como agente de fermentagdo, a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Menezes (2012), cujas diversas etapas do trabalho foram realizadas
concomitantemente as etapas da presente pesquisa, utilizou polpa de café pré-
tratada com NaOH 4% m/v, por 25 minutos, a 121 °C, em autoclave e
hidrolisada enzimaticamente (celulases e celobiases), na produgdo de etanol
utilizando Saccharomyces cerevisiae CAT-1, obtendo, apds 24 horas de
fermentacdo, 25,63 g etanol.L™.

Mussato et al. (2012) variaram o tipo de microrganismo empregado.
Eles investigaram a producdo de etanol por trés diferentes cepas de leveduras

(Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis e Kluyveromyces fragilis), utilizando
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pelicula prateada ou borra de café, pré-tratadas com acido sulftrico, a 163-170
°C, por 45 minutos. Os resultados mais satisfatérios, em termos da producgao de
etanol, foram obtidos ao utilizarem a borra de café (que continha maior teor de
acticar em relaciio a pelicula prateada) e S. cerevisiae (11,7 g.L'"), seguida da
fermentacdo com. P. stipitis, que produziu concentragdes de etanol semelhantes
as de S. cerevisiae, mas necessitou de maior tempo para atingi-la. A producio de
etanol por K. fragilis foi baixa, durante todo o tempo de fermentacdo (na faixa
de 1g de etanol.L'™").

Nao foram encontrados, na literatura, dados sobre a producio de etanol
utilizando residuos de café e, como agente fermentativo, a levedura da espécie

Kluyveromyces marxianus, o que enaltece a pesquisa realizada neste trabalho.
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CAPITULO 2: PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DA FASE
LIQUIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea arabica L.) POR Kluyveromyces
marxianus CCT4086

RESUMO

O café € um dos principais produtos agricolas do Brasil. O
processamento por via imida, além de originar uma bebida de boa qualidade,
gera grande quantidade de residuo sdlido, conhecido como polpa de café.
Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar diferentes formas de obtencdo da
fase liquida da polpa de café e o seu uso como diluente de caldo e de melago de
cana-de-agucar, visando a producdo de etanol por Kluyveromyces marxianus
CCT 4086, bem como estudar a producdo de poligalacturonase por essa levedura
em meios contendo fase liquida da polpa de café, em experimento independente
ao da produgdo de etanol. Foram testadas quatro formas de obtengdo da fase
liquida da polpa de café: prensagem, trituracio e prensagem, aquecimento a 60
°C, com posterior trituragdo e prensagem e aquecimento a 121 °C, seguidos de
trituracdo e prensagem. Escolhida a forma de extracdo, analisando-se a
composicdo, procedeu-se a fermentacdo por Kluyveromyces marxianus CCT
4086, em cinco tipos de meio de cultura, contendo as seguintes fontes de
carboidrato: caldo de cana diluido com dgua destilada (F1), caldo de cana
diluido com fase liquida da polpa de café (F2), melago de cana diluido com dgua
destilada (F3), melagco de cana diluido com fase liquida da polpa de café (F4) e
fase liquida da polpa de café (F5). Avaliaram-se o consumo de agucares
redutores totais, a variacdo do pH, a concentragdo de etanol, as células totais, a
viabilidade celular e os dcidos organicos. O processo de trituracdo e prensagem
sem aquecimento foi escolhido por originar uma fase liquida da polpa de café
com boa concentracdo de acgucares redutores totais e baixa concentragdo de
polifendis. Ao final das fermentacdes, foram observadas as seguintes
concentracdes de etanol de 37,18; 38,59; 27,51; 26,80 e 9,80 g.L’l, para F1, F2,
F3, F4 e F5, respectivamente. Os meios com adi¢c@o de fase liquida da polpa de
café ndo apresentaram diferencas quanto aos pardmetros analisados, quando
comparados aos que ndo continham esse componente. Os resultados
evidenciaram que a fase liquida da polpa de café ndo influenciou a obtencdo de
etanol por Kluyveromyces marxianus, podendo ser utilizado como diluente em
meios de cultura destinados a essa finalidade. Com relacdo a utilizacdo para a
producdo de poligalacturonase, obtiveram-se elevadas concentragdes dessa
enzima ao se utilizar 80 mL/100 mL desse residuo na composi¢do do meio de
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cultura, apontando mais uma aplicag@o biotecnolégica da fase liquida da polpa
de café.

Palavras-chave: Etanol. Fase liquida da polpa de café. Kluyveromyces marxianus
CCT 4086.
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ABSTRACT

Coffee is one of the main agricultural products from Brazil. The wet
processing of coffee, gives a good quality drink and generates large amounts of
solid waste, known as coffee pulp. The objective of this study was to evaluate
different ways of obtaining the liquid phase of the coffee pulp and its use as
broth and sugar cane molasses diluent from, for the production of ethanol by
Kluyvermyces marxianus CCT 4086, as well as studying polygalacturonase
production by this yeast by media containing liquid phase coffee pulp, in an
independent experiment for ethanol production. We tested four ways of
obtaining the coffee pulp liquid phase: pressing, trituration and pressing, heating
at 60° C with subsequent trituration and pressing and heating at 121° C
followed by trituration and pressing. Having chosen the extraction form and
analyzing the composition, we proceeded to the fermentation by Kluyvermyces
marxianus CCT 4086 in 5 types of culture medium containing the following
carbohydrate sources: sugarcane juice diluted with distilled water (F1),
sugarcane juice diluted with the liquid phase of coffee pulp (F2), cane molasses
diluted with distilled water (F3), cane molasses diluted with the liquid phase of
the coffee pulp (F4) and the liquid phase of coffee pulp (F5). We evaluated the
consumption of total reducing sugars, variation of pH, ethanol concentration,
total cells, cell viability and organic acids. The trituration process of grinding
and pressing without heating was chosen for originating a coffee pulp liquid
phase with good concentration of total reducing sugars and low concentrations
of polyphenols. At the end of fermentation we observed the following ethanol
concentrations of 37.18, 38.59, 27.51, 26.80 and 9.80 gL’l for F1, F2, F3, F4 and
F5, respectively. Media with added coffee pulp liquid phase showed no
differences in the analyzed parameters when compared to those not containing
this component. The results showed that the liquid phase of the coffee pulp did
not affect the production of ethanol by Kluyvermyces marxianus, and may be
used as diluent in culture media for this purpose. Regarding the use of the coffee
pulp liquid phase for polygalacturonase production, we obtained high
concentrations of this enzyme when using 80 mL/100 mL of residue in the
composition of the culture medium, indicating a further biotechnological
application of the coffee pulp liquid phase.

Keywords: Ethanol. Liquid phase of coffee pulp. Kluyvermyces marxianus CCT
4086.
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1 INTRODUCAO

O café é um alimento de importancia mundialmente reconhecida, sendo
um dos produtos agricolas mais importantes do Brasil, responsdvel por
proporcionar grande retorno econdmico, em virtude das exportacdes, da
industrializag¢do e dos empregos gerados em toda a sua cadeia produtiva.

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor de café e, de acordo com a
Associacdo Brasileira da Inddstria de Café (ABIC), continua aumentando o
consumo interno desse produto. No periodo compreendido entre novembro de
2010 e outubro de 2011, foi registrado o consumo de 19,72 milhdes de sacas,
representando um acréscimo de 3,11% em relacdo ao periodo anterior
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, ABIC, 2011).

A obtencdo de uma boa bebida requer adequado procedimento pds-
colheita, sendo este capaz de agregar alto valor ao produto e atuar na melhoria
de sua qualidade. O beneficiamento do café pode ser feito por via seca ou Umida.
No processamento por via seca, o café¢ é lavado e submetido a um processo de
secagem e o fruto é processado integralmente. Quando processados por via
umida, os frutos do cafeeiro podem originar os cafés descascados, despolpados
ou desmucilados. Na obtencdo do café cereja descascado, os frutos sdo
descascados por processos mecadnicos e parte da mucilagem ainda permanece
aderida ao pergaminho dos frutos. Na obtencdo do café despolpado, apés o
descascamento, a parte da mucilagem que ainda estava aderida aos frutos é
removida, em tanques de fermentacdo bioldgica. Se a remocdo desta mucilagem
remanescente for realizada mecanicamente, tem-se, entdo, o café desmucilado
(MALTA, 2010).

O principal subproduto gerado pelos processamentos por via imida é a
polpa de café, um material com elevado potencial poluidor, em virtude de sua

rica composicao em matéria organica e inorganica, contendo certa quantidade de
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cafeina e taninos, o que a torna téxica a natureza (PANDEY et al., 2000),
exigindo adequada disposicao final.

Novos olhares estdo sendo langados para a utilizacdo da polpa de café,
almejando-se, sobretudo, a obtengcdo produtos com alto valor agregado e a
minimizagdo dos impactos ambientais decorrentes do lancamento desses rejeitos
aos recursos naturais, sem tratamento adequado. Sao relatados diversos usos e
aplicacdes biotecnoldgicas da polpa de café, tais com compostagem, uso em
racdes animais, producdo de fertilizantes organicos, proteina unicelular, biogds,
cogumelos comestiveis, enzimas, dcidos organicos, compostos de sabor e aroma
(PANDEY et al., 2000).

Uma maneira interessante de agregar valor a polpa de café e diminuir a
poluicdo ambiental oriunda do seu descarte seria o seu emprego na producio de
etanol, haja vista sua farta composi¢do em carboidratos, tanto na fracdo liquida
quanto na fracdo fibrosa. Os altos custos do petrdleo, as mudancas climaticas e
as necessidades estratégicas de producdo de energia estimulam a busca por
combustiveis alternativos provenientes de fontes renovaveis (COSTA, 2011).
Além disso, a utilizacdo de residuos agricolas para a obtencdo de etanol nado
compete com a produgdo de alimentos, como acontece com a cultura de cana-de-
acucar.

As leveduras da espécie Kluyveromyces marxianus tém sido amplamente
utilizadas na obten¢@o de etanol a partir de residuos da inddstria de alimentos,
tanto liquidos, como o soro de leite e extrato de agtcar de beterraba quanto
s6lidos, como bagaco de cana-de-acgticar, pelo fato de esse microrganismo
possuir caracteristicas importantes, como alta conversdo do substrato em
biomassa e ampla faixa de temperatura na qual pode crescer. Além disso, esse
microrganismo t€m sido estudado para producdo de compostos de aroma e de
proteina unicelular, produ¢do de enzimas inulinase, pectinase, -galactosidase,

entre outras (BELLAVER et al.; 2004).
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Portanto, a presente pesquisa foi realizada com os objetivos de avaliar
diferentes formas de obtencdo da fase liquida da polpa de café e o seu emprego
como diluente de melaco e de caldo de cana-de-agtcar, visando a producao de
etanol por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, bem como estudar a produgdo
de poligalacturonase por essa levedura, em meios contendo fase liquida da polpa

de café, em experimento independente ao da produgdo de etanol.



90

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima e obtencao da fase liquida da polpa de café

A polpa de café cereja (Coffea arabica L.) fresca, oriunda do
beneficiamento por via Umida, foi cedida por produtores da regido rural de
Lavras, MG. As amostras, logo apds o descascamento, foram colcodas em saco
plastico e transportadas para o Laboratério Central de Andlises, no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), onde foram congeladas e armazenadas, em freezer, a -5+2°C.

A fim de se aproveitar o potencial nutritivo da polpa de café em um
meio liquido para a fermentacdo, foram estudados quatro processos de extracao
dos componentes soliveis da polpa de café. Para tanto, cerca de 8 kg de polpa de
café foram descongelados, homogeneizados aos liquidos exsudados durante o
descongelamento e separados em quatro partes iguais.

Os processos de extracdo empregados foram:

a) extragdo 1 (El1) — tratamento Controle: 2 kg de polpa de café foram
prensados em prensa manual;

b) extragdo 2 (E2) — tratamento mecanico a temperatura ambiente: 2 kg de
polpa de café foram triturados em liquidificador industrial;

c) extracdo 3 (E3) — tratamento termomecanico com aquecimento em banho-
maria: 2 kg de polpa de café aquecidos em banho-maria, a 60 °C, por 15
minutos e, em seguida, foram triturados em liquidificador industrial;

d) extragio 4 (E4) — tratamento termomecanico com aquecimento em
autoclave: 4 erlenmeyes de 1 L contendo 500 g de polpa de café cada,
foram autoclavados, a 121 °C, por 15 minutos e, em seguida, foram

triturados em liquidificador industrial.
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Em cada processo de extracdo, a parte liquida resultante da trituracdo em

liquidificador foi separada por filtracdo em organza e a parte sélida foi prensada

em prensa manual. Os liquidos resultantes da filtracdo e da prensagem, de cada

processo extrativo, foram misturados e congelados até o momento das andlises.

Esses liquidos foram denominados fases liquidas da polpa de café.

2.1.1 Analises da polpa de café e de suas fases liquidas

A polpa de café e suas fases liquidas foram avaliadas quanto aos

seguintes parametros:

a)

b)

C)

d)

amido: foi determinado pela técnica de Somogyi adaptada por Nelson
(1944). A leitura foi realizada em espectrofotdometro, a 510 nm, com
sistema computadorizado. Os resultados foram expressos em porcentagem
(g de amido/100 g de polpa de café ou de fase liquida);

acucares totais e redutores: foram extraidos pela metodologia proposta por
Lane-Enyon, citada pela Association of Official Agricultural Chemists,
AOAC (1990) e dosados pela técnica de Somogyi adaptada por Nelson
(1944). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 510 nm, com
sistema computadorizado. Os resultados foram expressos em porcentagem
(g de agucar/100 g de polpa de café ou de fase liquida);

pectina total e soldvel: foram extraidas segundo a técnica padronizada por
McCready e McComb (1952) e o doseamento foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Bitter e Muir (1962). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro, a 530 nm, com sistema computadorizado. Os resultados
foram expressos em mg de dcido poligalacturdnico/100 g de polpa de café
ou de fase liquida;

polifendis: os polifendis foram extraidos e dosados segundo a técnica de

Goldstein e Swain (1963), com algumas modificacdes. Foram feitas trés
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extragdes sucessivas em metanol 80%. Para a determinacdo, foi utilizada a
metodologia de Folin-Denis, conforme a AOAC (1990). A leitura foi
realizada em espectofotdmetro, a 760 nm. Os resultados foram expressos
em porcentagem (g de polifendis/100 g de polpa de café ou de fase liquida);
e) pH: o potencial hidrogenionico foi determinado por potencidometro digital,

modelo QUIMIS, tipo Q-400 A.

2.1.2 Analises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em cinco repeticdes. Os dados
referentes a polpa de café e as suas fases liquidas foram submetidos a andlise de
varidncia, por meio do programa SISVAR 5.1° (FERREIRA, 2011). Para
comparagdo de médias entre os diferentes tratamentos (polpa, E1, E2, E3 e E4),

foi utilizado o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2.2 Obtencao do etanol por fermentacao da fase liquida da polpa de café

Ap6s ter sido selecionado o método mais vidvel de extragdo da polpa de
café, procedeu-se ao processo fermentativo, utilizando-se a fase liquida da polpa
pura ou como diluente do melaco de cana-de-aguicar ou do caldo de cana-de-

acucar.
2.2.1 Microrganismo utilizado e preparo do inéculo para fermentacio
Para os experimentos de fermentacdo foi utilizado o microrganismo

Kluyveromyces marxianus CCT 4086, pertencente a Cole¢do de Cultura Tropical

da Fundagdo André Tosello, armazenado sob a forma liofilizada.
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A reativacdo da levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 foi
realizada suspendendo-se as células por meio da adicdo de 0,2 mL de dgua
destilada a cerca de 0,05 g da cultura liofilizada, contidos em uma ampola,
deixando-se reidratar por 15 minutos. Apds a etapa de reidratacdo, transferiu-se
o conteido da ampola para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL de meio de
cultura YM (extrato de levedura-extrato de malte), sendo essa etapa seguida por
incubacdo a temperatura de 28 °C, em incubadora biochemistry oxygen demand
(BOD), por 48 horas. O microrganismo foi repicado para tubos de ensaio
contendo meio de cultura YMA (extrato de levedura - extrato de malte - dgar)
inclinado, os quais foram incubados, a temperatura de 28 °C, em incubadora
BOD, por 48 horas. As coldnias foram cobertas com 6leo mineral esterilizado e
armazenadas em geladeira (temperatura média de 4 °C), até o momento do uso,
nao excedendo o periodo de um més de armazenamento. Todas as etapas
descritas foram seguidas em concordincia com o manual elaborado pela
Fundacdo André Tosello.

Os microrganismos armazenados foram transferidos para 3
erlemnmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura YM, utilizando
uma al¢ca de platina. Apds a repicagem, os erlenmeyers foram incubados em
BOD, a temperatura de 28 °C, por 48 horas. Apds o periodo de incubacio,
atingiu-se uma populagio de 10° células vidveis. mL™, originando o inéculo

utilizado no processo fermentativo subsequente.
2.2.2 Meios de fermentacao
Ap6s a selecdo do processo de extragdo, a fase liquida da polpa de café

foi utilizada como meio de fermentacdo, na sua forma pura ou como diluente de

melago ou de caldo de cana-de-agtcar.
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O caldo de cana-de-acticar foi adquirido de produtores rurais da cidade
de Lavras, MG e o melago de cana-de-agucar utilizado foi gentilmente cedido
pela Usina Luciania, de Lagoa da Prata, MG. O caldo utilizado apresentou 21
°Brix de s6lidos soluveis totais, pH de 4,8 e 205 g de agucares redutores totais/L
de caldo de cana-de-acticar, e o melaco de cana-de-agucar apresentou 70 °Brix
de solidos soluveis totais, pH de 5,2 e 689 g de agucares redutores totais/L de
melaco.

Para o estudo da produgdo de etanol foram elaborados cinco tipos de
meio de fermentagdo, conforme descrito a seguir:

a) meio de fermentacdio 1 (F1): preparado com caldo de cana-de-agticar
diluido com dgua destilada, a um teor de sélidos soltiveis totais de 18 °Brix,
com volume final de 700 mL de meio;

b) meio de fermentacio 2 (F2): preparado com caldo de cana-de-acticar
diluido com fase liquida da polpa de café, a um teor de sélidos soliveis
totais de 18 °Brix, com volume final de 700 mL de meio;

c¢) meio de fermentacdo 3 (F3): preparado com melago de cana-de-actcar
diluido com 4gua destilada, a um teor de sélidos soludveis totais de 18 °Brix,
com volume final de 700 mL de meio;

d) meio de fermentagdo 4 (F4): preparado com melaco de cana-de-agucar
diluido com fase liquida da polpa de café, a um teor de sélidos soliveis
totais de 18 °Brix, com volume final de 700 mL de meio;

e) meio de fermentacdo 5 (F5): preparado com 700 mL fase liquida da polpa

de café, com teor de solidos soluveis totais de 5 °Brix.

Na Tabela 1 € possivel observar as quantidades de cada compontente
(caldo ou melaco-de cana de actcar) e dos diluentes (fase liquida da polpa de

café ou 4gua destilada) utilizados nos meios.
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Tabela 1 Composi¢do dos meios quanto ao volume da fonte de carboidrato e do
diluente necessdrios para atingir 18 °Brix*.

Tratamento Caldo de Melaco de Agua Fase liquida
cana (mL) cana (mL) destilada da polpa

(mL) (mL)

Fl1 600 - 100 -

F2 560 - - 140

F3 - 180 520 -

F4 - 131,25 - 568,75

F5 - - - 700

* Com excecdo do meio F5, em que foi utilizado o teor de sélidos soliveis da fase
liquida da polpa de café (5 °Brix), sem adi¢@o de outra fonte de carboidratos.

Todos os meios de fermentacdo foram suplementados com sulfato de
amonio (NH,4),SO, (1 g.L'l), fosfato dibdsico de potassio (K,HPO,) (1 g.L']) e
sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,3 g.L'"), de acordo com Tomas-Pejé et

al. (2009) e esterilizados em autoclave, a 121 °C, durante 15 minutos.

2.2.3 Processos fermentativos

As fermentacgdes foram realizadas em erlenmeyers de 1 L, contendo 700
mL de cada meio de cultura descrito no item 2.2.2, com trés repeticdes de cada
meio, utilizando a propor¢ao de indculo de 10% (v/v), em incubadora regulada a
temperatura de 28 °C, sem agitagao.

O estudo cinético do processo fermentativo com base no consumo de
acucares redutores totais dos meios contendo caldo de cana-de-agucar (F1 e F2)
foi realizado por um periodo total de 72 horas (LIMTONG; SRINGIEW;
YONGMANITCHALI 2007), com amostragens nos tempos 0, 6, 12, 18, 30, 36,
42,48, 54, 60, 66 e 72 horas. Para os meios contendo melaco de cana-de-actucar

(F3 e F4), o periodo total de fermentacdo foi de 120 horas (com base no
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acompanhamento da concentracio de sdlidos soldveis) e as amostragens
ocorreram nos tempos de 0, 12, 24, 30, 48, 54, 60, 72, 96 e 120 horas. No meio
controle (F5), contendo apenas fase liquida da polpa de café, o estudo cinético
procedeu-se por 60 horas, com amostragens nos tempos 0, 6, 12, 36, 48 e 60
horas. A adoc¢do de diferentes tempos de fermentacdo aconteceu em virtude da
observacao do consumo de agticar que, no caso dos meios contendo melago, foi
mais lento.

Foram analisados os seguintes pardmetros: acticares redutores totais, pH
e dcidos orgénicos, contagem de células em camera de Neubauer, contagem total

de unidades formadoras de colonias em placa e concentragdo de etanol.

2.2.3.1 Aciicares redutores totais (ART)

Os acucares redutores totais foram quantificados pela metodologia de
DNS (4cido 3,5 dinitrossalicilico), desenvolvida por Miller (1959). As amostras
retiradas de cada tempo de fermentacdo foram diluidas. Os resultados foram

. . -1
expressos em g de actcares redutores totais.L.".

2.2.3.2 Potencial hidrogenionico e acidos organicos

O potencial hidrogenidnico foi determinado por potencidmetro digital,
modelo QUIMIS, tipo Q-400 A.

As concentragdes de 4cidos orgdnicos nos meios fermentativos foram
mensuradas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por meio de
um cromatégrafo da marca Shimadzu®. Para tanto, os meios fermentativos
foram centrifugados e diluidos em dgua milliQ® (na proporgdo de 1: 2 — meio :
dgua). Apo6s diluigdo, as amostras foram filtradas em membrana Millipore

(45um). O volume injetado da amostra foi de 20 pL. A separagdo dos analitos
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foi realizada utilizando, como fase estacionaria, duas colunas em série (SHIM-
PACK SPR-H, 250 mm x 7,8 mm), precedidas de uma pré-coluna (SHIM-
PACK SPR-HG, 50 mm x 7,8 mm) e, como fase modvel, as solu¢des: (A) dcido
p-tolueno sulfénico (4mM) e (B) tampao (composto por 16mM Bis-Tris, 4mM
acido p-tolueno sulfénico e 100uM EDTA), em um fluxo de 0,8 mL/min e
temperatura de 45 °C. Utilizou-se um detector condutividade (Shimadzu®,
modelo CDD-6A), com polaridade positiva e resposta baixa. Os picos
correspondentes a cada dcido foram identificados pelo tempo de retencgdo,
utilizando-se como comparacdo os tempos de retengdo dos padrdes. Para a
quantificacdo dos teores de acidos orgénicos nas amostras, foi realizada uma
calibracdo com base em padrdes externos dos dcidos citrico, mdlico, tartdrico,
oxdlico, succinico, férmico, acético, propidnico, isobutirico e butirico (padrio

analitico da Sigma Aldrich®).

2.2.3.3 Contagem e viabilidade de células em camara de Neubauer e
contagem total das unidades formadoras de colonias em placa

A contagem e a viabilidade de células em camera de Neubauer foram
realizadas, no inicio e no final do processo de fermentagdo, utilizando-se a
coloracdo com azul de metileno, apds as dilui¢des adequadas, de acordo com a
metodologia proposta por Lee, Robinson e Wang (1981).

Para a contagem total em placa, foi utilizado o meio YMA extrato de
levedura-malte-dgar (yeast malt agar) constituido por glicose (10 g.L'™"), extrato
de levedura (3 g.L'"), extrato de malte (3 g.L""), peptona bacteriolégica (5 g.L")
e dgar (20 g.L'"). Aproximadamente 20 mL do meio YMA (por placa) foram
fundidos, a 40 °C, utilizando aparelho de micro-ondas, e, logo em seguida,
foram vertidos em placas de Petri esterilizadas, deixadas em repouso sob luz UV
em capela de fluxo laminar, até a solidificacdo do meio (cerca de 15 minutos).

Para o plaqueamento foram utilizadas as seguintes dilui¢des: 107, 10°, 107 ¢ 10°
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8, incubando-se 100 uL com trés repeticdes para cada dilui¢do (plaqueamento
em superficie). As placas foram armazenadas em estufa do tipo BOD, a
temperatura de 28 °C, por 72 horas. Transcorrido o tempo de incubacio fez-se a
contagem do niimero de coldnias, tirando-se a média aritmética de cada diluicao
e multiplicando-se o resultado pelo fator de diluicdo. Os resultados foram

expressos em UFC.mL".

2.2.3.4 Concentracao de etanol

O etanol produzido foi quantificado por meio da andlise de
cromatografia gasosa, em aparelho Shimadzu CG 17A, com detector de
ionizacdo em chama (FID), utilizando-se coluna capilar Carbowax 20M (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). Foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas:
o injetor automadtico trabalhou no modo “splitless”, utilizando o hélio como gés
de arraste, com velocidade linear de 33 cm.s”. Foi injetado 1 pL de amostra,
sendo o tempo de corrida de 15 minutos. Foi utilizado um gradiente de
temperatura em que a coluna permaneceu, inicialmente, a temperatura de 40 °C,
por 4 minutos, aquecendo até 220 °C e permanecendo por 2 minutos nessa
temperatura, por meio de uma rampa de aquecimento de 25 °C.min”. A
temperatura do detector foi de 300 °C. Para a quantificagdo dos teores de etanol
nas amostras, foi realizada uma calibracdo, com base no padrio externo etanol

(padrdo analitico da Merck).

2.2.3.5 Parametros fermentativos

Foram avaliados os parametros fermentativos de conversao do substrato

em etanol, eficiéncia fermentativa e produtividade em etanol.
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O fator de conversdo do substrato em etanol (Yp/s) foi calculado em
grama de etanol produzido por grama de agucares redutores totais consumidos,

empregando-se a Equacdo 1.

Yp/s=P/(So—-S) (1)

em que

P = concentragio de etanol no final da fermentacio (g etanol.L™);

So = concentracdo de agucares redutores totais no inicio da fermentagdo
(gART.L™);

S = concentracio de acticares redutores totais no fim da fermentacio (g ART.L™).

A eficiéncia fermentativa (Ef) corresponde a fracdo do actcar
metabolizado que se converteu em etanol. Esse parametro foi calculado pela
relacdo entre o rendimento do etanol observado no processo e o rendimento

tedrico (Equagdo 2).

Yp/s
0,511

E, =(-22)%100 2)

A produtividade em etanol (Q,) expressa o teor produzido em etanol em

certo intervalo de tempo e foi calculada empregando-se a Equacio 3:

Q,=P/t; 3

em que

P = concentracio de etanol no final da fermentag@o (g etanol/L);
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ty= tempo total da fermentagao (horas).

2.2.4 Analise estatistica

Os ensaios fermentativos seguiram um delineamento inteiramente
casualizado, sendo o tipo de fermentacdo a varidvel analisada. Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), pelo programa
SISVAR 5.1° (FERREIRA, 2011). Para efeito de comparacio de médias, foi
utilizado o teste Tukey, a 5% de probabilidade. O tempo de fermentacio nao foi
incluido como fonte de variacdo na ANOVA, por se tratar de estudo cinético, no

qual o tempo se comporta como mais uma resposta.

2.3 Producao de pectinase por Kluyveromyces marxianus CCT 4086

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias
pécticas e sdo amplamente utilizadas na indudstria de alimentos, principalmente
na clarificagdo de sucos, na qual atuam despolimerizando e quebrando a pectina,
aumentando o rendimento e diminuindo a viscosidade e a turbidez.

Foi observada uma clarificacdo dos meios utilizados para a producio de
etanol por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, quando foi adicionada a fase
liquida da polpa de café. Por esse motivo decidiu-se estudar o emprego desta
fase na producdo dessas enzimas, o que aponta uma nova aplicagcdo
biotecnoldgica para a polpa de café na fase liquida, além de minimizar os gastos
dispensados ao meio de cultura para a produgdo dessas enzimas.

Utilizou-se um fatorial fracionado 2*', com 3 repeticdes no ponto
central, totalizando 11 ensaios. Foram avaliadas 4 varidveis independentes:
concentracdo de pectina (g/100 mL), concentracdo de inéculo (g/100 mL),
concentracdo de fase liquida da polpa de café (g/100 mL) e temperatura (°C),
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cujos valores dos niveis miximo (+1) e minimo (-1) para cada varidvel
encontram-se na Tabela 2. O meio de cultura foi suplementado com sulfato de
amonio, na concentracdo de 0,5 g/L, agitacdo de 150 rpm, concentracdo de
s6lidos soldveis do melago de cana de agiicar de 12 °Brix e tempo de
fermentacdo de 48 horas, de acordo Bravo et al. (2000). Os niveis para cada
varidvel foram estabelecidos baseando-se também no trabalho de Bravo et al.
(2000).

Esse tipo de planejamento € utilizado para a selecdo de varidveis
utilizando-se um nimero reduzido de tratamentos. A varidvel resposta analisada
foi atividade especifica de poligalacturonase (cuja metodologia encontra-se
descrita nos itens 2.3.1.1 e 2.3.1.4). Para a analise estatistica dos dados, utilizou-

se o software Statistica 8.0 (STATISTICA, 2008), a 10% de probabilidade.

Tabela 2 Niveis do fatorial fracionado 2*', para selecio de varidveis para a
producio de poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus.

Variavel Unidade Nivel (-1) Nivel (+1)
[Pectina] 2/100 mL 0 1
[In6culo] mL/100 mL 5 15
[Fase liquida da polpa ~ mL/100 mL 0 70
de café]
Temperatura °C 25 45

O uso de colchetes simboliza concentragao.

Apds a selecdo das varidveis que influenciaram a producdo de
poligalacturonase para a otimiza¢do das condigdes, utilizou-se um delineamento

composto central rotacional (DCCR), em esquema de fatorial completo 2°, com
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6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, resultando em 17 ensaios. Foram
avaliadas trés varidveis independentes, duas selecionadas a partir do fatorial
fracionado, sendo elas concentragdo de fase liquida da polpa de café (g/100 mL)
e temperatura (°C), e uma adicionada apds a auséncia de efeito (ou efeito
negativo) das outras varidveis analisadas no fatorial, a concentracdo de sulfato
de amonio. Essa dltima varidvel foi escolhida baseando-se em trabalhos de
Bravo et al. (2000) que otimizaram a concentragdo de (NH4),SO, de O,Sg.L’l
para a producdo de poligalacturonase em meio contendo como fonte de
carboidrato caldo de cana-de-acticar. Como no meio utilizado nesta pesquisa
utilizou-se melaco de cana-de-agucar e fase liquida da polpa de café, a pesquisa
sobre a necessidade ou nao de sulfato de amdnio no meio de cultura, ao se
utilizar outras fontes de carboidrato, tornou-se necessdria. A concentracao de
in6culo utilizada foi de 5% v/v (ou seja, 5 mL de in6culo/100 mL de meio de
cultura), baseando-se nos resultados do fatorial fracionado. Os valores
codificados e reais para as varidveis independentes encontram-se na Tabela 3,
sendo o tempo de fermentacdo fixado em 48 horas e agitacdo de 150 rpm

(BRAVO et al., 2000).

Tabela 3 Niveis do planejamento experimental para otimizacdo da produgdo de
poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus.

Nivel
Varidvel independente
-1,6818 -1 0 1 1,6818
[Fase liquida da polpa de

a pop 70 74 80 86 90

café] (mL/100 mL)

[(NH4),SO,] (g/L) 0 0,3 0,5 0,8 1

Temperatura (°C) 20 22 25 28 30

O uso de colchetes simboliza concentragio.
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A varidvel resposta analisada foi a atividade especifica de
poligalacturonase. Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o software

Statistica 8.0 (STATISTICA, 2008), com nivel de significancia de 10%.

2.3.1 Obtencao do extrato enzimatico bruto e determinacao da atividade das
pectinases

Terminado o tempo de 48 horas de fermentacdo, os meios foram
filtrados em papel filtro (Whatman n°l), sendo o filtrado posteriormente
centrifugado, a 7.840 g, por 10 minutos, a 5 °C. Os sobrenadantes foram
recolhidos com pipetas de Pasteur e chamados de extrato enzimdtico bruto.

Nos extratos enzimaticos brutos oriundos dos experimentos referentes ao
fatorial fracionado, dosou-se, além da atividade da poligalacturonase, a atividade
de outras pectinases, a saber, pectinaliase e pectinametilesterase. Conforme sera
discutido posteriormente, ndo foi detectada atividade para essas duas tultimas
pectinases e, por essa razdo, nos tratamentos referentes ao DCCR, dosou-se

apenas a atividade da enzima poligalacturonase.

2.3.1.1 Determinacio da atividade de poligalacturonase

A atividade da poligalacturonase foi mensurada pelo método
viscosimétrico de Tuttobello e Mill (1961), descrito por Teixeira, Lima-Filho e
Duran (2000), utilizando as seguintes condi¢des: 250 uLL de solu¢do enzimética
foram adicionados a 5,5 mL de pectina citrica a 0,2% (m/v) em de tampao de
acetato (0,025M, pH 5,0 contendo 1,0 mM EDTA). A mistura reacional foi
incubada, a 50 °C, por 10 minutos. Para a determinacdo da viscosidade das
amostras, do branco (obtidos conforme descrito anteriormente, substituindo-se a
amostra enzimdtica por dgua destilada) e da dgua deionizada, foi utilizado um

viscosimetro de Ostwald tamanho 200 e os valores obtidos foram aplicados nas
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Equagdes 4 e 5, descritas a seguir. A atividade enzimdtica de poligalacturonase
foi determinada em UV/mL, em que uma unidade viscosimétrica (UV) ¢é
definida como a quantidade de enzima necessdria para diminuir a viscosidade

inicial em 50% por minuto, sob as condi¢des definidas.

~ . . t -t
% Reducdo da viscosidade = branco” “amostra 4)

thranco— tégua deionizada

em que
thranco = tempo de escoamento do branco (s);
tumosra = tempo de escoamento da amostra (s);

Ligua deionizade= t€MPO de escoamento da dgua deionizada (s).
UV/mL = (% de redugdo da viscosidade /50)x4/10 (5)

em que
UV/mL = unidade viscosimétrica por mL;

% de redugdo da viscosidade = porcentagem de redugdo da viscosidade.
2.3.1.2 Determinacio da atividade de pectinametilesterase (PME)

Para a determinacdo da atividade da pectinametilesterase, utilizou-se a
metodologia titulométrica proposta por Schwan e Rose (1994). O método
baseia-se na variagdo do pH de 20 mL de uma solucdo de pectina citrica (1%
m/v), em NaCl 0,1 M, durante 30 minutos, ap6s a adicdo de 3 mL da solucdo de
enzimas. O dlcali hidréxido de s6dio (NaOH 0,5M) foi adicionado para manter
o pH em 7,5, durante o tempo pré-estabelecido. A atividade de PME foi dada de

acordo com o volume de NaOH gasto na titulagdo e expressa em
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microequivalentes de 4cido péctico liberado por mL"' h”'. Uma unidade de
pectinametilesterase (U) foi definida como a quantidade de enzima responsdvel

por liberar um microequivalente de dcido péctico por hora de reacao.

2.3.1.3 Determinacao da atividade de pectina liase (PL)

A atividade da pectina liase foi determinada de acordo com o método
proposto por Pitt (1988), conforme Kashyap et al. (2000). De maneira resumida,
1 mL da amostra de enzima foi adicionado a 5,0 mL de pectina solugdo (1% p/
v). O volume das amostras de ensaio foi completado para 10,0 mL, com 4gua
destilada. As amostras foram incubadas, a 40 °C, por 2 horas. Na sequéncia,
adicionaram-se sulfato de zinco (0,6 mL, 9,0% p / v) e hidréxido de sédio (0,6
mL, 0,5 M). As amostras foram centrifugadas (3.000 g, 10 minutos) e
adicionaram-se 5,0 mL do sobrenadante a uma mistura de acido tiobarbiturico
(3,0 mL, 0,04 M), HCI (2,5 mL, 0,1 M) e dgua destilada (0,5 mL). Aqueceu-se a
mistura em banho-maria termostatizado, em temperatura de ebulicdo, por 30
minutos, resfriada & temperatura ambiente e mediu-se a absorvancia da solugio
colorida a 550 nm. Uma unidade de atividade (U) é definida como a quantidade
de enzima responsdvel por causar mudanca de absorvancia de 0,01 na condi¢do

do ensaio.

2.3.14 Determinacio das proteinas totais e atividades enzimaticas
especificas

A determinacdo das atividades enzimdticas especificas foi calculada
dividindo-se a atividade enzimatica (U.mL™") pelo valor de proteinas totais (mg.
mL™) presentes na amostra, obtendo-se a atividade a atividade enzimatica (U)
por mg de proteinas (U.mg"). O teor de proteinas totais em cada amostra foi

mensurado por meio do método espectrofotométrico proposto por Bradford
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(1976) (microanélise), utilizando soroalbumina bovina como padrio e o reagente
de Bradford (Comassie Blue G-250) como substincia croméfora. A leitura foi

realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda regulado a 595 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo dos componentes soliiveis presentes na polpa do café para a
obtenciao da fase liquida da polpa de café

Os valores médios e os respectivos coeficientes de variacdo para os
componentes presentes na polpa de café e nas fases liquidas oriundas dos
diferentes métodos de extracdo encontram-se dispostos na Tabela 4 e o resumo

da ANOVA, nas Tabelas 1A a 6A.

Tabela 4 Valores médios para as concentracdes de amido, pectina total e soltivel,

polifendis, acticares totais e redutores presentes na polpa € nas suas
fases liquidas.

Tratamento Amido Pectina Pectina Polifendis ART AR (%)

(%)  total'  soldvel' (%) (%)

Polpa 2,60° 0,69 0,25 0,30° 2,17° 1,85¢

(149  (3,83) (1,39 (1,67) (12) (10,2)

El 0,10 0,18 0,07 0,08° 4,69 4,01

E2 0,424 0,18 0,09 0,08 5,12° 4,01°

E3 0,67° 0,16  0,07° 0,11° 5,45 4,12

E4 1,17 049" 025 0,19° 5,48 4,30°

CV(%) 16,46 3,82 22,4 2,71 3,69 2,49

* Médias seguidas das letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

1 Unidade: mg de 4cido poligalacturdnico/100 g de fase liquida ou de polpa de café.
Simbolos utilizados: E1 - apenas prensagem, E2 - extracdo mecanica a frio com
prensagem posterior, E3 - extracdo termomecdnica com aquecimento a 60 °C, com
prensagem posterior, E4 - extracdo termomecédnica com aquecimento a 121 °C, com
prensagem posterior, ART - agticares redutores totais; AR - agticares redutores.

Valores entre parénteses representam a quantidade encontrada para cada parametro
analisado em relacdo a base seca, sendo o teor de umidade da polpa igual a 82%.
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Com base nos resultados do teste de Tukey, pdde-se observar que
nenhum processo de extracdo retirou quantidades semelhantes as presentes na
polpa de café (fato verificado para todos componentes analisados).

O processo de extracdo E4 (termomecanico com aquecimento a 121 °C)
foi o que extraiu a maior quantidade dos componentes, amido, polifendis,
pectina total e soldvel, presentes na polpa de café, quando comparados os quatro
métodos de extragao.

A trituracdo a frio seguida de prensagem (E2) extraiu amido em
quantidades estatisticamente semelhantes aos processos de extracdo E3 (extragdo
termomecanica com aquecimento a 60 °C e prensagem) e EI (apenas
prensagem).

O teor de pectina total presente na polpa de café foi cerca da metade do
reportado por Antier et al. (1993), que citam 6,5% de pectina em base seca.

Para a extracdo de pectina total e soltvel, os processos El (prensagem),
E2 (trituracdo a frio e prensagem) e E3 (trituragdo a 60 °C) extrairam
quantidades estatisticamente semelhantes desses componentes, indicando que o
emprego de temperatura mais alta (E4) proporciona extragdo de maior
concentracdo de pectina total e solivel da polpa de café. As leveduras
Kluyveromyces sp. tém sido apontadas (BRAVO et al., 2000) como produtoras
de enzimas pectinoliticas de ampla aplicacio na indudstria de alimentos.
Entretanto, se o uso da fase liquida de polpa de café for destinado a producio de
etanol por via fermentativa, a presenca de pectina pode dificultar o processo pelo
aumento da viscosidade do meio, sendo, portanto, indesejavel.

O teor de polifendis encontrado na polpa de café (em base seca) foi
bastante proximo ao valor observado por Bressani (1978), que relatou a

concentracdo de 1% de polifendis na polpa de café.
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Os compostos fendlicos estdo dentro de uma ampla gama de substancias
que afetam a fermentagdo por microrganismos, atuando como inibidores. Por
essa razdo, os métodos de extracdo mais indicados foram os que extrairam
menor concentracdo desses inibidores, ou seja, as extragdes E1 e E2.

O teor de acticares totais e o teor de actcares redutores presentes na
polpa de café, semelhantes aos reportados por Bressani (1978), foram
estatisticamente diferentes das concentracdes observadas nos liquidos oriundos
dos processos de extracdo. Por serem extensivamente soliveis em dgua, esses
compostos podem ser perdidos quando ocorre a exsudagdo da parte liquida da
polpa de café, durante o processo de descongelamento.

A extrag@o dos agucares totais foi influenciada pela trituracdo, tendo os
processos envolvidos nessa etapa apresentado maiores teores de acticares totais e
sido estatisticamente semelhantes entre si. Concentracdes mais elevadas de
acucares sdo favordveis aos processos fermentativos de obtencdo de etanol por
Kluyveromyces marxianus, sendo reportadas concentracdes altas, como 200 g.L”!
de actcares totais (ODA et al.; 2010). As fases liquidas da polpa de café podem
ser utilizados como diluentes da fonte de carboidrato a ser utilizado na obtencio
de etanol, o que € duplamente benéfico, do ponto de vista ambiental: economiza
dgua destinada a diluicdo (conforme visualizado na Tabela 1, no item 2.2.2) e
viabiliza o uso de um residuo.

O processo de extragdo a frio com trituracdo (E2) destacou-se em
relagdo aos demais processos (E1, E3 e E4), por retirar uma boa quantidade de
acucares totais e menor quantidade de polifendis, além de ndo necessitar de
aquecimento, sendo o mais indicado para a obtengdo da fase liquida da polpa de

café destinada a fermentag@o para a obtengdo de etanol.
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3.2 Processos fermentativos

Os estudos cinéticos dos processos fermentativos sdao discutidos nos

proximos itens.

3.2.1 Cinética de consumo de acticares redutores totais

As cinéticas de consumo de agucares redutores totais das fermentacdes
F1 e F2, no decorrer de 72 horas de fermentagao, estao representadas na Figura
1. O consumo de agucares foi acompanhado por meio da medida dos sélidos
soliveis (dados ndo mostrados), sendo a fermentacdo encerrada quando o teor de
solidos soldveis tornou-se constante, coincidindo com o tempo de 72 horas,
encontrado na literatura, para a producdo de etanol a partir de caldo de cana
contendo o teor de agiicares totais de 180g.L”, utilizando Kluyveromyces

marxianus (LIMTONG; SRINGIEW; YONGMANITCHALI, 2007).

“ 200
©
8 160 —<O—F1 (caldo de cana diluido
4 com &gua destilada)
2 =~ 120 -
5 7
T
€ = 80 -
8
©
é 40 -
<
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Figura 1 Cinética do consumo de aclcares redutores totais, por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086, em meios contendo caldo de cana-de-agicar diluido
com 4gua destilada (F1) e diluido com fase liquida da polpa de café (F2)
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Nao foi observada diferenca entre os tipos de fermentacdo F1 e F2
(Tabela 7A), demonstrando que a adi¢do de fase liquida da polpa de café nio
apresenta efeito inibitério sobre o consumo de actucares redutores totais (ART)
pela Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

A fermentacdo F1 iniciou-se com um teor de ART de 172,74 g.L'] e,
ap6s 72 horas, a concentracdo de ART observada foi de 14,21 g.L''. Para a
fermentacdo F2, os teores inicial e final de ART mensurado foram de 166,51
gL'e 12,43 gL', respectivamente.

Em Kluyveromyces marxianus, a sacarose €, inicialmente,
hidrolisada em glicose e frutose, pela acdo da enzima inulinase, uma [-
frutosidase ndo especifica capaz de atuar sobre a sacarose, de forma semelhante
a invertase. A invertase nao € secretada no meio de cultura, ficando retida no
espaco periplasmético da Kluyveromyces marxianus (BRUNO, 1999).

A cinética de consumo de acticares redutores totais nas fermentagdes F3

e F4, no decorrer de 120 horas de fermentacdo, pode ser observada na Figura 2.

200

--4--F4 (melago diluido com
fase liquida da polpa de
café)

160

120 A

80

(g.Lh)

=
S=o
==
==

Acgucares Redutores Totais

0 20 40 60 80 100 120
Tempo de fermentagdo (h)

Figura 2 Cinética do consumo de acticares redutores totais, por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086, em meios contendo melagco de cana-de-agtcar diluido
com dgua destilada (F3) e diluido com fase liquida da polpa de café (F4)
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Nao se observaram diferencas significativas entre os tipos de
fermentacdo F3 e F4 (Tabela 8A), indicando que a adi¢do de fase liquida da
polpa de café ao melaco nao interfere no consumo de ART, por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086.

Os valores de ART iniciais e finais observados foram de 166,19 gL e
10,61 gL', para F3 e de 158,24 g.L"" e 15,37 g.L'', para F4, respectivamente. Os
tempos de fermentacdo por Kluyveromyces marxianus em meios contendo
melago de cana-de-acucar na literatura sdo bastante varidveis. Aziz et al. (2011)
estudaram a fermentag@o alcodlica em meio contendo melaco diluido por 72
horas. O tempo de fermentacdo utilizado na presente pesquisa foi definido pelo
acompanhamento dos sélidos soldveis. Apds 120 horas, os teores de sélidos
soliveis se tornaram estaveis (em torno de 5°Brix), sendo encerrada a
fermentacdo nesse tempo.

Com relagdo a fermentacdo de Kluyveromyces marxianus na fase liquida
da polpa de café, observou-se que a levedura foi capaz de fermentar esse

material (Figura 3).

Aglicares redutores
totais (g.L-1)

0 T T T T 1

0 12 24 36 48 60
Tempo de fermentagdo (hora)

Figura 3 Cinética do consumo de agticares redutores totais, por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086, em meio contendo fase liquida da polpa de café
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Com base na visualizagdo da Figura 3, pode-se perceber que
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 foi capaz de fermentar a fase liquida da
polpa de café e que tal fermentacdo foi finalizada a partir de 36 horas. A
fermentagdo iniciou-se com um teor de ART de 56,97 gL' e, apés 36 horas,

observou-se uma concentracio de 6,74 g de ART.L".

3.2.2 Potencial hidrogenionico (pH) e perfil de acidos organicos

Avaliando-se o pH da fermentacdo F1, em comparagdo ao pH da F2,
observaram-se os valores iniciais de 5,38, para a F1 e de 4,99, para a F2 e os
valores finais de 3,92, para F1 e de 4,28, para F2. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre esses dois tipos de fermentagdo, quanto a varidvel
pH (conforme ANOV A na Tabela 9A).

A fermentacdo contendo melaco diluido com dgua destilada (F3)
apresentou pH inicial de 5,50 e, ao término da fermentag¢do, o pH mensurado
para esse tratamento foi de 4,95. Para a fermentacdo contendo melaco diluido
com fase liquida da polpa de café (F4), os pHs verificados foram de 5,02
(inicial) e de 4,70 (final). Para tais tratamentos, os resultados estatisticos
apontaram diferencas entre os tipos de fermentacio (ANOVA, Tabela 10A),
sendo a maior média encontrada na fermentacdo F3.

Limting, Sringiew e Yongmanitchai (2007) estudaram o efeito de
diferentes pH iniciais (variando de 4,0 a 5,5) na producdo de etanol por
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042, utilizando caldo de cana, diluido a 18
°Brix e a 37 °C e obtiveram maior producio de etanol (87 gL"') com o pH
inicial de 5,0, que é extremamente préximo aos verificados nos meios que foram
diluidos com fase liquida da polpa de café (F2 e F4).

Nota-se o tamponamento realizado pela fase liquida da polpa de café,

que culmina em menor diferenca (entre o valor inicial e final) dos dados
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referentes aos meios com adi¢do desse material (F2 e F4) em comparacio aos

meios sem adicao desse residuo (Figuras 4A e 4B). Dessa maneira, o uso de fase

liquida da polpa de café na produgdo de etanol minimizaria os gastos com o0s

reagentes e a mao-de-obra necessdrios a corre¢ao do pH.
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Figura 4 Variacdao do pH ao longo do tempo de fermenta¢do em meios contendo (A)
caldo de cana diluido com dgua destilada (F1) e diluido com fase liquida da
polpa de café (F2) e (B) melaco de cana diluido com dgua destilada (F3) e
diluido com fase liquida da polpa de café (F4) por Kluyveromyces marxianus

CCT 4086
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Na Figura 5 estd ilustrada a pequena diferenga existente entre o pH
inicial (4,26) e o pH final (4,15), durante a fermentagdo realizada em meio
contendo apenas a fase liquida de polpa de café como fonte de carboidrato,
demonstrando, mais uma vez, o potencial tamponamento exercido por esse
residuo.

Os meios fermentativos foram investigados quanto a presenca dos
acidos citrico, malico, tartdrico, oxalico, succinico, férmico, acético, propionico,
isobutirico e butirico. Dentre estes, foi detectada a presenca de apenas quatro

deles (em todos os meios), a saber: citrico, succinico, malico e oxalico.
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Figura 5 Variagdo do pH ao longo do tempo de fermentagdo por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086, em meio contendo fase liquida da polpa de café
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Quando os resultados de concentracdo dos 4cidos madlico e oxdlico
referentes aos meios contendo caldo de cana-de-agicar, diluido com dgua
destilada (F1) ou com fase liquida da polpa de café (F2), foram submetidos a
andlise de variancia, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tipos
de tratamentos (F1 e F2), indicando que a presenca desses dcidos nos meios
deriva da matéria-prima empregada para a composi¢do dos mesmos, nao sendo
produzidos pela Kluyveromyces marxianus CCT 4086, nas condicdes
empregadas. Os valores médios observados de dcido malico e de 4dcido oxdlico
foram de 1,01 g de 4cido malico.L” para F1; 1,10 g de dcido mélico.L"' para F2;
2,87 g de 4cido oxalico.L”" para F1 e 2,57 g de 4cido oxalico. L' para F2.

As mesmas observacdes estatisticas relatadas anteriormente foram
constatadas nos meios contendo melaco de cana-de-aguicar diluido com 4gua
destilada ou com fase liquida da polpa de café, encontrando-se os teores de 3,85
g de 4cido malico.L" para F3; 3,67 g de 4cido malico.L" para F4; 529 g de
4cido oxdlico.L”" para F3 e 5,45 g de 4cido oxdlico. L' para F4.

Os teores de dcido citrico e 4cido succinico aumentaram ao longo do
tempo de fermentag@o, em todos os processos, conforme se observa nas Figuras
6 e 7, indicando producgdo desses dcidos. O dcido succinico ndo foi detectado no
inicio do experimento, apontando que ele ndo faz parte da composicdo dos
substratos utilizados na elaborac¢do dos meios de cultura

Os teores finais de dcido citrico observados para as fermentagdes F1,
F2, F3, F4 e F5 foram de 1,26; 1,22; 0,57; 0,83 e 0,25 g de 4cido citrico.L" e de
0,36; 0,49; 1,13; 1 ¢ 1,03 g de 4cido succinico.L, respectivamente.

O tamponamento dos meios contendo fase liquida da polpa de café ndo
pode ser atribuido a presenca dos dcidos detectados, uma vez que ndo foram
constatadas diferencas estatisticas entre os meios contendo ou nao fase liquida.

Dessa maneira, deve-se investigar a presenga de outros &cidos

or, gﬁl’liCOS ou compostos com natureza tamponante.
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Figura 6 Varia¢@o dos teores dos dcidos organicos citrico e succinico produzidos por
Kluyveromyces marxianus CCT 4086, utilizando-se (A) caldo de cana-de-
acucar diluido com dgua (F1) ou com fase liquida da polpa de café (F2) e (B)
melaco de cana-de-agicar diluido com dgua (F3) ou com fase liquida da polpa
de café (F4).
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Figura 7 Variagdo dos teores dos dcidos organicos produzidos por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086, utilizando-se fase liquida da polpa de café

A produgdo de dcido citrico e 4acido succinico obtida na presente
pesquisa indica uma possivel aplicabilidade da fermentacdo da fase liquida da
polpa de café utilizando Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

Silva et al. (2012) utilizaram a levedura Kluveromyces marxianus URM
4404 para a producdo de acido citrico em diferentes substratos e observaram que
o residuo de acerola foi o principal deles, atingindo-se uma produgdo de 4,1 g
de dcido citrico/L. Faga et al. (2010) relataram produc¢do de dcido succinico por
Kluyveromyces marxianus IMBS5, utilizando residuos de grama switchgrass,
obtendo 0,6 g.."', ap6s 72 horas de fermentaco.

Lukondeh e Ashbolt, Rogers (2005) avaliaram a producdo de 4cidos
organicos por Kluyveromyces marxianus FII 510700 cultivada em meio
contendo lactose como fonte de carboidrato e verificaram baixas concentracdes
de 4cidos organicos, tais como piravico (0,03 g.L’l), malico (0,01 g.L’l), citrico,

acético, propidnico e fumdrico (todos em concentracdes abaixo de 0,01 g.L™).
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Esses autores ressaltam que a producdo de dcidos orgédnicos € um evento natural

durante o crescimento de leveduras.

3.2.3 Contagem total de células e viabilidade celular

Os resultados das contagens de células totais para os meios contendo
caldo de cana diluido com 4gua destilada (F1) e diluido com fase liquida da
polpa de café (F2) estdo ilustrados na Figura 8, por meio da qual é possivel
observar a semelhanca do nimero de células totais de ambos os tratamentos, o
que ocasiona a sobreposi¢do dos dados na figura. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os dois tipos de fermentacdo, o que incita a ideia de que a fase
liquida da polpa de café ndo influencia tanto o niimero de células como a
viabilidade das mesmas (ANOVA Tabela 11A).

A fermentacdo F1 iniciou-se com 5,8 x 107 células.mL’ e, ap6s 72
horas, o nimero de células observado foi de 4,37 x 10° células.mL’'. As
porcentagens de células vidveis no inicio e no final do processo foram de
90,30% e 89,61%, respectivamente. Para a fermentagdo F2, 5,7 x 10’
células.mL™" foram contadas no inicio da fermentacio e 4,41 x 10® células.mL
estavam presentes ao final da fermentacdo, das quais 89,61% eram células

viaveis no inicio e 84,44% eram células viaveis no final.
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Figura 8 Variacdo da concentrag@o de células totais ao longo do tempo de fermentacio
em meios contendo caldo de cana diluido com dgua destilada (F1) e diluido
com fase liquida da polpa de café (F2) por Kluyveromyces marxianus CCT
4086

Comportamento semelhante ao observado para F1 e F2 foi notado para
os meios contendo melago de cana diluido com 4gua destilada (F3) e diluido
com fase liquida da polpa de café (F4), conforme ilustrado na Figura 9 (ANOVA
Tabela 12A). As fermentacdes F3 e F4 apresentaram, respectivamente, 5,2 x 10
células.mL" e 5,4 x 10’ células.mL™", no inicio das fermentagdes e, ao término,
foram verificadas 4,31 x 10°células.mL”, para F3 e 4,32 x 10® células.mL’ para
F4. As viabilidades das células iniciais e finais para F3 foram de 88,46% e
84,94%, respectivamente e, para F4, 88,34% de células vidveis estavam
presentes no inicio da fermentacdo e, ap6s 120 horas, a porcentagem de células

viaveis foi de 84,92%.
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Figura 9 Variag¢@o da concentragdo de células totais ao longo do tempo de fermentacdo
em meios contendo melaco de cana diluido com 4gua destilada (F3) e diluido
com fase liquida da polpa de café (F4) por Kluyveromyces marxianus CCT

4086

Na Figura 10 estd ilustrada a variacdo do ndmero de células ao longo do
tempo de fermentacdo para o meio contendo apenas fase liquida da polpa de café
(F5). Nota-se o menor nimero de células ao final da fermentagdo, em
comparacio aos demais processos fermentativos (F1, F2, F3 e F4), o que ocorre
devido a menor concentracio de substrato para o desenvolvimento do
microrganismo. A fermentagcdo iniciou-se com 5,5 x 107 células/mL de meio,
sendo 94,47% de células viadveis e, ao final da fermentacdo, observaram-se 2,69

x10° células.mL"', das quais 86,83% eram vidveis.
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Figura 10 Variacdo da concentragdo e viabilidade celular ao longo do tempo de
fermenta¢do por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, em meio contendo
fase liquida da polpa de café

Oda et al. (2010) correlacionaram a viabilidade celular de
Kluyveromyces marxianus com a quantidade de etanol produzida e constataram
que a viabilidade celular reduziu drasticamente com o acimulo de etanol no
meio, sendo vidvel até a concentracdo de etanol em torno de 90g.L"'. Conforme
serd discutido nos itens posteriores, a quantidade de etanol produzida foi inferior
a90g.L"', observando-se alta viabilidade durante todo o processo.

Em todos os processos fermentativos (F1, F2, F3, F4 e F5), pode-se
perceber que, durante o ciclo de crescimento da Kluyveromyces marxianus CCT
4086, essa levedura ndo entrou na fase de declinio, quando a presenca de
produtos téxicos presentes no meio pode causar a morte celular. Dessa maneira,
o processo fermentativo parece ter sido encerrado pelo esgotamento do
substrato, o que indica que novas estratégias de alimentacdo do processo
poderiam proporcionar maior produgdo de etanol.

Por meio da contagem de células em placas foi constado um aumento na

concentracdo celular (UFC.mL™"), para todos os tratamentos, em relagdo ao
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tempo inicial e final de cada processo fermentativo, conforme mostrado pelos
dados da Tabela 5 e da Tabela 13A. Este aumento foi superior ao relatado por
Oda et al. (2010), que observaram aumento de 3 x 10* UFC.mL" para 5 x 10®
UFC/mL, em 24 horas.

Em todos os tipos de fermentacdo estudados, a viabilidade celular no
final do processo fermentativo foi préxima da viabilidade do inicio do
tratamento. As contagens totais nos tempos iniciais foram estatisticamente
semelhantes as contagens finais. O exposto anteriormente corrobora o
pensamento de que a fase liquida da polpa de café nao provoca interferéncias no
processo de crescimento da levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086,

podendo ser empregada como diluente em meios de fermentacao.

Tabela 5 Contagem de células em placa (UFC.mL™") para o tempo inicial e
tempo final de cada fermentacdo.

Tempo! Fl1 F2 F3 F4 F5
(UFC.mL") (UFC.mL") (UFC.mL') (UFC.mL"') (UFC.mL™)

Inicial 4,67x10"° 3,67x107° 3,33x107° 3,00x107° 3,67x107°
Final 3,97x10%* 3,37x10%* 3,17x10%? 3,87x10%* 1,13x10%%

CV (%) 15,7

I Tempo inicial: corresponde a 0 hora de fermentacdo para todos os tratamentos; tempo
final corresponde a 72 horas para F1 e F2; 120 horas para F3 e F4 e 60 horas para F5.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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3.2.4 Producio de etanol e parametros fermentativos

A cinética de producdo de etanol nos meios contendo caldo de cana

diluido com 4gua destilada (F1) e diluido com fase liquida da polpa de café (F2)

pode ser visualizada pela Figura 11. Ndo foi observada diferenca estatistica entre

esses dois tipos de fermentacdo, quanto a producdo de etanol (ANOVA Tabela

14A). As médias de etanol observadas

apods 72 horas de fermentagdo foram de

37,18 gL', para F1 e 38,59 g.L"!, para F2.

45
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354 .
T34 0 T
=
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S 20 —@— F1 (caldo de cana diluido com
é 15 agua destilada)
10 --£¥--F2 (caldo de cana diluido com
5 fase liquida da polpa de café)
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0 12 24 36 48 60
Tempo de fermentagao (hora)
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Figura 11 Producdo de etanol, por Kluyveromyces marxianus, em meios contendo caldo
de cana-de-actucar diluido com dgua destilada (F1) e diluido com fase liquida

da polpa de café (F2)
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Os dados disponiveis na literatura sobre a produ¢@o de etanol a partir
de sacarose por Kluyveromyces marxianus CCT 4086 sdo bastante escassos,
embora essa levedura seja caracterizada como produtora de etanol a partir de
glicose, pela Fundagdo André Tosello. Por ser produtor de B-galactosidase, este
microrganismo vem sendo amplamente empregado na producdo de etanol a
partir de lactose (ODA et al., 2010).

Oda et al. (2010) utilizaram soro de queijo coalho como diluente para o
viscoso suco de beterraba, visando a producdo de etanol por Kluyveromyces
marxianus KD45, a temperatura de 30 °C. Em condi¢des otimizadas (sendo elas
concentragdo inicial de 200 gL de acticares redutores totais e 72 horas de
fermentacdo), os autores obtiveram concentragdo final de etanol de 102 gL' e
rendimento de 92,9%, valores superiores aos da presente pesquisa. Nos trabalhos
de Bruscato et al. (2011), o uso de 100 gL' de sacarose proporcionou a
producio médxima de etanol de 33 g.L”, apés 76 horas, por Kluyveromyces
marxianus E45, resultado que se aproxima dos encontrados neste trabalho, ap6s
60 horas de fermentacao.

O comportamento da producdo de etanol nos meios contendo melaco
diluido com dgua (F3) e diluido com fase liquida da polpa de café (F4) pode ser
visto pela cinética representada na Figura 12, na qual € possivel notar a
semelhanca na producdo de etanol entre os dois tratamentos. Os resultados
estatisticos (ANOVA Tabela 15A), corroborando o que foi exposto
anteriormente, ndo apontaram a existéncia de diferencas entre os dois tipos de
fermentacao, indicando que, ao ser usado como fonte de carboidrato o melaco de
cana-de-agucar, a fase liquida da polpa de café pode ser utilizado como diluente,

sem que ocorram prejuizos na producio de etanol.
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Figura 12 Producdo de etanol, por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, em meios
contendo melaco de cana-de-agucar diluido com dgua destilada (F3) e diluido
com fase liquida da polpa de café (F4)

No tempo 120 horas de fermentacdo, foram observadas as concentragcdes
de etanol iguais a 27,51 g.L'!, para F3 (meio contendo melaco diluido com dgua)
e 26,80 g.L'', para F4 (meio contendo melaco diluido com fase liquida da polpa
de café).

Em estudos de Gough et al. (1997), melagos de cana-de-agicar de
diferentes origens foram utilizados e foi detectada ampla variacdo na quantidade
de etanol produzido. Foi sugerido que a reduzida producdo de etanol seria
resultante da presenca de componentes inibitérios em alguns preparativos de
melacgo. Aziz et al. (2011), estudando diferentes fontes de carboidrato (glicose,
sacarose ou melaco), em diferentes concentracdes (100, 120, 150 ou 170 g.L'™"),
na producdo de etanol por Kluyveromyces marxianus, obtiveram a concentragao
méxima de 75 g.L"! de etanol em meio contendo 150 g.L'' de melaco, pH de 5,5 e
temperaturas na faixa de 40 a 45 °C. As diferencas relatadas podem ser oriundas
das diferentes cepas de levedura utilizadas, além da composicio do melago

adicionado ao meio de cultura.
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Com relacdo a produgdo de etanol no meio composto por fase liquida de
café observou-se que a concentragdo mdxima de etanol produzido foi detectada
no tempo 60 horas, sendo de 9,80 gL', que é menor do que os demais
tratamentos, devido ao menor teor de acucares redutores totais (Figura 3).
Todavia, evidencia a possibilidade de obtengdo de etanol a partir da fase liquida
da polpa de café. Esses valores mais baixos de etanol podem ser aproveitados
para a elaborag¢do de uma bebida fermentada a partir da fase liquida da polpa de
café, proporcionando a obten¢do de um novo produto. Entretanto, ndo foram
realizadas andlises na fase liquida da polpa de café quanto a presenca de
substincias téxicas ao ser humano, como as ocratoxinas, por exemplo, sendo
importante considerar o aspecto microbioldgico e toxicoldgico desse residuo,
antes de aplicd-lo na elaboracio de um alimento. Recomenda-se uma
investigacdo aprofundada de todos os componentes da fase liquida da polpa de

café, antes de iniciar um processo de obten¢do de um produto para fins

alimenticios, para se ter um alimento seguro.
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Figura 13 Produgdo de etanol, por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, em meio
contendo fase liquida da polpa de café
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Na Tabela 6 estdo sumarizados os valores médios e os desvios padrdes
dos parametros fator de conversdo do substrato em etanol (Yp/s), eficiéncia
fermentativa (Ey), produtividade em etanol (Q,) e conversdao do substrato em
células (Yx/s). Os resumos das ANOV As encontram-se sumarizados nas Tabelas

16A a 18A.

Tabela 6 Valores médios para o fator de conversio do substrato em etanol
(Yp/s), eficiéncia fermentativa (Ef), produtividade em etanol (Qp),
fator de conversao do substrato em células (Yx/s), dos processos

fermentativos.
Yp/s E, Qp Yx/s
Tratamento* g etanol. g %) gEtOH/(L.h) g células.g
ART" substrato™’
F1 0,24+0,02" 4741+4,03°  0,52+0,04*  0,0628+0,004°
F2 0,26+0,02" 51,29+3,92°  0,56+0,01*  0,0632+0,010"
F3 0,18+0,02° 34,82+3.81°  0,23+0,05°  0,0576+0,001°
F4 0,19+0,01°  36,91+1,89°  0,22+0,02°  0,0555+0,020"
F5 0,20+0,05™ 38,66+8,92  0,16+0,03°  0,0457+0,007°
CcvV 10,86 12,53 8,15 16,21

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

*F1: meio contendo caldo de cana diluido com dgua destilada; F2: meio contendo caldo
de cana diluido com fase liquida da polpa de café; F3: meio contendo melago de cana
diluido com dgua destilada; F4: meio contendo melaco de cana diluido com fase liquida
da polpa de café; F5: meio contendo fase liquida da polpa de café.
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Os fatores de conversdo de substrato em etanol (Yp/s) dos tratamentos
contendo caldo de cana apresentaram médias semelhantes e superiores as dos
tratamentos contendo melaco. O tratamento contendo apenas café apresentou
fator de conversdo do substrato em etanol com médias estatisticamente
semelhantes as do tratamento contendo caldo de cana diluido com dgua destilada
e dos tratamentos contendo melaco de cana (menores médias observadas).

O valor maximo do fator de conversdao do substrato em etanol é de
0,511, estando os valores encontrados nesta pesquisa bastante abaixo deste.
Costa (2011), ao estudar a producdo de etanol por Kluyveromyces marxianus
CCT 4086 em meio contendo uma concentracio de glicose inicial de 47,81 g.L",
concentracdo de inéculo com densidade 6tica de 0,1 e 37 °C, obteve fatores de
conversdo do substrato em etanol inferiores ao encontrado nesta pesquisa, da
ordem de 0,13. Quando o pesquisador aumentou a concentracdo do inéculo para
densidade 6tica de 2, o fator de conversdo observado foi de 0,39, o que inspira a
pesquisa de diferentes propor¢des de indculo na producdo de etanol a partir de
Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

Comparando-se os tratamentos quanto a eficiéncia fermentativa,
verifica-se que os meios contendo caldo de cana-de-aguicar apresentaram médias
estatisticamente superiores a dos meios contendo melaco de cana-de-agicar. A
presenca de metais pesados em melago causa problemas durante a fermentagao,
como inibi¢ao do crescimento microbiano e influencia o pH do substrato, o que
acarreta inibicdo das enzimas relacionadas a biossintese de diversos produtos
(ROUKAS, 1998).

Os meios contendo caldo de cana-de-acticar apresentaram maiores
produtividades em etanol, quando comparados aos meios contendo melaco de
cana-de-aguicar. Os meios contendo apenas fase liquida de polpa de café ou

contendo melago (diluido com dgua destilada ou com fase liquida da polpa de
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café) apresentaram médias estatisticamente semelhantes e inferiores as dos
demais tratamentos, sendo os menos produtivos.

Os meios contendo caldo de cana apresentaram médias de eficiéncia e
de produtividade em etanol préximas as relatadas por Limiting, Sringiew e
Yongmanitchai (2007), que obtiveram 57,8 gL' de etanol, apés 96 horas de
fermentacdo por Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042, em pH de 4,5,
obtendo produtividade de 0,60 g.(L.h)' e rendimento de 51,5%, em meio
contendo 180 gL' de agciicares redutores totais de caldo de cana diluido.
Entretanto, ao otimizarem as condi¢des para pH 5,0, 220 gL' de actcares
redutores totais encontraram produtividade de 1,45 g.(L.h)" e rendimento de
77,5%, obtendo concentracdo de etanol de 87,0 g.L'l.

Bellaver et al. (2004), ao estudarem a baixa tendéncia de Kluyveromyces
marxianus CBS 6556 em formar etanol, sugeriram que isso ocorre em virtude da
falta de capacidade desta levedura de manter o fluxo glicolitico constante em
decorréncia da dispersdo do fluxo de carbono para a biossintese de carboidratos
ou para a rota da pentose fosfato.

Nao houve diferencas entre os tratamentos quanto a conversdo de
subtrato (agucares totais) em biomassa. A espécie Kluyveromyces marxianus
apresenta alta capacidade de conversdo de substrato em biomassa (BELLAVER

et al., 2004).

3.3 Producao de poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus CCT 4086
utilizando fase liquida da polpa de café: planejamento fatorial
fracionado 2**

Os resultados referentes a cada um dos ensaios decorrentes da utilizagao
do planejamento fatorial fracionado 2*', almejando verificar os efeitos dos

niveis da concentracio de pectina, da concentracio de inéculo, da concentragio
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de fase liquida da polpa de café e da temperatura sobre a produgdo de

poligalacturonase, estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 Atividade de poligalacturonase (PG) e concentracdo de protefnas no
extrato enzimdtico bruto referente aos tratamentos do planejamento
fatorial fracionado 2*".

Ensaio [Pectina] [Inéculo] [Fase liquida Temperatura PG Proteinas PG

(g/100mL)  (mL/100mL) da polpa de °C) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)

café]
(mL/100mL)

1 0 5 0 25 0,6215 0,0588 10,5976
2 1 5 0 45 0,2846 0,0792 3,5704
3 0 15 0 45 0,3425 0,0858 4,1007
4 15 0 25 0,6438 0,0609 10,1303
5 0 5 70 45 0,1285 0,0519 24647
6 1 5 70 25 0,6908 0,0498 13,7655
7 0 15 70 25 0,7127 0,0678 10,6209
8 1 15 70 45 0,1576 0,0681 2,2958
9 0,5 10 35 35 0,5409 0,0523 10,2378
10 0,5 10 35 35 0,5364 0,0592 9,0622
11 0,5 10 35 35 0,5387 0,0558 9,6500

Nao foram detectadas atividades para as enzimas pectina liase e
pectinametilesterase, corroborando os resultados de Schwan, Cooper e Wheals
(1997), que verificaram que a Kluyveromyces marxianus, nas condicdes
testatadas em seus experimentos nao secretou outra enzima pectinolitica no
meio de cultura além de poligalactoronase, o que torna mais facil a obten¢do
dessa enzima purificada.

De acordo com as condi¢des experimentais do planejamento fatorial
fracionado (Tabela 8), foram calculados os efeitos de cada uma das variaveis

sobre a producgdo de poligalacturonase, os quais s@o apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 Efeito da concentracdo de pectina, da concentragdo de indculo, da
concentracio de fase liquida da polpa de café e da temperatura, sobre a
producdo de poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus.

Varidvel independente Efeito p-valor
[Pectina] +0,4945 NS 0,7312
[Inéculo] -0,8126 NS 0,5758

[Fase liquida da polpa +0,1870 NS 0,8962
de café]

Temperatura -8,1704 0,0010

O uso de colchetes simboliza concentragdo. NS = ndo significativo, a 10% de
probabilidade.

Os efeitos listados na Tabela 8 evidenciam o quanto cada varidvel afeta
a produgdo da poligalacturonase. Dentre as quatro varidveis estudadas, a tnica
que apresentou diferenca estatistica (p<0,10) na producdo de poligalacturonase
foi a temperatura, sendo esse efeito negativo, o que indica que o aumento nessa
variavel (de 25 °C para 45 °C) diminuiu a produgdo de tal enzima pela levedura
Kluyveromyces marxianus. Por esse motivo, os niveis de estudo dessa varidvel
foram deslocados para niveis inferiores (de 20 °C para 30 °C) no planejamento
seguinte. O tamanho do inéculo também nao influenciou a producio da enzima,
sendo utilizada, no préximo delineamento, a menor concentracdo (5 mL/100
mL).

Alguns microrganismos tém a capacidade de produzir enzimas
poligalacturonase constitutivamente, ndo exigindo a presenca de uma substincia
péctica no meio de crescimento para a secrecdo da enzima e outros necessitam
de inducgdo, ou seja, necessitam de substancias pécticas presentes no meio de
cultura onde estd crescendo. Embora os microrganismos que secretam

poligalacturonase constitutiva no meio de cultura ndo necessitem de inducio, a
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producdo dessa enzima pode ser aumentada na presencga de indutores (Rexova-
Benkova e Marcovick, 1976).

Os resultados do ensaio fatorial fracionado ndo apontaram significancia
estatistica para o efeito da concentragdo de pectina no meio de cultura para a
producdo de poligalaturonase por Kluyveromyces marxianus CCT, indicando
que a presenga de pectina ndao induziu a producdo de poligalacturonase, sendo
essa producdo constitutiva. Optou-se, dessa maneira, pela ndo utilizacdo da
pectina no meio de cultura, uma vez que a sua presenga aumenta a viscosidade
do meio, dificultando a transferéncia de massa e energia. Schwan e Rose (1994)
reportaram que nao houve aumento significativo no crescimento ou na secre¢ao
da poligalacturonase quando pectina, dcido péctico ou poligalacturénico foram
adicionados ao meio contendo 1% (m/v) de glicose, pela Kluyveromyces
marxianus CCT 3172.

Como a proposta deste trabalho € o reaproveitamento da fase liquida da
polpa de café no meio de cultura, optou-se por inseri-lo no delineamento

seguinte, aumentando-se a concentragdo utilizada (de 70% a 90% v/v).

3.3.1 Otimizacao da producao de poligalacturonase por Kluyveromyces
marxianus CCT 4086

Na Tabela 9 estdo apresentadas a matriz do delineamento composto
central rotacional e as respostas obtidas (atividades de poligalacturonase e os
teores de proteinas), referentes a cada ensaio. E possivel observar diferencas na

producdo enzimdtica com as alteragdes nas condi¢des de cultivo.
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Tabela 9 Matriz do delineamento composto central rotacional e respostas da
atividade de poligalacturonase e proteinas.

Ensaio [Fase liquida [(NHy)2SOq4] Temperatura PG Proteinas PG
da polpa de (g/L) °C) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
café]

(mL/100mL)
1 85,946 0,797 27,973 0,5744 0,0561 10,2447
2 85,946 0,797 22,027 0,5911 0,0619 9,4369
3 85,946 0,203 22,027 0,6073 0,0833 7,2962
4 85,946 0,203 27,973 0,5729 0,0639 8,9665
5 74,054 0,203 22,027 0,6492 0,0949 6,8418
6 74,054 0,203 27,973 0,5605 0,0657 8,5294
7 74,054 0,797 22,027 0,5949 0,0515 11,5428
8 74,054 0,797 27,973 0,5798 0,0887 6,5386
9 80 0,5 30 0,5681 0,0626 9,0687
10 80 0,5 20 0,6797 0,0572 11,8789
11 80 1,0 25 1,089 0,0696 15,6604
12 80 0 25 0,9091 0,0740 12,2866
13 90 0,5 25 0,9455 0,0578 16,5157
14 70 0,5 25 1,0736 0,0714 13,2343
15 80 0,5 25 1,0078 0,0522 19,3212
16 80 0,5 25 0,9740 0,0516 18,8948
17 80 0,5 25 0,9714 0,0516 18,7336

De posse dos dados experimentais contidos na Tabela 9, determinaram-
se os coeficientes de regressdo (Tabela 10) e ajustou-se um modelo quadrdtico,
que relaciona a atividade enzimdtica com os parametros estudados. As varidveis
codificadas foram concentracdo de fase liquida da polpa de café (x1),
concentracdo de (NH4),SO, (x2) e temperatura (x3) e a varidvel resposta foi

atividade especifica de poligalacturonase.
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Tabela 10 Resultados dos coeficientes da equagdo para a atividade de
poligalacturonase produzida por Kluyveromyces marxianus CCT

4086.

Coeficiente p-valor

Meédia 19,2479 0,00
(1) [Extrato] (L) 0,5688 NS 0,4967
[Extrato] (Q) -2,3784 0,0296
(2)[(NH4),S0O,] (L) 0,8622 NS 0,3132
[(NHy),SO4 (Q) -2,6736 0,0183
(3)Temperatura(L) -0,4039NS 0,6264
Temperatura(Q) -3,9093 0,0029
1L x 2L 0,0838 NS 0,9379
1L x 3L 0,7288 NS 0,5048
2L x 3L -0,9388 NS 0,3953

* NS= ndo significativo, a 10% de probabilidade.
[Extrato]= [fase liquida da polpa de café]

O modelo descrito estd mostrado na Equacdo 6 e apresentou um
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,80, sendo que essa varidncia explicada
pelo modelo indica boa relag@o entre as atividades enzimadticas experimentais e

as previstas pelo mesmo.

PG = 19,25 + 0,57x, — 2,38x% + 0,82x, — (©6)
2,67 x3 — 0,40 x3 — 3,91 x2 + 0,08x;x, +
0,73 x1 x3 — 0,94 x,x5

Os resultados das andlises estatisticas para os dados experimentais da

atividade especifica (U.mg") de poligalacturonase (Tabela 11), analisados a 10%
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de probabilidade, demonstram que apenas os termos quadréticos das varidveis
concentracdo de fase liquida da polpa de café, concentracdo de sulfato de
amdnio e temperatura apresentaram significancia, nesse nivel de probabilidade.
Os efeitos negativos dessas varidveis indicam a existéncia de um ponto de
méximo (curvatura da pardbola para baixo) para a produgdo de poligalacturonase
por Kluyveromyces marxianuns CCT 4086.

A andlise de variancia para a atividade de poligalacturonase, produzida
por Kluyveromyces marxianus CCT 4086, estd sumarizada na Tabela 11, por
meio da qual nota-se que a regressdo apresentou significancia estatistica, a 10%
de probabilidade.

Os resultados sdo mais bem compreendidos ao se analisar as curvas de
contorno, elaboradas aplicando-se a Equagdo 6, as quais estdo ilustradas na
Figura 14. Na Figura 14A estd ilustrada a concentragcdo de fase liquida da polpa
de café versus concentracdo de (NH4),SO,, com a temperatura fixada no ponto
central (25 °C; x3=0); na Figura 14B, a concentracdo de fase liquida da polpa de
café versus temperatura, com a concentracdo de (NH,),SO, fixada no ponto
central (0,5 g/L, x2=0) e na Figura 14C, em que ¢ plotada a varidvel
concentracdo de (NH4),SO, versus temperatura, sendo a varidvel concentragdao
de fase liquida da polpa de café com seu valor fixado no ponto central

(80mL/100mL; x1=0).

Tabela 11 ANOVA para a atividade de poligalacturonase produzida por
Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

Fonte de SQ GL QM Fcalc P
variacao
Regressao 238,96 9 26,55 3,09 P<0,10
Residuos 60,18 7 8,60
Total 299,13 16

Flabelado, 10% ,9;7 = 2772
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Figura 14 Curvas de contorno para a atividade especifica de poligalacturonase produzida
por Kluyveromyces marxianus: (A) concentragdo de fase liquida da polpa de
café versus concentragdo de (NH,4),SO,, com a temperatura fixada no ponto
central (25 °C); (B) concentragdo de fase liquida da polpa de café versus
temperatura, com a concentracdo de (NH,),SO, fixada no ponto central (0,5
g.L") e (C) concentragdo de (NH4),SO, versus temperatura, sendo a varidvel
concentracdo de fase liquida da polpa de café com seu valor fixado no ponto
central (80mL/100mL)

Por meio das curvas de contorno (Figura 14), observa-se, dentro dos

intervalos estudados, que concentracdes de fase liquida da polpa de café entre 77
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e 85 mL/100mL, concentracdes de (NH,),SO, entre 0,352 e 0,649 g/L e
temperaturas entre 23,52 e 26,46 °C proporcionaram elevada producido de
poligalacturonase pela Kluyveromyces marxianus CCT 4086. Entretanto, em
todos os graficos da Figura 13 fica evidente que a condi¢do de cultivo que
resultou em mdxima producdo de poligalacturonase (aproximadamente 18
U/mg) foi no ponto central do delineamento, correspondente a concentracdo de
fase liquida da polpa de café de 80 mL/100 mL, a concentracdo de (NH4),SO,
igual a 0,5g.L"' e a temperatura de 25 °C.

Os diferentes métodos utilizados para a determinacio da atividade de
poligalaturonase, os diferentes microrganismos utilizados como fonte e os
diferentes arranjos experimentais levam a um vasto leque de atividades relatadas
na literatura.

A atividade da poligalacturonase pode ser quantificada por métodos
colorimétricos que dosam os acucares redutores liberados ou por métodos
viscosimétricos que mensuram a reducio da viscosidade da mistura reacional
(ALIMARDANI-THEIUL; GAINVORS-CLAISSE; DUCHIRON, 2011). Os
trabalhos mencionados a seguir foram utilizados para fins de comparacio, por
utilizarem a mesma metodologia que foi utilizada neste trabalho.

Teixeira, Lima-Filho e Duran (2000) estudaram diferentes fontes de
carbono para a producdo de pectinases por Aspergillus japonicus 586 e
encontraram, para a producdo de poligalacturonase (endo-PG), atividades
maximas em torno de 0,5 U.mL". Os valores maximos obtidos por esses autores
estdo préximos aos minimos obtidos na otimizacdo realizada na presente
pesquisa (Tabela 10), o que enaltece o uso de Kluyveromyces marxianus CCT

4086 para a produgdo de poligalacturonase.
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4 CONCLUSAO

O estudo da forma de obtencao da fase liquida da polpa de café permitiu
a selecdo do tratamento envolvendo trituragdo e prensagem a temperatura
ambiente como a melhor forma de extrac@o, por permitir a obtencdo de agicares
totais, semelhante aos teores dos demais tratamentos e menores concentracdes
de pectina e compostos fendlicos, quando comparado ao processo em
temperaturas elevadas (121 °C), os quais podem prejudicar o uso desse residuo
em processos fermentativos. A fase liquida da polpa de café foi um eficiente
diluente do caldo e do melaco de cana-de-aguicar, que pode ser utilizado como
potencial substituto da d4gua, uma vez que nao provocou inibi¢do do crescimento
e tampouco da viabilidade celular da Kluyvermoyces marxianus CCT 4086. A
producdo de etanol também ndo foi afetada pela presenca da fase liquida da
polpa de café nos meios de cultura, sendo o objetivo principal deste trabalho
alcancado com éxito. O pH dos meios em que esse residuo foi adicionado
apresentou menor variacdo, atribuindo-lhe uma caracteristica de tamponamento.

Além disso, otimizaram-se as condicdes de producdo de
poligalatcuronase pela levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086, obtendo-
se concentracdes enzimdticas (aproximadamente 18 U/mg) Stimas ao se utilizar
concentracdo de fase liquida da polpa de café de 80 mL/100 mL; concentragdo
de (NH,),SO, igual a 0,5 g.L"', temperatura de 25 °C, tempo de fermentagio de

48 horas, concentracdo de solidos soliveis de 12 °Brix e agitacao de 150 rpm.
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CAPITULO 3: PRE-TRATAMENTO ALCALINO E HIDROLISE
ENZIMATICA DA FASE SOLIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea arabica
L.) PARA A OBTENCAO DE ACUCARES FERMENTESCIVEIS

RESUMO

O uso de residuos lignocelulésicos para a produgdo de etanol, como a
polpa de café que é gerada pelo processamento por via timida dos frutos do
cafeeiro, ¢ uma alternativa economicamente e ecologicamente vidvel.
Entretanto, um dos maiores desafios para a producdo de etanol a partir de
materiais lignocelulésicos € obter uma maneira eficaz de se produzir glicose a
partir da hidrélise da celulose, para depois ser fermentada a etanol. A producao
de etanol utilizando residuos lignocelulésicos requer trés etapas: pré-tratamento
ou deslignificacdo, em que a retirada da lignina facilita o acesso das enzimas
hidroliticas ao seu substrato; hidrélise da celulose em glicose, realizada com o
uso de dcidos ou celulases e fermentacdo, na qual se empregam, normalmente,
leveduras. A etapa de pré-tratamento é¢ uma das mais importantes na obtencao de
etanol a partir de biomassa lignoceluldsica, uma vez que interfere na eficiéncia
das demais etapas. Dessa maneira, objetivou-se, com a presente pesquisa,
otimizar o pré-tratamento alcalino da fase sélida da polpa de café a quente (121
°C) e estudar o pré-tratamento alcalino a temperatura ambiente, almejando, em
ambos 0s casos, selecionar o tratamento que facilitasse a hidrélise enzimética da
celulose. Para a etapa de otimizacdo, utilizou-se um delineamento composto
central rotacional (DCCR), com as varidveis independentes da capacidade de
hidrdlise do material pré-tratado. Os resultados apontaram que o pré-tratamento
utilizando 4% de hidréxido de sédio, 0% de hidréxido de célcio e tempo de 25
minutos de pré-tratamento a 121 °C proporcionou os melhores resultados. No
estudo a temperatura ambiente (22 a 28 °C), foram testadas duas concentracdes
de NaOH, 4% e 28% m/v, ao longo de 30 dias de armazenamento, tendo como
varidveis respostas as mesmas analisadas no estudo a quente. A andlise dos
resultados indicou que o pré-tratamento com NaOH 4% m/v proporcionou bons
resultados para as varidveis analisadas ap6s 30 dias de armazenamento, o que
viabiliza o processo de pré-tratamento por ndo necessitar da etapa de
aquecimento.

Palavras-chave: Etanol. Fase s6lida da polpa de café. Pré-tratamento alcalino.
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ABSTRACT

The use of lignocellulosic residues, such as coffee pulp which is
generated by wet processing of the coffee berry, for ethanol production, is
economically and environmentally feasible alternative. However, a major
challenge for the production of ethanol from lignocellulosic materials is to
obtain an effective way of producing glucose from cellulose hydrolysis, to then
be fermented to ethanol. Ethanol production using lignocellulosic residues
requires three steps: pretreatment or oxygen delignification, where the removal
of lignin facilitates hydrolytic enzyme access to its substrate; hydrolysis of
cellulose to glucose, carried out with use of acids or cellulase and fermentation,
where yeasts are typically employs. The pretreatment step is one of the most
important in obtaining ethanol from lignocellulosic biomass since it interferes
with the efficiency of the other stages. Thus, the aim of the present research was
to optimize the alkali pretreatment of the hot coffee pulp solid phase (121° C)
and studying the alkaline pretreatment at ambient temperature, aiming in both
cases, to select the treatment that facilitates enzymatic hydrolysis of cellulose.
For the optimization step a central composite rotational design (CCRD) was
used, with the independent variables hydrolysis capacity of pre-treated material.
The results showed that pretreatment using 4% sodium hydroxide solution, 0%
calcium hydroxide and pretreatment time of 25 minutes at 121° C gave the best
results. In the study room temperature (22-28° C) two concentrations of NaOH:
4% and 28% w / v, were tested over 30 days of storage, having as response
variables, the same as those analyzed in the hot study. The results indicated that
the pretreatment with NaOH 4% w / v gave good results for the measured
variables after 30 days of storage, thus enabling the pretreatment not to require
the heating step.

Keywords: Ethanol. Solid phase of coffee pulp. Pre-alkali treatment.
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1 INTRODUCAO

A producdo de etanol, na atualidade, € conquistada utilizando-se
acucares simples (como a sacarose, obtida da cana-de-agicar no Brasil) ou
amido (obtido de grdos, como o milho nos Estados Unidos da América),
obtendo-se o etanol de primeira geracao (AGBOR et al., 2011), o que tem sido
amplamente debatido em termos da sustentabilidade do processo.

O uso de residuos na producdo de etanol € extremamente interessante,
por minimizar os impactos ambientais causados pelo descarte inadequado desses
residuos e agregar valor aos mesmos, em virtude da obten¢do de um produto de
elevado potencial econdmico.

Dessa maneira, a producdo de etanol a partir de biomassas
lignocelul6sicas seria uma alternativa vidvel, uma vez que tais matérias-primas
nao competem com a producdo de alimentos (como acontece com o milho e com
a cana-de-agucar) e sdo menos dispendiosas do que as matérias-primas agricolas
(ALVIRA et al., 2010).

O café, planta origindria da Etidpia, tem se destacado na agricultura
brasileira desde a época da escravidio, sendo um dos principais produtos
agricolas do Brasil e, especialmente, do estado de Minas Gerais. Durante o seu
beneficiamento por via imida, quando os cafés sdo descascados, despolpados ou
desmucilados, é gerado o residuo denominado polpa de café (PANDEY et al.,
2000), que contém, em base seca, 50% de carboidratos, dos quais 27,65%
correspondem a celulose, 12,40% de agucares redutores, 2,02% de aguicares ndo
redutores e 6,52% de substancias pécticas (BRESSANI, 1978). Embora seja
tradicionalmente empregada como fertilizante, como substituta em ra¢do animal
ou destinada a biocompostagem, a polpa de café apresenta grande potencial para

ser utilizada em bioprocessos (PANDEY et al., 2000).
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Apesar da diferente composicdo dos materiais lignoceluldsicos entre
uma espécie e outra, os componentes principais sdo, aproximadamente, 50% a
60% de carboidratos na forma de celulose e hemicelulose e entre 20% e 35% de
lignina (GALBE; ZACCHI, 2012). Para a conversio da biomassa
lignocelulésica em etanol sdo necessdrios, pelo menos, dois passos essenciais:
hidrélise da celulose para ser convertida em agucares fermentesciveis e
fermentacdo dos actcares em etanol. A hidrélise (também chamada de
sacarificacdo), normalmente, é realizada por celulases e a fermentagdo, por
leveduras ou bactérias (SUN; CHENG, 2002).

A biomassa lignoceluldsica € bastante resistente a hidrdlise enzimética
em virtude da forte associacdo entre os constituintes poliméricos (celulose,
hemicelulose e lignina) e devido a cristalinidade da celulose (PEDERSEN,
MEYER, 2010). O processo responsdvel por transformar qualquer biomassa
lignocelul6sica de sua forma nativa para uma forma que favoreca a hidrdlise
enzimdtica ¢ denominado pré-tratamento (LYND et al.,, 2002). Existem
diferentes tipos de pré-tratamentos, como fisicos, fisico-quimicos, quimicos,
bioldgicos, elétricos ou, ainda, uma combinacdo destes (ALVIRA et al., 2010;
GALBE; ZACCHI, 2012), cada qual dotado de vantagens e desvantagens.

Um dos principais tipos de pré-tratamentos € o quimico, realizado por
base (ou simplesmente pré-tratamento alcalino), particularmente por dissolver,
de forma muito eficiente, a lignina, além de remover grupos acetila e vdrios
substituintes dos dcidos urdnicos que diminuem a suceptibilidade da celulose e
hemicelulose a hidrdlise enzimatica (WAN; ZHOU; LI; 2011). Além de
aumentar a solubilizagdo da lignina, o tratamento alcalino ocasiona o inchaco da
celulose, aumentando a sua porosidade (NLEWEM; THARASH JR., 2010),
facilitando a hidrélise enzimdtica. Diversos tipos hidréxidos vém sendo
empregados no pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas, como hidréxido

de sédio, de potdssio e de amonia.
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Almejando a verificacdo de qudo eficiente € o pré-tratamento, faz-se
necessdria a avaliacdo da conversdo da celulose do material pré-tratado em
glicose. A transformacdo da celulose em glicose catalisada por celulases
(mistura de vérias enzimas celuloliticas) € um processo complexo que envolve a
atuagdo coordenada de trés celulases principais: exo-1,4-B-Dglucanases
(celobioidrolase), endo-1,4-B-Dglucanases (endoglucanase) e [3-1,4-glicosidases
(celobiase). As celobioidrolases atacam as extremidades da cadeia de celulose,
enquanto as endoglucanases hidrolisam as cadeias de celulose pelo meio e
reduzem o grau de polimerizacdo. A adi¢do de doses de B-1,4-glicosidase é
essencial por reduzir a inibicio proporcionada pela celobiose (GARCIA-
APARICIO et al., 2007; DYK; PLETSCHEKE, 2012). Mesmo que o
mecanismo ainda nio esteja totalmente elucidado, tem sido relatado que a
remocao de xilanas por xilanases melhora a digestio da celulose em decorréncia
da reducdo do revestimento de xilana (presentes na hemicelulose) e das ligacdes
com a celulose (KUMMAR; WYMAN, 2009).

A fim de aproveitar o potencial biotecnolégico da polpa de café,
objetivou-se, com a presente pesquisa, analisar o pré-tratamento alcalino da fase
sOlida da polpa de café, por meio da otimizacdo do pré-tratamento alcalino a
quente, com base no tipo de hidréxido a ser utilizado, NaOH e Ca(OH,), e
tempo de processo, bem como avaliar o pré-tratamento alcalino a temperatura
ambiente da fase sélida da polpa de café, utilizando NaOH em duas
concentragdes (4% e 28% m/v), almejando, em ambos os casos, selecionar o

tratamento que facilitasse a hidrélise enzimatica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima e obtencao da fase sélida da polpa de café

A polpa de café cereja (Coffea arabica L.), oriunda do beneficiamento
por via umida, foi cedida por produtores da regido rural de Lavras, MG. As
amostras foram transportadas (em saco plastico) ao Laboratério Central de
Andlises no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), onde foram congeladas e armazenadas em freezer, a -5+2 °C.
Para ser utilizado, o material foi descongelado e passou por um processo de
trituragdo em liquidificador industrial, seguido de prensagem em prensa
mecanica, almejando a retirada do excesso de dgua. A fracdo sélida recebeu a
denominacdo de fase sdlida da polpa de café, a qual foi utilizada nos

experimentos descritos nos proximos itens.

2.2 Analises quimicas e fisico-quimicas da fase sélida da polpa de café

A fase solida da polpa de café foi caracterizada quimica e fisico-
quimicamente quanto aos parametros potencial hidrogenidnico (pH), umidade,
extrato etéreo, proteina, cinzas, fibra bruta, celulose, hemicelulose, lignina e
extrativos. Todos os pardmetros foram analisados no Laboratério Central de

Andlises do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.
2.2.1 Potencial hidrogenionico (pH)
Foi mensurado pelo método potenciométrico. Para tanto, 5 g da fase

solida da polpa de café foram triturados em politron, com 50 mL de 4gua

destilada. Em seguida, mediu-se o pH da solug@o resultante.
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2.2.2 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com secagem em
estufa regulada a 65 °C, por 48 horas (tempo gasto para atingir o peso
constante), de acordo com metodologia proposta pela Association of Official
Analytical Chemists, AOAC (1990). Os resultados foram expressos em
porcentagem (% ou g de umidade/100 g de fase sélida da polpa de café).

2.2.3 Extrato etéreo

O teor de extrato etéreo da fase sélida da polpa de café foi determinado
pelo método de Soxhlet, utilizando-se éter etilico como solvente, conforme
metodologia descrita pela AOAC (1990), expressando-se os resultados em

porcentagem (% ou g de extrato etéreo/100 g de fase sélida da polpa de café).

2.2.4 Proteina bruta

Para a determinagcdo do contetido de proteina bruta presente na fase
sdlida da polpa de café, adotou-se o método microkejeldhal, utilizando-se o fator
de conversdo (de nitrogénio em proteina) igual a 6,25, de acordo a AOAC
(1990). Os resultados foram dados em porcentagem (% ou g de proteina

bruta/100 g de fase sélida da polpa de café).

2.2.5 Cinzas

O conteudo de cinzas, ou residuo mineral fixo, foi determinado pelo

método gravimétrico, baseado na determinacdo da perda de peso do material

submetido a aquecimento a 550 °C, como descrito EM AOAC (1990). Os
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resultados foram expressos em porcentagem (% ou g de cinzas/100 g de fase

s6lida da polpa de café).

2.2.6 Fibra bruta

O contetdo de fibra bruta foi extraida por hidrdlise dcida e quantificada
por gravimetria, de acordo com metodologia proposta por Kamer e Ginkel
(1952), com os resultados dados em porcentagem (% ou g de fibra bruta/100 g
de fase sélida da polpa de café).

2.2.7 Extrato nao nitrogenado

O extrato ndo nitrogenado foi determinado pela diferenca entre 100 e a
soma dos demais componentes centesimais: umidade, extrato etéreo, proteina

bruta, cinzas e fibra bruta, de acordo com a AOAC (1990).

2.2.8 Celulose, hemicelulose e lignina

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram determinados de
acordo com as metodologias propostas por Goering e Soest (1970), Silva (1998)
e Soest (1963). Inicialmente, analisaram-se os teores de fibra em detergente
acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) e lignina bruta. O teor de
celulose foi determinado de acordo com a equacgdo 1 e o teor de hemicelulose,

determinado de acordo com a equacgdo 2.

C (%) =FDA-L (1)

em que
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C(%) = porcentagem de celulose;
FDA = porcentagem de fibra em detergente dcido;

L= porcentagem de lignina.

HC (%) = FDN — FDA )

em que
HC(%) = porcentagem de hemicelulose;
FDN= porcentagem de fibra em detergente neutro;

FDA= porcentagem de fibra em detergente acido.

2.2.9 Extrativos

O teor de extrativos foi determinado de acordo com a norma NREL n°10
“Determination of Extractives in Biomass” (SLUITER et al., 2005). Para a etapa
de extracdo, utilizaram-se cartuchos de papel filtro para acomodagdo das
amostras. A extracdo foi realizada em extrator Soxhlet, utilizando-se etanol
como solvente. Os materiais presentes nos cartuchos apés a extracdo foram
secos em estufa e o teor de extrativos foi mensurado gravimetricamente, sendo

os resultados eXpressos em porcentagem.

2.3 Pré-tratamento alcalino a quente da fase sélida da polpa de café

Para a remocao da lignina e da hemicelulose da fase sélida da polpa de
café é necessdria a exposicdo das moléculas de celulose ao ataque enzimadtico,
para que, finalmente, ocorra a sua conversdo em agucar fermentescivel. Foram
utilizados diferentes tratamentos alcalinos com hidréxido de sédio e hidréxido

de cdlcio, realizando-se delineamento composto central rotacional (DCCR),
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avaliando-se trés varidveis independentes: concentragdo de NaOH (% m/v),
concentracdo de Ca(OH), (% m/v) e tempo do tratamento (min) e, como
varidveis respostas, teor remanescente de celulose (2.3.1), teor remanescente de
hemicelulose (2.3.1), teor remanescente de lignina (2.3.1), rendimento em massa
(2.3.2) e eficiéncia do pré-tratamento (2.3.3).

Esse experimento foi realizado juntamente com o trabalho de Menezes
(2012) e os resultados referentes a eficiéncia desses tratamentos encontram-se
discutidos no trabalho deste autor (para que ndo ocorresse publicacdo dos
mesmos dados, optou-se por exclui-los dessa tese), o qual selecionou o pré-
tratamento com NaOH a 4% m/v e o tempo de tratamento de 25 minutos em

autoclave (121 °C) como o de maior eficiéncia.

2.3.1 Determinacdo do teor remanescente de celulose, hemicelulose e
lignina apés os pré-tratamentos alcalinos

Os teores residuais ou remanescentes (aqueles que permaneceram na
biomassa apds pré-tratamento alcalino) de celulose, hemicelulose e lignina
foram quantificados de acordo com a equacdo (3). Os resultados foram

€Xpressos em porcentagem.

Wf
Rx(%) = W x100 (Equagio 3)

0
em que

Rx (%): percentual de celulose (RC), hemicelulose (RH) e lignina (RL);
Wo: quantidade, em massa (g), do constituinte na polpa de café seca;

W¢: quantidade, em massa (g), do constituinte na polpa de café pré-tratada seca.
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2.3.2 Obtencao do rendimento em massa

O rendimento em massa foi calculado utilizando-se a equagdo (4). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

M, ~
Rend = e x100 (Equag@o 4)

massa

i
em que

Rend,.. : rendimento, em massa, em base imida;

M massa final da fase sélida da polpa prensada apds pré-tratamento com
solucdo alcalina (g);

M;: massa inicial da fase sélida da polpa de café prensada (g).
2.3.3 Eficiéncia do pré-tratamento

A eficiéncia do pré-tratamento € uma varidvel que proporciona analisar
conjuntamente as quantidades remanescentes de celulose, lignina e
hemicelulose, sendo os melhores tratamentos aqueles que proporcionam maiores
quantidades de celulose e menores quantidades de hemicelulose e lignina

(MENEZES, 2012).

Ef =RC/ p + Ry )

2.4 Hidrolise enzimatica da fase sélida da polpa de café pré-tratada a
quente

Objetivando demonstrar melhores condi¢des de pré-tratamento alcalino

a quente que proporcionassem a maior conversdo da biomassa pré-tratada em
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actcares fermentesciveis, realizou-se um DCCR, em esquema de fatorial
completo 2*, com 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, resultando em
17 ensaios. Foram avaliadas 3 varidveis independentes, sendo concentracio de
NaOH (% m/v), concentracdo de Ca(OH), (% m/v) e tempo do tratamento
(min.), cujos valores codificados e reais encontram-se na Tabela 1, sendo a

temperatura do processo fixada em 121 °C e a pressdao em 1 atm.

Tabela 1 Niveis do planejamento experimental para otimiza¢do do pré-
tratamento alcalino a quente da fase sélida da polpa de café.

Varidvel -1,6818 -1 0 1 1,6818
[NaOH] (% m/v) 0 1,63 4 6,37 8
[Ca(OH),] (% m/v) 0 1,63 4 6,37 8
Tempo (min) 16,5 20 25 30 334

Para a elaboragdo dos 17 meios reacionais, foram utilizados erlenmeyers
de 1 L contendo 100 g de fase sélida da polpa de café e 500 mL da solucio
alcalina designada a cada ensaio, resultando na concentragdo de 20% m/v da
fase sélida da polpa de café. Em seguida, os meios referentes a cada ensaio
foram submetidos ao aquecimento, a 121 °C e pressdao de 1 atm em autoclave,
pelo tempo determinado no planejamento experimental.

Apds o término do aquecimento, a biomassa pré-tratada foi filtrada e,
em seguida, lavada com cerca de 1 L de 4dgua destilada quente (70 °C) para a
retirada de material superficialmente aderido a biomassa, como a lignina em
solucdo. Lavou-se a fase sélida da polpa de café pré-tratado com um volume de
5 L de dgua, volume esse necessdrio para que fosse atingido um pH neutro na

fase solida da polpa de café pré-tratada. Apds esses procedimentos, a fase sélida
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da polpa de café pré-tratado foi prensada para a retirada da dgua excedente. Os
residuos liquidos gerados em todas as etapas foram coletados em frascos
plasticos e armazenados em geladeira, a 10£3 °C.

Todos os pré-tratamentos realizados na fase sélida da polpa de café
(correspondentes ao planejamento fatorial contido na Tabela 1) foram
caracterizados quanto a facilidade de hidrélise enzimatica, medida em termos do
teor de agucares redutores totais, do percentual de glicose e da conversdao da
celulose em glicose, apds a acdo enzimatica. Para a andlise estatistica dos dados,
utilizou-se o software Statistica 8.0 (STATISTICA, 2008).

Para a hidrdlise enzimdtica foram utilizadas as enzimas celulase
(Celluclast 1.5L), B-glicosidase (NS 22118) e endoxilanase (NS 22083), cedidas
gentilmente pela Novozymes®, sendo adicionadas apés o pré-tratamento.

A atividade enzimdtica da celulase foi mensurada de acordo com a
metodologia de Ghose (1987), sendo expressa em unidades de papel filtro
(Whatman® n°l) por mL (FPU/mL). Para a determinagdo da atividade da p-
glicosidase utilizou-se a metodologia de Wood e Bhat (1988), empregando,
como substrato, uma solugdo de celobiose 15 mmol/L, sendo expressa em
unidades de celobiose por mL (CBU/mL). A atividade da xilanase foi realizada
de acordo com metodologia de Bailey, Biely e Poutanen (1992), utilizando,
como substrato, madeira de bétula (“birchwood” Sigma®) e os aciicares
liberados foram mensurados pelo método DNS (2.4.1), sendo os resultados
dados em U/mL (uma unidade de atividade de xilanase é a quantidade de
enzimas requerida para liberar 1 pmol de actucares redutores por minuto). Foram
encontradas as seguintes atividades enzimadticas: 69,25 FPU/mL, 288CBU/mL e
2438U/mL, para celulase, B-glicosidase e endoxilanase, respectivamente.

A etapa de hidrdlise procedeu-se em tampdo citrato (pH = 4,8),
temperatura de 50 °C e agitacdo de 150 rpm. O volume final de cada um dos 17

tratamentos (com 3 repeticdes de cada) foi de 40 mL para cada 10 g de fase
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s6lida da polpa de café pré-tratado e prensado. Utilizou-se a proporcdo de 10:1:5
(enzima/substrato) de celulase (2mL ou 13,82 FPU/g de substrato):-glicosidase
(0,2 mL ou 5,76 CBU/g de substrato):endoxilanase (I mL ou 243,8 U/g de
substrato), de acordo com Garcia-Aparicio et al. (2007). A faixa de celulase
utilizada estd dentro da relatada na literatura (de 7 a 33 FPU/g de substrato, de
acordo com Sun e Cheng, 2002).

2.4.1 Determinacio de aciicares redutores totais (ART)

As concentracdes de acucares redutores totais foram mensuradas
consoante metodologia do 4cido dinitrosalicilico (DNS), de acordo com Miller
(1959). Para tanto, foi construida uma curva padrdo de sacarose, relacionando a
absorbancia lida a 540 nm com as concentracdes de acticares redutores totais. Os

resultados foram expressos em g de ART.L™".

2.4.2 Quantificacao da glicose

As determinacdes dos contetidos de glicose nas amostras pré-tratadas e
hidrolisadas foram realizadas por meio do kit enzimitico GOD PAD
(Laborlab®). Para tanto, em tubos de ensaio de 10 mL, o contetido de 10 pL de
cada amostra foi acrescido de 1,0 mL do kit enzimatico GOD PAP e,
sequencialmente, incubado em banho termostatizado, a 30 °C, por 10 minutos. A
reacdo foi interrompida por diminui¢do abrupta da temperatura, utilizando-se
banho de gelo para paralisar a atividade enzimdtica. As amostras foram lidas em
espectrofotdmetro com comprimento de onda regulado a 500 nm. Os resultados
foram encontrados por meio da curva de calibragdo preparada com o uso do kit

enzimético e solugdo padrio de glicose, sendo expressos em g de glicose. L.
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2.4.3 Conversao da celulose do material pré-tratado em glicose apoés
hidrélise enzimatica

A convers@do da celulose do material pré-tratado em glicose apds
hidrélise enzimadtica foi calculada utilizando-se a equagdo 6, considerando-se

somente a celulose presente na fase sélida da polpa de café pré-tratado.

(G, -G, x09

Convcelulase(%) = x100 (6)

0

em que

G¢: concentracao de glicose ao final da hidrdlise enzimética (g de glicose/L de
meio apds a hidrélise);

Gy: concentracdo de glicose no branco (tratamento realizado sem as enzimas)
(g de glicose/L de meio);

Cy: concentracgdo de celulose no material pré-tratado (g de celulose/L meio a ser

hidrolisado).

2.5 Estudo do reuso da solucao alcalina no pré-tratamento da fase sélida da
polpa de café

Com o objetivo de minimizar os custos inerentes ao reagente utilizado
(NaOH) e diminuir a quantidade de efluente gerado, estudou-se o reuso da
solucdo alcalina de NaOH de concentracdo inicial de 4% m/v por 5 ciclos de
deslignificacao.

Para cada ciclo, foram preparados 4 erlemeyers de 1 L contendo 100 g
de fase sdlida da polpa de café. No primeiro ciclo, utilizaram-se 500 mL da
solucdo de 4% m/v de NaOH, em cada repeticdo. Em seguida, as solu¢des foram

submetidas a um aquecimento, a 121 °C e press@o de 1 atm em autoclave, pelo
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tempo de 25 minutos. Apds o término do aquecimento, a biomassa pré-tratada
foi filtrada e, em seguida, lavada com cerca de 1 L de 4gua destilada quente (70
°C) e com 5 L de dgua em temperatura ambiente. A fase sélida da polpa de café
pré-tratado foi prensada e caracterizada quanto ao rendimento em massa (2.3.2),
ao teor de umidade (2.2.2), ao teor remanescente de celulose (2.3.1), ao teor
remanescente de hemicelulose (2.3.1) e ao teor remanescente de lignina (2.3.1).
Apds a caracterizagdo, a biomassa pré-tratada foi submetida a hidrdlise
enzimdtica (2.4) e avaliada quanto a concentracdo de glicose (2.4.2) e a
conversdo de celulose em glicose (2.4.3). Os residuos liquidos gerados apds

primeira filtragem (ap6s o primeiro ciclo de pré-tratamento) foram utilizados no

ciclo seguinte e assim sucessivamente até o quinto ciclo.

2.5.1 Analises dos residuos liquidos gerados apés cada etapa de reuso

Os residuos liquidos gerados apés cada ciclo de reuso foram analisados

quanto a:

a) pH: método potenciométrico;

b) demanda quimica de oxigénio (DQO): digestdo por refluxo fechado e
leitura em espectrofotometria de acordo com as metodologias propostas
pelo Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, APHA, 1998), método
5220 D;

c) solidos totais (ST), método gravimétrico com secagem em estufa regulada a
105 °C, como descrito método 2540 B do Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998);

d) solidos totais fixos (STF) e sdlidos totais volateis (STV) pelo método 2540
E, descrito no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater

(APHA, 1998), sendo os STF determinados gravimetricamente por
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incineragdo em mufla, a 550 °C e os STV, pela diferenga entre os ST e os

STF.

2.6 Pré-tratamentos alcalinos a temperatura ambiente da fase solida da
polpa de café

Pensando na facilidade do procedimento e na economia da energia
dispensada a etapa de aquecimento em autoclave, procedeu-se ao estudo do
processo de pré-tratamento da fase soélida da polpa de café a temperatura
ambiente. Para tanto, foram utilizadas duas concentracdes de NaOH: 4% m/v
(usada nos experimentos anteriores) e 28% (conforme Ko et al.; 2009). Foram
estudados 4 tempos de tratamento: 5, 10, 20 e 30 dias. Os experimentos foram
realizados em erlenmeyers de 1 L, contendo, em cada um, 500 mL de solugdo
alcalina. Apds o tempo determinado, realizaram-se filtragem e lavagens (a
quente e a frio), como descrito nos procedimentos anteriores. A fase sélida da
polpa de café pré-tratada foi prensada e analisada quanto as varidveis
rendimento em massa (2.3.2), teor de umidade (2.2.2), teor remanescente de
lignina (2.3.1), teor remanescente de celulose (2.3.1) e teor remanescente de
hemicelulose (2.3.1). A biomassa pré-tratada foi hidrolisada enzimaticamente
(2.4) e avaliada quanto a concentragdo de glicose (2.4.2) e a conversdo de
celulose em glicose (2.4.3).

As temperaturas mdxima e minima ambiente foram mensuradas
diariamente por meio de um termometro de mdxima e minima (Alla France®).
As médias de temperaturas maximas e minimas observadas foram de 22 °C e 28

°C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao da polpa de café

Antes de iniciar os experimentos de deslignifica¢do e hidrélise da fase
sOlida da polpa de café, procedeu-se a caracterizacio da polpa de café, quanto ao
pH e a composic¢do centesimal, incluindo umidade, extrato etéreo, proteina bruta,
cinzas, fibra bruta e extrato nio nitrogenado (carboidratos). Da porcdo fibra,
quantificou-se o percentual de celulose, hemicelulose e lignina. Por tltimo,
foram dosados os extrativos presentes na matéria-prima. Os resultados estdo

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 Composi¢do da polpa de café.

Componente Base umida Base seca
pH 4,55
Umidade (%) 82,19 ---
Extrato etéreo (%) 0,58 3,26
Proteina bruta (%) 1,78 10,00
Cinzas (%) 1,41 7,90
Fibra bruta (%) 3,47 19,50
Extrato ndo nitrogenado (carboidratos) (%) 10,57 -
Celulose (%) 3,67 20,60
Hemicelulose (%) 3,06 17,20
Lignina (%) 2,76 15,50

Extrativos (%) - 27,50
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Os valores de extrato etéreo, proteina bruta e fibra bruta relatados por
Bressani (1978), ao analisar a polpa de café, foram muito préximos dos
observados na presente pesquisa, sendo de 2,5% de extrato etéreo, 10% de
proteina bruta e 19,5% de fibra bruta (em base seca). Os valores de celulose e
hemicelulose encontrados neste trabalho foram inferiores aos relatados por
Barcelos et al. (2002), que relataram 23,45% de hemicelulose e 36,77% de
celulose. O teor de lignina também se distanciou dos reportados por Salmones,
Mata e Waliszewski (2005), que encontraram 26% de lignina na polpa de café
seca. Essas diferencas incitam a ideia de variabilidade natural de composicio
quimica desta matéria-prima (MENEZES, 2012).

O teor de extrativos encontrado para a polpa de café ficou acima dos
citados na literatura para outras matérias-primas, demonstrando um elevado teor
de compostos soliveis em etanol. Nlewen e Tharash Jr. (2010) relataram o
percentual de 15% de extrativos para a grama switchgrass (Panicum virgatum
L.). Pelos resultados apresentados, pode-se perceber a variabilidade no teor de
extrativo nas diversas matérias-primas, em decorréncia das diferentes

composicoes.

3.2 Hidrdlise enzimatica da fase solida da polpa de café apoés alicacao dos
pré-tratamentos alcalinos

Como o objetivo principal do pré-tratamento realizado em materiais
lignocelulésicos € a retirada dos componentes que impedem o acesso das
enzimas hidroliticas (celulases) ao substrato (celulose), apds a aplicacdo dos pré-
tratamentos, foi realizada uma hidrélise padrao, contendo as enzimas celulase, 3
glicosidase e xilanase, visando a obtencdo de carboidratos fermentesciveis
(sobretudo a glicose). Verificou-se também quais condi¢des de pré-tratamentos

foram responsdveis por proporcionar maior conversao da celulose em glicose (o

que se traduz em melhor atividade enzimética).



164

Os teores de acucares redutores totais, glicose e conversdo de celulose
em glicose obtidos ap6és hidrdlise enzimdtica da fase sélida da polpa de café,
pré-tratado de diferentes formas (apds aplicacio do DCCR), encontram-se na
Tabela 3, assim como os resultados de dois tratamentos controles que foram
realizados (os quais ndo participaram do DCCR), o tratamento 18, que se refere
a hidrdlise da fase solida da polpa de café sem pré-tratamento e tratamento e o

19, no qual se utilizou 4gua em substituicio as solucdes alcalinas.

Tabela 3 Teores de agticares redutores totais, glicose e conversdo da celulose em
glicose da polpa de café pré-tratada, segundo planejamento fatorial
DCCR, acrescido de dois ensaios (18 e 19).

ART Glicose  Conversao*
Ensaio [NaOH] [Ca(OH),]  Tempo

(g/L) (g/L) (%)
1 +1 +1 +1 78,64 20,2 53,84
2 +1 +1 -1 26,81 16,78 37,74
3 +1 -1 -1 81,81 21,04 4733
4 +1 -1 +1 8143 22,57 56,11
5 -1 -1 -1 27,19 13,94 39,90
6 -1 -1 +1 24,03 15,53 39,55
7 -1 +1 -1 17,60 11,03 38,77
8 -1 +1 +1 9,07 12,1 4791
9 0 0 +1,6818 1467 12,72 42,66
10 0 0 -1,6818 1827 12,17 30,89
11 0 1,6818 0 7339 19,76 53,54
12 0 -1,6818 0 103,78 3041 69,11
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Tabela 3, continuacao

13 1,6818 0 0 91,41 28,39 63,24
14 -1,6818 0 0 14,45 9,26 37,35
15 0 0 0 31,00 19,98 45,98
16 0 0 0 34,34 20,21 45,69
17 0 0 0 34,90 19,46 44,33
18 20,14 4,98 18,42
19 20,82 5,03 17,21

*Conversdo da celulose em glicose.

Os baixos valores encontrados para todas as varidveis-respostas
analisadas para os tratamentos 18 e 19 mostram a necessidade do pré-tratamento
(neste caso alcalino) da fase sélida da polpa de café, a fim de disponibilizar a
celulose ao ataque enzimético, garantindo a producdo do seu mondmero glicose.

De posse dos resultados das  varidveis-respostas  obtidos
experimentalmente apds aplicacdo do DCCR, determinaram-se os coeficientes
de regressdo (cuja andlise estatistica encontra-se na Tabela 4) e ajustaram-se 0s
modelos dispostos na Tabela 5, por meio da qual se podem observar os elevados
valores dos coeficientes de determinacdo, mostrando que as varidveis-respostas
ajustaram-se muito bem aos modelos preditos. O quadro da andlise de variancia,
disponivel na Tabela 6, mostra a significancia da fonte de variacdo regressao

para ambos 0s casos.
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Tabela 4 Resultados dos coeficientes da equag@o sobre a concentracdo de glicose
(g.L'l) e conversdo da celulose em glicose (%) apds hidrdlise
enzimdtica da fase solida da polpa de café.

Glicose (g.LJ) Conversio da celulose em glicose (%)
Coeficiente p-valor Coeficiente p-valor
Meédia 20,017 0,000 45,628 0,000
(1)[NaOH] (L) 4,405 0,000 5,304 0,006
[NaOH] (Q) -0,834NS 0,283 0,739NS 0,640
(2)[Ca(OH)2] (L) -2,261 0,010 -2,256NS 0,144
[Ca(OH)2] (Q) 1,380NS 0,096 4,638 0,018
(3) Tempo (L) 0,625NS 0,369 3,915 0,025
Tempo (Q) -3,089 0,004 -4,041 0,032
1Lx2L -0,036NS 0,967 -2,386NS 0,225
1Lx3L 0,286NS 0,746 2,010NS 0,299
2Lx3L 0,171NS 0,846 2,099NS 0,280
R? (%) 92,7 88,5

NS: ndo significativo, a 5% de probabilidade.

Tabela 5 Modelos preditos e seus respectivos coeficientes de determinacio para
as varidveis-respostas concentracdo de glicose e conversao da celulose
em glicose.

Equacao Modelo predito R?

7 [Glicose] = 20,02 + 4,41x; — 0,83x2 — 2,26x, + 0,927
1,38x% + 0,63x5 — 3,09x% — 0,04x,x, +
0,29x1x3 + 0,17x,x3

8 Conversao da celulose em glicose = 46,63 + 0,885
10,61x; + 1,48x7 — 4,51x, + 9,28x3 + 7,34x3 —
8,08x§ - 4,77X1XZ + 4,02.X1X3 + 4,20xZX3

x;= concentracdo de NaOH, x, = concentra¢do de Ca(OH), e x;= tempo de tratamento.



167

Tabela 6 ANOVA para concentragdo de glicose e conversdo da celulose em

glicose.
Fonte de variacio SQ GL QM Fcalc P
Glicose (g.L’l)

Regressao 526,154 57,350 9,909 P<0,05
Residuos 40,514 5,788

Total 556,667

Conversao da celulose em glicose (%)

Regressao 1385,096 9 153,8996 59798  P<0,05
Residuos 180,157 7 25,73674

Total 1565253 16

As curvas de contorno obtidas por meio da Equagdo 7, para a
concentragdo de glicose, estdo ilustradas na Figura 1. Os resultados da andlise
estatistica para essa varidvel resposta indicaram que foram significativos (a 5%
de significancia) os termos linear da concentracdo de hidréxido de sédio, linear
da concentracao de hidréxido de célcio e quadratico do tempo. O termo linear da
concentracdo de hidréxido de sdédio apresentou efeito positivo, indicando que
um aumento em sua concentracdo proporciona maior concentragdo de glicose
ap0ds conversao enzimatica da celulose. O contrdrio foi observado para o efeito
do termo linear da concentracdo de hidréxido de célcio, o qual apresentou efeito
negativo, indicando que quanto maior for a concentrac¢@o de hidréxido de calcio,
menor serd a concentracdo de glicose obtida apds hidrélise enzimdtica da
celulose. O termo quadritico do tempo apresentou efeito negativo, indicando
que existe um tempo 6timo de pré-tratamento, antes e depois do qual observa-se

uma diminuicio da concentragdo de glicose.
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Figura 1 Curvas de contorno para a concentracdo de glicose obtida apds hidrélise
enzimdtica da fase solida da polpa de café pré-tratada: (A) [Na(OH)] versus
[Ca(OH),], sendo o tempo fixado no ponto central — 25 minutos, (B)
[Na(OH)] versus tempo sendo a [Ca(OH),] fixada no ponto central — 4% m/v,
(C) [Ca(OH),] versus tempo sendo a [NaOH] fixada no ponto central — 4%
m/v e (D) [NaOH] versus tempo para a eficiéncia do pré-tratamento da polpa
de café considerando 0% de Ca(OH),

A andlise da Figura 1A demonstra que, quando o tempo foi fixado em 25

minutos, as concentracdes de NaOH foram superiores a 4% m/v e as
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concentracdes de Ca(OH), estavam abaixo de 0,44%, foram obtidas
concentracdes de glicose préximas a 28 gL”'. Quando a concentracio de
Ca(OH), ¢ fixada em 4% (Figura 1B), concentragdes de NaOH préximas a
7.,35% e tempo de 25 minutos proporcionaram a obtengio de cerca de 25 g.L"
de glicose. Pela Figura 1C pode-se notar que baixas concentragdes de Ca(OH), e
tempo de reacdo entre 22,5 e 27,5 minutos levam a maior obten¢do de glicose
quando a concentracdio de NaOH é 4% m/v. Ao fixar-se a concentracdo de
Ca(OH), em 0% (Figura 1D), uma vez que ela apresentou efeito linear negativo,
foi possivel observar claramente o efeito da concentracdo de NaOH. Quanto
maior concentragdo de NaOH, maior teor de glicose foi obtido, sendo que, ao se
utilizar o tempo de reacdo de 25 minutos e concentragdes de NaOH em torno de
7,35%, alcancaram-se as maiores concentragdes de glicose.

Para a conversao da celulose em glicose, foram significativos, a 5% de
probabilidade, termo linear da concentracido de hidréxido de sédio (com efeito
positivo), quadrdatico da concentracdo de hidréxido de célcio (com efeito
positivo), linear do tempo (com efeito positivo) e quadritico do tempo (com
efeito negativo). As curvas de contorno para a conversao da celulose em glicose

estdo dispostas na Figura 2.
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[Ca(OH),]
Tempo (h)

Tempo (h)

[Ca(OH),]

Figura 2 Curvas de contorno para conversdo da celulose em glicose obtida da fase s6lida
da polpa de café pré-tratada apds hidrélise enzimatica: (A) [Na(OH)] versus
[Ca(OH),], sendo o tempo fixado no ponto central — 25 minutos, (B) [Na(OH)]
versus tempo, sendo a [Ca(OH),] fixada no ponto central — 4% m/v e (C)
[Ca(OH),] versus tempo, sendo a [NaOH] fixada no ponto central — 4% m/v
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A anélise da Figura 2 mostra que melhores conversdes da celulose em
glicose ocorreram ao se utilizar menores concentragdes de Ca(OH),, tempos
superiores a 20 minutos e concentracdes de NaOH acima de 4% m/v. Pode-se
notar que, ao se utilizar 4% m/v de NaOH, deve-se fazer uso de baixas
concentracdes de Ca(OH), e adotar tempos de pré-tratamento entre 20 a 30
minutos ou concentra¢des de Ca(OH), acima de 7,55% e tempos superiores a 30
minutos, com a finalidade de se conquistar elevadas conversdes da celulose em
glicose. A tltima condigdo citada seria desfavoravel por utilizar mais reagente e
aumentar o gasto energético devido ao maior tempo de tratamento.

Silva (2011) obteve elevada concentracdo de glicose a partir da hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana-de-agicar expolido a vapor e pré-tratado com
hidréxido de amonio a 15% sob temperatura de 100 °C, com valores préximos a
45 g/L de glicose. No bagaco de cana-de-agucar tratado apenas com hidréxido
de amodnio a 15%, sob temperatura de 100 °C, sem explosdo a vapor, o valor
méximo de glicose obtido foi de, aproximadamente, 11 g/L. E importante
salientar que as diferencas encontradas entre alguns trabalhos da literatura e os
dados desta pesquisa pordem ser provenitentes de diversos fatores, que vao
desde o tipo de enzima e o tempo utilizados na hidrélise, até as diferencas
existentes entre as matérias-primas bagaco de cana e polpa de café, quanto a
composicao quimica.

Ap6s andlise de todas as varidveis respostas analisadas, pode-se perceber
que tempos de aquecimento préximos ao ponto central (25 minutos), auséncia de
Ca(OH), e concentracdes de NaOH elevadas (iguais ou superiores a 4% m/v)
resultam em melhores remoc¢des de lignina e hemicelulose, maiores eficiéncias e
elevadas concentragdes de celulose e glicose, além de grandes conversdes de
celulose em glicose, sendo, portanto, as melhores condi¢des de pré-tratamento

para a fase s6lida da polpa de café.
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3.3 Reuso da solucao de hidroxido de sédio 4% em ciclos de deslignificacao

Com o objetivo de minimizar os custos dispensados ao reagente e a
producio de residuos liquidos (também chamados de licores) decorrentes do pré-
tratamento alcalino da fase sélida da polpa de café, realizou-se o estudo do
reaproveitamento desse residuo liquido, por cinco ciclos subsequentes. Foram
quantificados os rendimentos em massa, o teor de celulose remanescente, o teor
de hemicelulose remanescente, o teor de lignina remanescente e a eficiéncia do
pré-tratamento. Os resultados para as médias das varidveis mencionadas
anteriormente, assim como o resultado do teste de comparacdo de médias (teste

de Tukey), estdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 Médias dos rendimentos em massa, teores de celulose remanescente,
teores de hemicelulose remanescente, teores de lignina remanescente e
eficiéncias dos pré-tratamentos realizados com o reuso do residuo
alcalino por cinco ciclos.

Ciclo  Rendyuga RC* RH* RL* Ef Glicose Conversao
(%) (%) (%) (%) (gL de celulose
em glicose
(%)
1 19,56°  73,88°  40,91° 22,65  1,16* 27,35 61,79°
2 18,53 69,99° 38,53 2240 1,16* 27,08 61,14°
3 18,65° 67,14 4129° 2358" 1,05 26,58 63,25
4 1926° 70,12  56,01* 30,59 081" 20,19 44,44°
5 23,17° 87,32 63,28 3346 091"  17.84° 39,77°
CV(%) 5,48 1435 1036 988 11,59 6,39 5,63

* Teores iniciais iguais a 100%.

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nio apresentaram diferencgas estatisticas, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Abreviagdes utilizadas: Rendyy,s, = rendimento em massa; RC = teor de celulose
remanescente; RH = teor de hemicelulose celulose remanescente e RL = teor de lignina
remanescente; Ef = eficiéncia.
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O rendimento em massa manteve-se estatisticamente semelhante até o 4°
ciclo de reuso, apresentando média superior no 5° ciclo de pré-tratamento. Para
o teor de celulose, foi observado que, nos quatro primeiros ciclos, as médias
apresentaram semelhanca estatistica, tendo a média do 5° ciclo sido superior as
demais. O teor remanescente de hemicelulose manteve-se 0 mesmo (apresentou
semelhanca estatistica) por 4 ciclos de pré-tratmento, sendo a maior média
observada no 5° ciclo. As menores médias observadas para o teor de lignina
remanescente no material pré-tratado foram detectadas nos trés primeiros ciclos,
indicando que o reuso do residuo liquido do pré-tratamento da fase sélida da
polpa de café com NaOH 4% m/v atua eficientemente na remog¢do de lignina por
trés ciclos. As eficiéncias de todos os ciclos foram muito préximas, tendo a
menor média sido observada no quarto ciclo de reuso. Os maiores teores de
glicose e de conversdo de celulose em glicose foram observados até o terceiro
ciclo de reuso, sendo as médias do 4° e 5° ciclo de reuso estatisticamente
semelhantes entre si € menores que as demais.

Nguyen et al. (2010), visando a reutilizacdo do residuo de liquido i6nico
(acetato de 1-etil-3-metilimidazol) utilizado para o pré-tratamento de casca de
arroz (previamente pré-tratada com hidréxido de amonio a 10%), estudaram 20
ciclos de reuso e observaram o contrdario do que foi constatado nesta pesquisa:
uma reducdo no contetdo de celulose (de 82%, no primeiro ciclo para 74%, no
vigésimo ciclo). Entretanto, os dados obtidos pelos autores quanto a conversao
de celulose em glicose corroboram o que foi observado no presente estudo, uma
vez que os autores observaram uma diminuicdo de 97% (primeiro ciclo) para
78% de conversdo de glicose (vigésimo ciclo), representando cerca de 20% de
perda da conversdo da celulose em glicose do vigésimo ciclo em relagdao ao
primeiro.

A fim de caracterizar os extratos liquidos gerados a cada ciclo de reuso,

foram analisados pH, teores de demanda quimica de oxigénio, conteido de
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solidos totais, solidos totais fixos e sélidos totais volateis. Observando-se 0s
dados contidos na Tabela 8, pode-se notar que o pH dos dois primeiros ciclos
foram estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos demais. O pH
sofreu um decréscimo ao longo dos ciclos de reuso, indicando que uma menor
concentracdo de fons (hidroxila e sédio) estava disponivel para reagir com a
lignina, podendo diminuir a eficiéncia do pré-tratamento. As menores médias de
eficiéncia observadas para o 4° e 5° ciclo corroboram os menores teores de
lignina observados nesses ciclos, indicando que, quando o pH da solugdo de
NaOH se encontra em pH abaixo de 13, a deslignificacdo fica comprometida.

A matéria organica foi estimada com base na DQO e no teor de sélidos
totais voldteis. A DQO representa a quantidade de oxigénio requerida para
oxidar a matéria organica carbonicea e, como pode ser visto pelos dados da
Tabela 8, o teor de DQO nos liquidos obtidos apds cada ciclo de pré-tratamento
aumentou (a partir do segundo ciclo), indicando o gradual aumento da matéria
carbondcea oxiddvel, em virtude do acimulo desse material proveniente da
matéria-prima. O valor de DQO encontrados por Rabelo (2011) para o residuo
liquido oriundo do pré-tratamento de bagaco de cana-de-agicar com hidréxido
de célcio (0,49 g de hidréxido de célcio/g de biomassa, 90 horas, 90 °C e carga
de 8% m/v de sdélidos) foi de 21,5 g.L'l, muito préximo ao observado nesta
pesquisa para o primeiro ciclo (29,95 g.L'™").

O contetdo de sélidos totais (fixos + voléateis) do residuo liquido do pré-
tratamento da fase sélida da polpa de café aumentou ao longo dos ciclos de
reuso e o conteudo de solidos totais fixos (residuo mineral fixo) manteve-se
invaridvel durante todos os ciclos de reuso. O menor teor de sélidos totais
voldteis foi encontrado no residuo liquido gerado no primeiro ciclo de pré-
tratamento. Os teores de solidos totais volateis dos residuos liquidos gerados no
segundo e no terceiro ciclos foram estatisticamente semelhantes e maiores que o

observado no primeiro ciclo. Os maiores valores observados para o teor de
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s6lidos totais volateis foram detectados no residuo liquido do quarto e do quinto
ciclos de reuso do residuo liquido do pré-tratamento da fase sélida da polpa de
café, indicando um aumento da matéria organica, o que concorda com o
aumento observado nos teores remanescentes de hemicelulose e lignina.

Os resumos das ANOVAs para todas as varidveis encontram-se nas

Tabelas 19A a 23A.

Tabela 8 Médias de potencial hidrogenidnico, demanda quimica de oxigénio,
solidos totais, solidos totais fixos e sélidos totais volateis do residuo
liquido do pré-tratamento alcalino da fase sélida da polpa de café,
durante 5 ciclos de reuso.

Ciclo pH DQO ST STF STV
(gL (mgL")  (mgLh)  (mgL))

1 13,40° 29,95¢ 72533,33°  42466,67°  30066,67°
2 13,42 55,50° 86200,00"  459977,78"  40222,22°
3 13,17° 78,98° 91266,67°  47133,33"  4413333"
4 11,02¢ 100,31°  996466,67°  40726,70°  55740,00°
5 9,83¢ 132,68 1102866,70° 39400,00°  63466,67"

CV(%) 0,21 0,86 1,74 12,33 7,76

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nio apresentaram diferencgas estatisticas, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Abreviacdes utilizadas: pH = potencial hidrogenidonico; DQO = demanda quimica de
oxigénio; ST = s6lidos totais; STF = sélidos totais fixos e STV = sélidos totais volateis.
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3.4 Pré-tratamento alcalino da fase solida da polpa de café a temperatura
ambiente

Como o hidréxido de sddio apresentou os melhores resultados na
concentracdo de 4% m/v nos estudos realizados anteriormente, procedeu-se ao
estudo do pré-tratamento a frio utilizando essa concentracdo do reagente e
também uma concentragao sete vezes maior (28% m/v), de acordo com Ko et al.
(2009).

Os resultados para os teores remanescentes de celulose, hemicelulose e
lignina, rendimento em massa, teor de glicose e conversio da celulose em
glicose, para cada concentracdo de NaOH testada, durante o armazenamento,
encontram-se na Tabela 9 (Tabelas 24A a 29A). Para as varidveis teor
remanescente de hemicelulose e lignina, rendimento em massa e concentracao
de glicose, observou-se interac@o significativa entre as concentracdes de NaOH
e os tempos de armazenamento. Para o teor remanescente de celulose, apenas o
tipo de tratamento apresentou significincia estatistica. J4 para a conversdo da
celulose em glicose, a unica varidvel que foi significativa, a 5% de

probabilidade, foi o tempo de armazenamento.
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Tabela 9 Valores médios para os teores remanescentes de celulose (RC),
hemicelulose (RH) e lignina (RL), rendimento em massa (Rend,ss.),
concentracdo de glicose e conversdao da celulose em glicose, para
cada concentragdo de NaOH testada (4 ou 28%), durante os 30 dias
de armazenamento.

Tempo RC* (%) RH*(%) RL*(%)
(dias)
NaOH NaOH NaOH NaOH  NaOH (4% NaOH
(4% miv)  (28% (4% miv)  (28% m/v) (28%
m/v) m/v) m/v)
5 80,51° 70,68" 75,70° 72,53 58,81° 49,71°
10 81,13 70,06 66,85  56,75" 55,57 40,46°
20 81,33 69,13° 50,33  47,55° 34,73 27,59
30 82,03 69,51° 48,02° 47,90 21,27 19,62°
CV (%) 2,69 2,98 5,54
Tempo Rend, .50 *(%) Glicose (g.L’l) Conversao de celulose
(dias) em glicose (%)
NaOH NaOH NaOH NaOH NaOH NaOH
(4% mi)  (28% (4% miv)  (28% (4% m/v) (28%
m/v) m/v) m/v)
5 37,44° 32,01 12,02° 12,50" 39,63" 40,63"
10 35,48° 28,60° 13,97* 14,29* 45,46 43,68"
20 29,99 2320 18,92°  20,71*  54,06" 56,95
30 24,88" 20,70° 23,97* 24,47 60,97 61,30
CV (%) 2,25 4,39 6,69

* Teores iniciais iguais a 100%.

Meédias seguidas de mesma letra entre as duas colunas referentes a concentracdo de
NaOH (4% ou 28%) para cada varidvel (RC, RH, RL, Ry, glicose, conversdo da
celulose em glicose) nao apresentaram diferencas estatisticas, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.



178

O teor remanescente de celulose e o rendimento em massa para a fase
s6lida da polpa de café apds o pré-tratamento com NaOH a 4% m/v foram
estatisticamente superiores aos encontrados apds a aplicagdo do pré-tratamento
com a solucdo de NaOH a 28% m/v, em todos os tempos de armazenamento. Na
pesquisa de Wan, Zhou e Li (2011), fato semelhante foi observado, ou seja, a
massa recuperada (rendimento em massa) de palha de soja apds pré-tratamento
alcalino a temperatura ambiente diminuiu de 88,66% para 78,62%, quando a
quantidade de NaOH foi aumentada de 4% para 40% m/m.

Na Figura 3 mostra-se a varia¢do do rendimento em massa para a fase
s6lida da polpa de café pré-tratado com NaOH 4% ou 28% m/v, ao longo do
armazenamento, por meio da qual nota-se a diminuicdo do rendimento em massa

com os dias de armazenamento.

40,0
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35,0
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27,5
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Rendimento em massa (%)

22,5 7 | 20,0129 - 0,9076x + 36,276
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Figura 3 Variagdo do rendimento em massa observado apds pré-tratamento da fase
sélida da polpa de café com NaOH nas concentragdes de 4% m/v ou 28%
m/v, ao longo de 30 dias de armazenamento, a temperatura ambiente
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O teor remanescente de hemicelulose e o de lignina apresentaram
comportamento semelhante. Ambas as varidveis apresentaram maiores médias
quando a fase sélida da polpa de café foi pré-tratada com a menor concentragdo
de NaOH, até 20 dias de armazenamento. Com 30 dias de armazenamento, o
teores de hemicelulose e lignina verificados ap6s aplicacio dos dois tratamentos
com NaOH (4% e 28%) foram estatisticamente semelhantes. Esses resultados
demonstram que maiores concentragdes de NaOH proporcionam maior remog¢ao
dos componentes hemicelulose e lignina (remocdo esta necessdria a uma
eficiente conversao enzimdtica da celulose em glicose), até 20 dias de tratamento
a temperatura ambiente. Wan; Zhou; Li (2011) também observaram uma maior
redugdo no teor de lignina ao utilizar NaOH 40% (m/m), da ordem de 24,78%,
em compara¢do a quantidade de lignina removida ao se utilizar NaOH 4%
(m/m), que foi cerca de metade do valor obtido com NaOH 40% (m/m).

Por meio da Figura 4 pode-se observar a diminuicio do teor de
hemicelulose ao longo dos dias de armazenamento e, pela Figura 5, observa-se a
diminui¢do do teor de lignina ao longo do armazenamento. A reducdo dessas

varidveis ¢ extremamente benéfica a hidrélise enzimdtica da celulose, que

culmina em liberacdo de glicose.
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Figura 4 Variagdo do teor remanescente de hemicelulose observado apds pré-tratamento
da fase solida da polpa de café com NaOH, nas concentrac¢des de 4% m/v ou
28% m/v, ao longo de 30 dias de armazenamento, a temperatura ambiente
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Figura 5 Variagcao do teor remanescente de lignina observado apds pré-tratamento da
fase sélida da polpa de café com NaOH, nas concentra¢des de 4% m/v ou 28%
m/v, ao longo de 30 dias de armazenamento, a temperatura ambiente
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A maior concentracdo de NaOH proporcionou maior eficiéncia nos
tempos iniciais de pré-tratamento, sendo verificados os valores de eficiéncia de
0,657 e 0,810, para os tempos 5 e 10 dias, respectivamente, em comparagao aos
valores de 0,599 (5 dias) e 0,663(10 dias) de eficiéncia verificados ao se utilizar
a solucdo de NaOH 4% m/v. Aos 20 dias de armazenamento, a solu¢do de
NaOH 4% m/v destacou-se por ser mais eficiente do que a solucdo do mesmo
hidréxido a 28% m/v, sendo as eficiéncias de 0,958 para NaOH 4% m/v e 0,920
NaOH 28% m/v. Com 30 dias de armazenamento, a eficiéncia das duas
concentracdes de NaOH testadas foram estatisticamente semelhantes (1,184 para
NaOH 4% m/v e 1,030 NaOH 28% m/v). Com o aumento do tempo de
armazenamento, observa-se um aumento na eficiéncia do pré-tratamento

alcalino (Figura 6).
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Figura 6 Variacao da eficiéncia observado apds pré-tratamento da fase sélida da polpa de
café com NaOH (4% m/v ou 28% m/v), ao longo de 30 dias de armazenamento,
a temperatura ambiente
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As concentragdes de glicose obtidas apds hidrdlise enzimdtica da fase
s6lida da polpa de café pré-tratada com NaOH 4% m/v foram estatisticamente
semelhantes aos valores observados ao se utilizar NaOH 28% m/v para o pré-
tratamento referente aos tempos 5, 10 e 30 dias. No tempo 20 dias, a
concentracdo de glicose observada para a fase sélida pré-tratado com NaOH 4%
m/v foi estatisticamente inferior ao valor notado na fase sélida pré-tratada com
NaOH 28% m/v, o que € contraditério com o observado para a eficiéncia. A
partir dos 20 dias de armazenamento, maiores eficiéncias foram observadas para
a fase sélida pré-tratada com NaOH 4% m/v, ou seja, maiores valores na relagao
RC/(RL+RH) foram detectados apds uso da solucdo de NaOH 4% m/v, em
comparacdo com os valores observados apds o uso da solucdo de NaOH 28%
m/v.

De acordo com Agbor et al. (2011), tem sido proposto que pelo menos
50% da hemicelulose devem ser removidos para aumentar significativamente a
digestibilidade da celulose. O valor observado para a hemicelulose removida
(hemicelulose removida = 100 - hemicelulose remanescente) para a solugdo de
NaOH 28% foi de, aproximadamente, 52,45% e, para NaOH 4% m/v, foi de
49,69%, o que pode ter originado a diferenca estatistica observada.

Na Figura 7 nota-se o aumento da concentracio de glicose ao longo dos

tempos de armazenamento, o que corrobora o aumento da eficiéncia.
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Figura 7 Variacdo da concentra¢do de glicose observada apds pré-tratamento da fase
solida da polpa de café com NaOH (4% m/v ou 28% m/v), ao longo de 30 dias
de armazenamento, a temperatura ambiente

Apenas o tempo de armazenamento apresentou significancia estatistica
para a conversdo de celulose em glicose, indicando que as diferentes
concentracdes de etanol proporcionaram conversdes da celulose em glicose
estatisticamente semelhantes, durante todos os tempos de armazenamento
avaliados. A variacdo da conversao de celulose em glicose ao longo do tempo é
mostrada na Figura 8, por meio da qual se pode observar um aumento na
conversao de celulose em glicose com o tempo de armazenamento, concordando

com o que foi observado para a eficiéncia e para a concentracao de glicose.
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Figura 8 Variacao da conversdo de celulose observada ap6s pré-tratamento da fase sélida
da polpa de café com NaOH (4% m/v ou 28% m/v), ao longo de 30 dias de
armazenamento, a temperatura ambiente

Os valores mais baixos de conversdao de celulose em glicose foram
observados nos menores tempos de armazenamento (39,63% de conversdo para
o material pré-tratado com NaOH 4% m/v e 40, 63% para a biomassa pré-tratada
com NaOH 48% m/v) e, ao final de 30 dias de armazenamento, as porcentagens
de conversdo da celulose em glicose na fase sélida da polpa de café pré-tratada
com NaOH 4% m/v e com NaOH 28% m/v foram de 60,97% e 61,30%,
respectivamente.

Panagiopoulos et al. (2010) observaram um aumento na conversao de
celulose em glicose em bagaco de sorgo pré-tratado com NaOH (a temperatura
ambiente, por 4 horas) ao se aumentar a concentracdo 2% para 12% m/m, tendo
a maior conversao observada sido de 33,8% de conversdo. Na presente pesquisa
ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre as conversdes da celulose em
glicose nos materiais pré-tratados com NaOH 4% m/v e com NaOH 28%,
ressaltando que o tempo adotado neste trabalho foi bastante superior ao

utilizado por Panagiopoulos et al. (2010).
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4 CONCLUSAO

O pré-tratamento alcalino a quente da fase sélida da polpa de café
proporcionou grandes concentracdes de glicose (30,41 g.L'") e 6timos resultados
de conversdo da celulose em glicose (cerca de 69%), ao se utilizar a condig@o
otimizada: 4% de NaOH, 0% de Ca(OH), e um tempo em torno de 25 minutos.
Foi possivel o reuso do residuo liquido gerado apds o pré-tratamento da fase
solida da polpa de café com hidréxido de sédio a quente por 25 minutos, por 3
ciclos consecutivos, sem perda de eficiéncia. O estudo do pré-tratamento
alcalino a temperatura ambiente apontou que ndo ¢é necessdria maior
concentracdo de hidréxido de s6dio do que 4% m/v, a fim de atingir-se boa
conversdo da celulose em glicose (60,97% de conversdo), se o tempo de

armazenamento for de 30 dias.
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CAPITULO 4: PRODUCAO DE ETANOL POR Kluyveromyces marxianus
CCT 4086, UTILIZANDO FASE SOLIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea
ardbica L. POR PROCESSOS DE SACARIFICACAO E
FERMENTACAO SEPARADAS, SIMULTANEAS E
SEMISSIMULTANEAS

RESUMO

Uma das alternativas mais promissoras para a obtencdo de etanol ¢ a
conversdo de biomassas lignoceluldsicas em acticares passiveis de fermentagao.
Dentro dos materiais lignoceluldsicos, destaca-se a polpa de café, principal
residuo gerado no beneficiamento desse fruto por via dmida. Este residuo
merece atencio quanto a sua utilizacdo, almejando-se, sobretudo, a obtencdo de
produtos com alto valor agregado e a minimiza¢do dos impactos ambientais
decorrentes do lancamento desses rejeitos nos recursos naturais, sem tratamento
adequado. Para que materiais lignocelulésicos, como a polpa de café, sejam
convertidos a etanol, trés passos sdo requeridos: pré-tratamento para a retirada
da lignina, hidrélise da celulose a glicose e fermentacao da glicose a etanol. De
posse do material pré-tratado, diferentes tecnologias podem ser utilizadas para a
hidrélise e a fermentacdo da biomassa pré-tratada. O presente estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar a producdo de etanol a partir da fase sélida
da polpa de café pré-tratada com hidréxido de sédio, por meio dos processos de
hidrélise e fermentacdo separadas (SHF), hidrdlise e fermentagdo
semissimultidneas (SSSF) e hidrélise e fermentacdo simultdneas (SSF). Para a
realizacdo de todos os processos, foi utilizada a fase sélida da polpa de café
(polpa triturada e prensada) pré-tratada com NaOH 4% m/v, a 121 °C, por 25
minutos. As enzimas utilizadas para a hidrélise foram: celulase, B-glucosidase e
xilanase e o microrganismo utilizado na fermentagdo foi Kluyveromyces
marxianus CCT 4086. Todos os processos foram avaliados quanto aos teores de
acucares redutores, glicose e etanol e acompanharam-se a concentracao celular e
o pH. Para fins de comparacdo dos processos, escolheram-se os fatores
conversdo da celulose em etanol, concentracdo final de etanol e produtividade
volumétrica. Verificou-se, pelos resultados obtidos, que a utilizacdo de fase
solida da polpa de café para a producdo de etanol de segunda geragao foi vidvel,
tendo os processos SHF e SSSF sido os que proporcionaram maiores
concentracdes de etanol (21,77 e 21,66 gL', respectivamente) e conversdo do
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substrato em etanol (0,31 g de etanol/g de celulose para ambos) sendo mais
produtivo o processo SHF (0,36 g etanol/ L.h), apontando uma nova aplicacao
biotecnoldgica para esse residuo.

Palavras-chave: Fase sdlida da polpa de café. Pré-tratamento alcalino. Hidrdlise
enzimatica. Kluyveromyces marxianus CCT 4086. Etanol.
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ABSTRACT

One of the most promising alternatives for obtaining ethanol is the
conversion of lignocellulosic biomass into sugars susceptible to fermentation.
Within the lignocellulosic materials, coffee pulp stands out, which is the, the
main waste generated in the wet processing of the fruit. This residue deserves
attention regarding its use aiming mainly to obtain products with high added
value and minimize environmental impacts resulting from the release of these
wastes in natural resources without proper treatment. For lignocellulosic
material, such as coffee pulp, to be converted to ethanol, three steps are required:
pretreatment for the removal of lignin, hydrolysis of cellulose to glucose and
fermenting glucose to ethanol. In possession of the pre-treated material, different
technologies can be used for the hydrolysis and fermentation of the pretreated
biomass. The objective of this study was to assess the production of ethanol
from the solid phase of coffee pulp pretreated with sodium hydroxide by the
procedures of separate hydrolysis and fermentation (SHF), semi-simultaneous
saccharification and fermentation (SSSF) and simultaneous saccharification and
fermentation (SSF). Coffee pulp solid phase (ground and pressed pulp)
pretreated with NaOH 4% w / v, at 121° C was used for performing all
processes, for 25 minutes. The enzymes used for the hydrolysis were: cellulase,
xylanase and B-glucosidase and the microorganism used in fermentation was
Kluyveromyces marxianus CCT 4086. All cases were evaluated for reducing
sugars, glucose and ethanol and cell concentration and pH was accompanied.
For purposes of process comparisons, the chosen factors were conversion of
cellulose to ethanol, final ethanol concentration and volumetric productivity. It
was found that the results obtained using coffee pulp solid phase for the
production of second generation ethanol was viable and the SHF and SSSF
processes were those that yielded higher ethanol concentrations, (21.77 and
21.66 g L', respectively) and the SHF process (0.36 g ethanol / L.h) the most
productive for conversion of the substrate into ethanol (0.31 g ethanol / g
cellulose for both), pointing to a new biotechnological applications for this
residue

Keywords: Solid phase of coffee pulp. Alkaline pretreatment. Enzymatic
hydrolysis. Kluyveromyces marxianus CCT 4086. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

Os avancos industriais e a expansdo da industria de transportes resultam
em mudangas notdrias no ecossistema, que ocorrem em virtude da emissao de
gases poluentes. A fim de se evitar alteracdes irreversiveis e reduzir o impacto
desses gases sobre o clima da Terra, muitos paises inciaram um incentivo a
obtencdo de fontes renovaveis de energia, por exemplo, instigando a produgio
de combustiveis renovaveis em detrimento dos combustiveis fdsseis, sendo o
etanol um importante canditado (KADAR; SZENGYEL; RECZEY, 2004).

No Brasil, o etanol € obtido a partir da cana-de-acticar e um dos pontos
mais discutidos em relacdo a essa producdo tem origem na ocupacio de terras
destinadas a essa cultura, que compete com o plantio de alimentos. Sendo assim,
para a producdo sustentdvel de etanol, materiais lignocelulésicos (compostos
majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina) t€ém sido considerados
fontes potenciais, por serem vantajosos quanto a evasdo da competicdo com a
producdo de alimentos e por existir a possibilidade de sua obtencdo a partir de
residuos agricolas (MEJ [A: GUTIERREZ; EL-HALWAGI, 2012), o que torna o
processo mais barato e compativel com a minimizacdo da polui¢do causada pela
disposicao inadequada desses residuos.

Dentre os materiais lignoceluldsicos, pode-se destacar a polpa de café,
principal residuo gerado no beneficiamento desse fruto por via imida, processo
em que os frutos de café sdo descascados, despolpados ou desmucilados. Devido
a sua rica composicdo em celulose, hemicelulose e lignina, a polpa de café
torna-se um substrato promissor para a transformacdo em etanol.

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos requer a
conversao dos componentes celulose e hemicelulose em agticares monoméricos

simples, os quais s@o fermentados a etanol (NLEWEM; THARASH Jr., 2010)
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que, normalmente, € realizado por complexos enzimaticos celuloliticos. A
hidrélise enzimatica é chamada de sacarificacio.

Entretanto, a tarefa de hidrolisar materiais lignoceluldsicos em
monossacarideos fermentesciveis € tecnicamente problemdtica, uma vez que a
digestibilidade da celulose é impedida por muitos fatores fisico-quimicos e
estruturais. Dessa maneira, faz-se necessario um pré-tratamento no material a ser
hidrolisado, a fim de quebrar a estrutura de lignina e afetar a estrutura cristalina
da celulose, aumentando, assim, o acesso das enzimas a celulose
para a hidrdlise efetiva (ALVIRA et al., 2010). Um dos principais tipos de pré-
tratamentos ¢ o alcalino, particularmente por dissolver de forma muito eficiente
a lignina, além de remover grupos acetila e vdrios substituintes dos &cidos
urdnicos, que diminuem a suceptibilidade da celulose e da hemicelulose a
hidrdlise enzimatica (WAN; ZHOU; LI; 2011).

Historicamente, existem dois processos de producio de etanol a partir de
biomassa: sacarificacdo e fermentacdo separadas (SHF) e sacarificacdo e
fermentacdo  simultdneas (SSF). No primeiro processo, realiza-se,
primeiramente, a hidrélise (normalmente a 50 °C) e, ao término desta etapa, as
enzimas sao inativadas (por temperatura ou produtos quimicos) e,
posteriormente, realiza-se a fermentacao (28-30 °C). J4 no segundo processo, a
adicdo de enzimas (celulases) e de leveduras ocorre simultaneamente, portanto,
o processo de quebra da celulose e fermentacdo ocorre a0 mesmo tempo (em
temperaturas por volta de 42 °C). Se uma pré-hidrélise é aplicada antes do inicio
do processo SSF, em condicdes 6timas de atuacdo da celulase (50 °C) e se o
substrato nio ¢ removido antes de iniciar a fermentacdo, o processo adquire
vantagens dos dois tipos (SHF e SSF). Este processo misto ¢ denominado
sacarificacdo e fermentacdo semissimultdneas (SSSF) (TOMAS—PEJO, 2009;
SHEN; AGBLEVOR, 2011), que é dividido em duas fases: a pré-hidrolise, em

que, inicialmente, é adicionada apenas enzima ao substrato, incubando-se por
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um periodo de tempo a uma temperatura ideal para hidrdlise e, posteriormente, a
temperatura é abaixada, adicionando-se mais enzima e também leveduras, dando
inicio, entdo, ao processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas.

Embora seja relatada maior produtividade de etanol no processo
simultdneo (SSF), o ponto critico desse processo € a diferenca de temperatura
Otima entre as enzimas celulases (50 °C) e o microrganismo empregado
normalmente para a fermentacdo etandlica: leveduras do género Saccharomyces.
Cepas de Saccharomyces sdo bem conhecidas como boas produtoras de etanol,
no entanto, elas necessitam de uma temperatura de funcionamento de cerca de
30-35 °C. Temperaturas mais baixas acarretam em taxas de hidrélise reduzidas,
aumentando o tempo de processamento. Uma possivel solu¢do para o impasse é
0 uso de leveduras termotolerantes (KADAR; SZENGYEL; RECZEY, 2004),
dentre as quais se destaca Kluyveromyces marxianus.

A levedura Kluyveromyces marxianus tem sido amplamente utilizada em
aplicagdes biotecnoldgicas, por ter habilidade de crescer sobre grande variedade
de substratos e por ser termotolerante, sendo relatadas cepas com capacidade de
crescimento em temperaturas de até 52 °C (LANE; MORRISSEY, 2010).
Existem outras vantagens quanto ao uso de leveduras termotolerantes, a saber,
economia de energia por meio da reducdo no custo de resfriamento, maior
rendimento de hidrdlise, possibilidade de remog¢ao continua do etanol produzido
e diminuicdo do risco de contaminacdo (TOMAS-PEJO et al., 2009).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a produgado de
etanol a partir da fase sélida da polpa de café pré-tratada com hidréxido de
s6dio, por meio dos processos de sacarificacdo e fermentacdo separadas,
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas e sacarificacdo e fermentacdo

semissimultaneas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Substrato e pré-tratamento alcalino a quente

O substrato utilizado nos experimentos foi a polpa de café cereja (Coffea
ardbica L.), residuo do processamento desses frutos por via imida. Tal material
foi cedido por produtores da regido rural de Lavras, MG. As amostras foram
transportadas, ensacadas, até o Laboratério Central de Andlises no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) e, em seguida, foram congeladas (em freezer, a -5+2 °C). A polpa de
café foi anteriormente caracterizada (Capitulo 3) e sua composicdo estd

sumarizada na Tabela 1.

Tabela 1 Composi¢ao da polpa de café.

Componente Base tiimida Base seca
pH 4,55 ---
Umidade (%) 82,19 ---
Extrato etéreo (%) 0,58 3,26
Proteina bruta (%) 1,78 10,00
Cinzas (%) 1,41 7,90
Fibra bruta (%) 3,47 19,50
Extrato ndo nitrogenado (carboidratos) (%) 10,57 59,34
Celulose (%) 3,67 20,60
Hemicelulose (%) 3,06 17,20
Lignina (%) 2,76 15,50

Extrativos (%) - 27,50
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Adotou-se um pré-tratamento alcalino a quente, procedimento esse
necessdrio para a remocao de lignina e hemicelulose do substrato, a fim de expor
a celulose ao ataque de celulases, responsdveis por transformar esse agicar nao
fermentescivel em glicose (carboidrato diretamente fermentescivel).
Previamente ao pré-tratamento, 15 kg de polpa de café foram descongelados,
triturados em liquidificador industrial e, em seguida, filtrados e prensados em
organza. O sélido retido no tecido deu origem a fase sélida da polpa de café e o
filtrado originou a fase liquida, que foi reservada para ensaios que contemplam
outros capitulos deste trabalho.

Na realizagdo do pré-tratamento alcalino a quente, utilizaram-se
condicdes otimizadas anteriormente (capitulo 3). Para tanto, foram preparados
meios reacionais (aproximadamente 120 meios, a fim de se obter 2,1 kg de
material pré-tratado), utilizando-se erlenmeyers de 1 L contendo 100 g de fase
s6lida da polpa de café e 500 mL da solucdo aquosa de hidréxido de sédio a 4%
m/v (20% m/v de sélidos). Os erlenmeyers contendo a mistura da fase sélida da
polpa de café com a solugdo alcalina foram submetidos ao aquecimento a 121 °C
e pressdo de 1 atm, em autoclave, por 25 minutos. Em seguida, a biomassa pré-
tratada foi filtrada e lavada com cerca de 3L de 4dgua destilada quente (70 °C) a
fim de retirarem-se substancias superficialmente aderidas ao material pré-tratado
e com um volume de 5 L de dgua a temperatura ambiente, para que atingisse pH
neutro. Foi realizado um pré-tratamento controle utilizando-se dgua destilada em
vez da solug@o alcalina (mantendo-se as mesmas condi¢des operacionais: 121 °C
por 25 minutos), a fim de se comparar os resultados aos encontrados quando se
utilizou o agente alcalino. Em ambos os casos, a fase sélida da polpa de café
pré-tratada obtida foi prensada para a retirada da dgua excedente e caracterizada
quanto ao teor de umidade, de celulose, de hemicelulose, de lignina, de cinzas,

de rendimento em massa, de teor remanescente de celulose, de teor
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remanescente de hemicelulose e de teor remanescente de lignina, conforme

metodologias descritas a seguir.

2.1.1 Metodologias analiticas

As metodologias analiticas utilizadas para a determinacdo de cada

variavel resposta estio descritas nos préximos itens.

2.1.2 Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico com
secagem em estufa regulada, a 65 °C, por 48 horas, de acordo com metodologia
proposta pela AOAC (1990). Os resultados foram expressos em porcentagem de

umidade.

2.1.2.1 Celulose, hemicelulose e lignina

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram determinados de
acordo com as metodologias propostas por Goering e Soest (1970), Silva (1998)
e Soest (1963). Inicialmente, foram mensurados os teores de fibra em detergente
4cido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) e lignina bruta. O teor de
celulose foi determinado de acordo com a Equagdo 1 e o teor de hemicelulose

foi determinado de acordo com a Equacio 2.

C (%) =FDA-L (1)

em que

C(%) = porcentagem de celulose;
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FDA = porcentagem de fibra em detergente dcido;

L= porcentagem de lignina.
HC (%) = FDN — FDA 2

em que
HC(%) = porcentagem de hemicelulose;
FDN= porcentagem de fibra em detergente neutro;

FDA= porcentagem de fibra em detergente acido.
2.1.2.2 Cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado pelo método gravimétrico
baseado na determinacdo da perda de peso do material submetido a
aquecimento, a 550 °C, em mufla, como descrito na Association of Official
Analytical Chemists, AOAC (1990). Os resultados foram expessos em

porcentagem (%).
2.1.2.3 Rendimento em massa

O rendimento em massa foi calculado utilizando-se a Equagdo 3. Os

resultados foram expressos em porcentagem.

massa

M,
Rend =—2>"x100 3)
M.

1
em que

Rend, .. : rendimento em massa em base imida;
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Mg massa final da fase sélida da polpa prensada apds pré-tratamento com
solugdo alcalina (g);

M;: massa inicial da fase sélida da polpa de café prensada (g).

2.1.2.4 Determinacdo do teor remanescente de celulose, hemicelulose e
lignina apés os pré-tratamentos

Os teores remanescentes ou residuais (aqueles que permaneceram na
biomassa apdés a aplicagdo do pré-tratamento) de celulose, hemicelulose e
lignina foram quantificados de acordo com a Equacgao 4. Os resultados foram

€Xpressos em porcentagem.

Rx(%) W 100 4
X(70)=—X
W 4)

0
em que

Rx (%): percentual de celulose (RC), hemicelulose (RH) e lignina (RL);
W: quantidade, em massa (g), do constituinte na polpa de café seca;

W¢: quantidade, em massa (g), do constituinte na polpa de café pré-tratada seca.
2.2 Enzimas e hidroélise enzimatica (sacarificaciao)

Para a hidrélise enzimética da fase sélida da polpa de café pré-tratada
foram utilizadas trés enzimas, fornecidas pela Novozymes®: celulase (Celluclast
1.5L), B-glicosidase (NS 22118) e endoxilanase (NS 22083).

A celulase é a principal enzima utilizada na hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos, responsdvel por catalisar a quebra da celulose em glicose,

celobiose e polimeros superiores de glicose. A atividade da celulase foi medida
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segundo metodologia de Ghose (1987), apresentando 69,25 FPU/mL, em que
FPU/mL sdo unidades de papel filtro por mL.

As enzimas B-glicosidase e endoxilanase sdo utilizadas devido as suas
acoes sinergisticas: atuam degradando compostos que inibem a acao da celulase,
sendo empregadas para maximizar o desempenho da hidrdlise, conforme
orientacdes da Novozymes®. A P-glicosidase, também conhecida como
celobiase, hidrolisa celobiose a glicose. Sua atividade foi mensurada de acordo
com a metodologia de Wood e Bhat (1988), usando como substrato uma solugéo
de celobiose 15 mmol/L, encontrando-se 288 CBU/mL, sendo CBU/mL a
abreviatura de unidades de celobiose por mL. A endoxilanase apresenta elevada
especificidade por pentosanas (compostos que por hidrélise liberam pentoses e
xilose), sendo capaz de liberar pentoses e xilose a partir de fragdes hemicelulose
presente na biomassa a ser hidrolisada. A atividade da xilanase foi determinada
de acordo com metodologia de Bailey, Biely e Poutanen (1992), utilizando como
substrato madeira de bétula (“birchwood” Sigma®) e os acticares liberados foram
mensurados pelo método DNS, sendo os resultados dados em U/mL (uma
unidade de atividade de xilanase ¢ a quantidade de enzima requerida para liberar
1 pmol).

Utilizou-se a propor¢ao de 20 g de fase sélida da polpa de café prensada
para 40 mL de tampao citrato (pH=4,8), dosagens de 25,78 FPU de celulase/g de
substrato e 28,95 CBU de [-glicosidase/g de substrato, conforme condig¢oes
otimizadas por Menezes (2012) e com dosagens de endoxilanase de 487,6 U/g.
A etapa de sacarificacdo foi realizada separadamente, semissimultaneamente ou
concomitantemente a fermentagdo, conforme detalhado posteriormente (itens
2.3.3; 2.3.4 ou 2.3.5), utilizando em todos os processos tampdo citrato (50 mM,
pH =4,8).

Anteriormente aos ensaios fermentativos, foi realizada hidrélise da fase

solida da polpa de café pré-tratada com hidréxido de sédio e fase sélida da polpa
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de café pré-tratada com dgua, a fim de compard-las quanto aos teores de
actucares redutores e glicose e quanto a conversdo da celulose em glicose, cujas
metodologias estdo descritas no item 2.3.8. Para a andlise estatistica de
comparacido de médias, utilizou-se o Teste de Tukey, a 5% de probabilidade,

utilizando-se o Software Sisvar® (FERREIRA, 2011).

2.3 Processos fermentativos

Os procedimentos para a realizagdo dos processos fermentativos sio

descritos a seguir.

2.3.1 Microrganismo utilizado e preparo do inéculo

Utilizou-se o microrganismo Kluyveromyces marxianus CCT 4086,
pertencente a Colecdo de Cultura Tropical da Fundacdo André Tosello,
armazenado sob a forma liofilizada. O microrganismo foi reativado
(adicionando-se 0,2 mL de dgua destilada a 0,05 g da cultura liofilizada,
deixando-se em repouso por 15 minutos, seguido de inocula¢do do contetido
total obtido a 5 mL de meio YM e incubado a temperatura de 28 °C/48 horas).
O microrganismo foi repicado para tubos de ensaio contendo meio de cultura
YMA (extrato de malte-extrato de levedura-dgar) inclinado, os quais foram
incubados a temperatura de 28 °C, em incubadora BOD, por 48 horas. As
colonias foram cobertas com 6leo mineral esterilizado e armazenadas em
geladeira (temperatura média de 4 °C). A composicdo dos meios de cultura

encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2 Composicio dos meios de cultura YM e YMA.

Reagente (g.L") YMA YM
Glicose 10 10
Extrato de levedura 3 3
Extrato de malte 3 3
Peptona bacteriol6gica 5 5
Agar 20 --

O volume final foi completado com dgua destilada.

Os microrganismos armazenados foram transferidos para 3 erlenmeyers
de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura YM, utilizando uma alca de
platina. Apdés a repicagem, os erlenmeyers foram incubados em BOD, a
temperatura de 28 °C, por 48 horas. Depois do periodo de incubagdo, atingiu-se
uma populagio de 10® células vidveis/mL, originando o inéculo utilizado nos

processos fermentativos subsequentes.

2.3.2 Testes de termotolerancia da Kluyveromyces marxianus CCT 4086

Visando a aplicacdo da Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em
processos de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (SSF), em que
temperaturas superiores as convencionais de fermentacdo sdao requeridas, para
que ambos os processos sejam favorecidos € necessdrio um estudo do
comportamento desse microrganismo, quando armazenado em diferentes
temperaturas.

Pelos motivos j4 mencionados, ensaios de tolerdncia a temperatura
foram realizados em meio liquido (YM), incubados sob agitacdo de 150 rpm.

Os ensaios foram realizados em erlemeyers de 250 mL contendo 100 mL de
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meio YM e tamanho de in6culo de 10 mL. As temperaturas de incubacdo foram
28 °C, 37 °C, 42 °C e 45 °C. Foram mensurados os parimetros contagem e
viabilidade de células em camera de Neubauer e contagem de unidades
formadoras de colonia em placa, com periodicidade de 2 horas, totalizando 16

horas de avaliagao.

2.3.2.1 Analise estatistica do teste de termotolerancia

O experimento de termotolerancia seguiu um delineamento inteiramente
casualizado, avaliando-se temperatura de incubag@o, em quatro niveis: 28, 37, 42
e 45 °C, com 27 repeti¢cdes para cada tratamento. O tempo de fermentacdo (0, 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 horas) nao foi incluido como fonte de variacdo, por se
tratar de um estudo cinético. A varidvel resposta avaliada foi contagem de
células em camara de Neubauer. Para a varidvel resposta contagem total em
placa, os resultados foram avaliados apenas no tempo incial (0 hora de
fermentacdo) e, no final (16 horas de fermentacdo), com 4 repeti¢des para cada
tratamento. As médias foram submetidas a andlise de variancia utilizando-se o
software Sisvar® (FERREIRA, 2011). Para efeito de comparagio de médias, foi
utilizado o teste Tukey, a 5% de probabilidade.

2.3.3 Tipos de processos

Nos trabalhos disponiveis na literatura, existe ampla divergéncia entre a
nomenclatura atribuida aos processos de hidrélise e fermentacio. Em grande
parte dos trabalhos ¢ realizada uma pré-hidrdlise, a fim de fornecer um
carboidrato prontamente disponivel no inicio da fermentacao. Existem trabalhos
que ndo inativam as enzimas apds a pré-hidrdlise e atribuem ao processo o nome

de hidrélise e fermentacio separados (MADRID; DIAZ, 2011) e outros que
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atribuem ao processo a denominagdo de hidrdlise e fermentacdo simultaneas
(TOMAS—PEJO et al., 2009; COSTA, 2011). Poucos trabalhos, principalmente
os realizados pelos autores Shen e Agblevor (2010; 2011), assumem a
denominagdo de sacarificacdo e fermentagdo semissimultaneas (SSSF), pois, de
acordo com tais autores, processos que envolvem uma fase de pré-hidrdlise e
uma fase de hidrélise e fermentacdo simultdneas sdo assim chamados. Sendo
assim, para fins de comparacdo com os dados da presente pesquisa, serdo
considerados trabalhos com processos SSSF os que contarem com uma etapa
de pré-hidrdlise, mesmo que os autores dos mesmos assumam denominacdes

diferentes.

2.3.3.1 Sacarificacio e fermentacao e separadas (SHF)

Como o proprio nome sugere, no processo de sacarificacio e
fermentacdo separadas, a hidrélise e a fermentacdo ocorreram em etapas
distintas.

Para a hidrdlise, foram utilizados 35 erlenmeyers de 125 mL, cada um
contendo 20 g da fase sélida da polpa de café, 40 mL de tampao citrato (50 mM,
pH = 4.,8) e a concentracdo de enzima de 25,78 FPU/g; 28,95 CBU/g e 487,6
U/g de celulase, B-glicosidase e endoxilanase, respectivamente. Os erlenmeyers
foram incubados, a 50 °C e 150 rpm, por 72 horas, de acordo com Souza et al.
(2012). Apds a hidrélise, os erlenmeyers foram imersos em banho de gelo
fundente, a fim de paralisar a reacdo enzimdtica e, em seguida, foram
centrifugados, a 5.000 g, por 10 minutos, descartando-se o precipitado,
utilizando-se apenas o sobrenadante para o processo fermentativo. O hidrolisado
foi avaliado quanto aos teores de actcares redutores e glicose e quanto a

conversdo da celulose em glicose.
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Para a fermentacdo, foram utilizados 3 erlenmeyers de 1 L, contendo,
cada um, 700 mL do hidrolisado produzido a partir da fase sélida da polpa de
café suplementados com sulfato de aménio (1 g.L.™"), fosfato dibasico de potdssio
(1 gL e sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,3 gL"), de acordo com
Tomas-Pejo et al. (2009) e esterilizados em autoclave, a 121 °C, durante 15
minutos. O inicio da fermentacdo foi marcado pela adicio do indculo, na
concentracdo de 10% v/v. A fermentacdo foi realizada em incubadora regulada a
28 °C, sem agitagdo, por um periodo de 72 horas. O estudo cinético foi realizado
retirando-se amostras nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. Foram
realizadas andlises de acucares redutores, glicose, contagem e viabilidade de

células em camara de Neubauer, contagem de células em placa, pH e etanol.

2.3.3.2 Sarificacao e fermentaciao semi-simultaneas (SSSF)

No processo de sacarificacdo e fermentacdo semissimultineas foi
realizada uma pré-hidrélise da fase sélida da polpa de café pré-tratada,
utilizando-se 35 erlenmeyers de 125 mL, contendo 20 g de extrato sélido da
polpa de café pré-tratada e 40 mL de tampao citrato (50 mM, pH = 4,8), os quais
foram esterilizados em autoclave, a 121 °C, por 15 minutos. A concentracdo de
enzima utilizada na etapa de hidrélise descrita no item anterior foi dividida pela
metade. Apds a adi¢do das enzimas, os erlenmeyers foram incubados, a 50 °C, a
150 rpm, por 24 horas (SHEN; AGBLEVOR, 2010).

Ap6s o periodo determinado, o material pré-hidrolisado foi disposto em
trés erlenmeyers de 1 L, contendo, cada um, 700 mL de material pré-hidrolisado,
os quais foram acrescidos da outra metade da concentrag¢do de enzimas (a fim de
se atingir a concentracdo total utilizada no processo SHF), de suplementos
(sulfato de amoénio:1 gL', fosfato dibdsico de potdssio: 1 gL', sulfato de

magnésio hepta-hidratado: 0,3 g L") e de 10% v/v de inéculo de Kluyveromyces
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marxianus CCT 4086. Os meios foram incubados a 37 °C (temperatura
selecionada com base nos experimentos de termotolerancia e nos trabalhos de
Costa, 2011 e Shen e Agblevor, 2011), sendo agitados, a 150 rpm, nas primeiras
12 horas e, depois, deixados em repouso até o final do processo. Nessa etapa
ocorrem a sacarificacdo e a fermentagdo simultineas e, devido ao fato de o
experimento ser precedido de uma pré-hidrdlise, o processo recebe o nome de
sacarificacido e fermentacdo semissimultaneas. O estudo cinético foi realizado
retirando-se amostras nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de processo,
tendo, de O a 24 horas, ocorrido apenas a pré-hidrélise e, a partir de 24 horas,
iniciaram-se a fermentagdo e a hidrélise simultaneas. Foram realizadas andlises
de acucares redutores, glicose, contagem e viabilidade de células em camara de

Neubauer, contagem de células em placa, pH e etanol.

2.3.3.3 Sacarificacio e fermentacao simultineas

Almejando a realizacdo da fermentacdo e hidrélise simultaneas, foram
utilizados 7 erlemeyers de 500 mL, contendo, cada um, 100 g de fase sélida da
polpa de café e 200 mL de tampao citrato (50 mM, pH=4,8), as concentracdes de
enzimas de 25,78 FPU/g; 28,95 CBU/g e 487,6 U/g de celulase, B-glicosidase e
endoxilanase, respectivamente; 1 gL' de sulfato de aménio, 1 gL' de fosfato
dibdsico de potdssio, 0,3 g.L"' de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 10% v/v
de indculo de Kluyveromyces marxianus. Os meios foram armazenados a
temperatura de 42 °C (TOMAS-PEJO et al., 2009) e agitados, por 12 horas, a
150 rpm. Transcorrido esse tempo, 0s meios permaneceram em repouso até o
final do processo de fermentagdo e hidrélise simultdneas. Para o estudo cinético
foram retiradas amostras nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de

processo. Foram realizadas anédlises de agucares redutores, glicose, contagem e
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viabilidade de células em camara de Neubauer, contagem de células em placa,

pH e etanol.

2.3.4 Parametros fermentativos

Os parametros fermentativos avaliados nos trés tipos de processos foram
produtividade em etanol e conversdo da celulose em etanol. Apenas para o
processo de sacarificacdo e a fermentacdo separados foi possivel calcular a
conversdao de glicose em etanol e a eficiéncia fermentativa (que mensura o
quanto do agtdcar metabolizado se transformou em etanol), uma vez que, nos
demais processos (SSSF e SSF), a glicose € continuamente liberada, o que

acarreta valores superestimados para as varidveis relatadas.

2.3.4.1 Produtividade em etanol (Q,)

A produtividade em etanol (Q,), também conhecida como produtividade
volumétrica de etanol, expressa o teor produzido em etanol em certo intervalo de
tempo e é obtida dividindo-se a concentracdo final de etanol pelo tempo de
fermentacao em horas, conforme Equagao 5:

Q, =EtOH, /t, )

em que
EtOH;= concentrag@o de etanol no final da fermentacao (g etanol/L);

ty= tempo total da fermentacao (horas).
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2.3.4.2 Conversao de celulose em etanol

O fator de conversdo do substrato (celulose) em etanol (Ygc) foi
calculado em gramas de etanol produzido por gramas celulose inicial,

empregando-se a Equacgdo 6.

Yeic=EtOH/Co (6)

em que
EtOH;= concentracdo de etanol no final da fermentacdo (g etanol/L);

Co = concentragao de celulose no inicio da fermentacdo (gcelulose/L);

2.3.4.3 Conversao de glicose em etanol

O fator de conversdo do substrato (glicose) em etanol (Ygg) foi
calculado em gramas de etanol produzido por gramas de glicose, conforme a

Equacao 7.

Yeio=EtOH/(Co—C) (7)

em que
EtOH; = concentracio de etanol no final da fermentagdo (g etanol/L);
Co = concentragdo de glicose no inicio da fermentacéo (g glicose/L);

C = concentragdo de glicose no final da fermentagao (g glicose/L).
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2.3.4.4 Eficiéncia fermentativa

A eficiéncia fermentativa (E;) mensura a fracdo do aguicar metabolizado
que se transformou em etanol. A eficiéncia fermentativa foi calculada pela
relacdo entre o rendimento do etanol observado no processo e o rendimento
tedrico (Equagdo 8).

Yerc
0,511

E, =( )x100 (8)

2.3.4.5 Analises estatisticas

Em decorréncia dos diferentes tempos de duragdo, os processos
fermentativos foram comparados apenas no dltimo tempo, quanto as varidveis
concentracdo final de etanol, produtividade e conversdao de celulose em etanol.
Para tanto, o experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado,
com 7 repeti¢des para cada tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia utilizando-se o software Sisvar ® (FERREIRA, 2011). Para efeito de

comparacdo de médias, foi utilizado o teste Tukey, a 5% de probabilidade.

2.3.5 Metodologias analiticas

As metodologias analiticas utilizadas para a determinagdo de cada

varidvel resposta estio descirtas nos proximos itens.
2.3.5.1 Aciicares redutores

Os teores de acucares redutores foram dosados de acordo com a

metodologia do 4cido dinitrosalicilico (DNS) descrita por Miller (1959). Para
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tanto, foi construida uma curva padrao de glicose, relacionando a absorbancia
lida a 540 nm com as concentrac¢des de acucares redutores. Os resultados foram

expressos em g de AR/L de soluc@o.
2.3.5.2 Glicose

Os teores de glicose nas amostras foram determinados por meio do kit
enzimatico GOD PAD (Laborlab®). Para tanto, em tubos de ensaio de 10 mL, o
contetdo de 10 pL. de cada amostra foi acrescido de 1,0 mL do kit enzimadtico
GOD PAP e, sequencialmente, incubado em banho termostatizado, a 30 °C, por
10 minutos. A reacdo foi interrompida por diminui¢do abrupta da temperatura,
utilizando-se banho de gelo para paralisar a atividade enzimdtica. As amostras
foram lidas em espectrofotdmetro, a 500 nm e os resultados foram encontrados
pela curva de calibragdo preparada com o emprego do kit enzimdtico e solu¢ao

padrio de glicose, sendo expressos em g de glicose/L de solugao.
2.3.5.3 Conversao da celulose em glicose

A convers@do da celulose do material pré-tratado em glicose apds
hidrélise enzimadtica foi calculada utilizando-se a Equacdo 9, considerando-se

somente a celulose presente na fase sdlida da polpa de café pré-tratada.

(G, -G, 09
—_—X

Convcelulse(%) = 100 9)

0

em que
G¢: concentracao de glicose ao final da hidrélise enzimética (g de glicose/L de

meio apds a hidrélise);
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Gy: concentragdo de glicose no branco (tratamento realizado sem a enzima) (g
de glicose/L de meio);

Cy: concentracgdo de celulose no material pré-tratado (g de celulose/L. meio a ser
hidrolisado).

2.3.5.4 Contagem e viabilidade de células em ciAmara de Neubauer

A contagem e a viabilidade foram realizadas em cdmara de Neubauer
apos diluigdes adequadas, utilizando-se a colora¢do com azul de metileno (LEE;

ROBINSON; WANG, 1981).

2.3.5.5 Contagem total em placa

Para a contagem total em placa, foi utilizado o meio YMA.
Aproximadamente 20 mL desse meio foram fundidos, a 40 °C, utilizando-se
aparelho de micro-ondas e foram vertidos em placas de Petri esterilizadas,
deixadas em repouso sob luz UV em capela de fluxo laminar, até a solidificag@o
do meio (cerca de 15 minutos). Para o plaqueamento, foram utilizadas dilui¢des
seriadas (de 107 a 10®), incubando-se 100 pL com trés repeticdes para cada
diluicdo (plaqueamento em superficie). As placas foram armazenadas em estufa
BOD, a temperatura de 28 °C, por 72 horas. Transcorrido o tempo de incubagio,
fez-se a contagem do nimero de colOnias, tirando-se a média aritmética de cada
diluicdo e multiplicando-se o resultado pelo fator de dilui¢do. Os resultados

foram expressos em UFC/mL de meio.
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2.3.5.6 Potencial hidrogenionico

O potencial hidrogenidnico foi determinado por potencidometro digital,
modelo Quimis, tipo Q-400 A.

2.3.5.7 Etanol

O etanol produzido foi quantificado por meio da andlise de
cromatografia gasosa, em aparelho Shimadzu CG 17A, com detector de
ionizacdo em chama (FID), utilizando-se coluna capilar Carbowax 20M
(30mx0,25mmx0,25um).  Foram  utilizadas as  seguintes  condicdes
cromatograficas: o injetor automadtico trabalhou no modo “splitless”, utilizando o
hélio como gds de arraste, com velocidade linear de 33 cm.s™". Foi injetado 1 uL
de amostra, sendo o tempo de corrida de 15 minutos. Utilizou-se um gradiente
de temperatura em que a coluna permaneceu, inicialmente, a temperatura de 40
°C, por 4 minutos, aquecendo até 220 °C e permanecendo, por 2 minutos, nessa
temperatura, por meio de uma rampa de aquecimento de 25°C.min". A
temperatura do detector foi de 300 °C. Para a quantifica¢io dos teores de etanol
nas amostras, foi realizada uma calibragdo com base no padrao externo etanol

(padrao analitico da Merck).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas da fase sélida da polpa de café pré-tratada e hidroélise
enzimatica

A fase solida da polpa de café pré-tratada com solugdo de NaOH a 4%
(m/v) ou com dgua destilada foi caracterizada quanto aos teores de umidade,
celulose, hemicelulose e lignina, além de se quantificar as porcentagens de
celulose, de hemicelulose e de lignina remanescentes na biomassa apds pré-

tratamento. Os resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 Caracteristicas da fase sélida da polpa de café pré-tratada com
hidréxido de s6dio ou com dgua destilada.

Componentes Fase solida da polpade  Fase s6lida da polpa de
café pré-tratada com café pré-tratada com
NaOH 4%* dgua destilada*®*

Rendimento (%) 18,01+1,25 60,25+2,03

Celulose (%) 50,53+2,45 28,65+1,52
RC (%) 69,18+0,75 93,1+1,2

Hemicelulose (%) 27,68+1,18 18,25+1,05
RH (%) 44,15+0,19 71,0£2,7

Lignina (%) 13,83+1,25 23,96+1,11
RL (%) 25,19+1,25 100+0,35
Cinzas (%) 2,03+0,25 6,32+0,29

*Umidade da fase sélida da polpa de café pré-tratada com NaOH 4% = 72%.

** Umidade da fase sélida da polpa de café pré-tratada com dgua destilada = 82%.
Abreviaturas utilizadas: RC (%) = teores remanescentes de celulose; RH (%) = teores
remanescentes de hemicelulose (RH) e RL (%) = teores remanescentes de lignina.
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Analisando-se os dados da Tabela 3 e comparando-os com os da Tabela
1 (item 2.1), quanto as fragdes celulose, hemicelulose e lignina, verifica-se um
aumento na concentracdo das duas primeiras varidveis, ao se aplicar qualquer
um dos dois tipos de pré-tratamentos (alcalino ou neutro). Para o teor de lignina,
a observacdo ¢é diferente: para o pré-tratamento com hidréxido de sédio, é
observado um menor teor de lignina, em comparacao com a fase sélida da polpa
de café e, para o pré-tratamento com 4gua destilada, constatou-se um maior teor
de lignina.

Entretanto, os teores de celulose, hemicelulose e lignina devem ser
analisados assumindo-se as porcentagens de cada um desses componentes que
permanecem na biomassa apds a aplicacdo do pré-tratamento, as quais foram
denominadas teores remanescentes de cada componente (celulose, hemicelulose
ou lignina). Dessa forma, a andlise dessas varidveis mostra que a aplicacdo do
pré-tratamento alcalino acarreta em menor teor remanescente de celulose e
maior teor remanescente de hemicelulose, quando comparado ao tratamento com
dgua destilada, indicando perda de celulose provocada pelo dlcali. Todavia, o
tratamento alcalino remove eficientemente a lignina da biomassa, o que ¢ de
extrema importancia, uma vez que a lignina e a hemicelulose atuam como
barreira fisica, impedindo o ataque das enzimas celulases a celulose. A lignina €
um dos principais fatores que limitam a hidrélise enzimdtica da celulose
(BERLIN et al., 2005). A solubilizacdo/remog¢ao de lignina € nula ao se aplicar o
tratamento com 4gua destilada, fato também observado por Nlewem e Tarash Jr.
(2010), ao pré-tratar gramineas switchgrass com dgua, a 100 °C, por 1 hora.

O objetivo de qualquer pré-tratamento € alterar ou remover
impedimentos estruturais ou composicionais a hidrdlise enzimética, ao quebrar
(ou solubilizar) a estrutura da lignina e diminuir a cristalininadade da celulose,
melhorando o rendimento da producdo de acticares fermentesciveis a partir da
celulose e da hemicelulose (BALAT; BALAT: OZ, 2008).
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De acordo com McIntosh e Vancov (2010), a taxa e a extensdo da
hidrélise do tratamento enzimdtico indicam a medida da eficdcia do pré-
tratamento. A maior eficiéncia do pré-tratamento alcalino, em comparacdo com
o pré-tratamento contendo dgua destilada, pode ser constatada apds a aplicagdo
da hidrélise enzimdtica, sendo tal eficiéncia avaliada quanto aos teores de
acucares redutores e glicose liberados apds hidrdlise e quanto a conversao da

celulose em glicose, conforme sumarizado na Tabela 4.

Tabela 4 Teores de aguicares redutores, glicose e porcentagem de conversdo da
celulose em glicose ap6s hidrélise enzimatica da fase sélida da polpa
de café pré-tratada com NaOH 4% ou dgua destilada.

Componente Fase solida da polpa  Fase sdlida da polpa
de café pré-tratada de café pré-tratada
com NaOH 4% com 4gua destilada
Aclcares redutores (g.L'l) 98,03+5,02 11,98+1,18
Glicose (gL' 69,71+0,75 9,03+0,26
Conversao da celulose (%) 84,55+0,95 14,02+1,94

Os dados contidos na Tabela 4 mostram claramente a necessidade da
realizacdo do pré-tratamento alcalino para facilitar a ac@o enzimdtica na
hidrdlise da celulose em glicose.

Os valores obtidos para o teor de agticares redutores (98, 03 gL', que
correspondem a 0,7 g de agticar/g de biomasa) apds hidrélise enzimadtica fase
solida da polpa de café pré-tratada com NaOH 4% (121°C; 25minutos) foram
superiores aos relatados por Nlewem e Tarash Jr. (2010) que, ao pré-tratarem

gramineas switchgrass com NaOH, em concentracdes de 0,5% a 10%,
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observaram 0,31 a 0,51 g de acicar/g de biomassa. Tais diferengas sio
decorrentes do tipo e da concentra¢do de enzimas utilizadas e da composi¢ao dos
materiais. J4 o rendimento em glicose da graminea switchgrass pré-tratada com
dgua (100 °C, 1 hora) foi de 0,093 g de agticar/g de biomassa, muito préximo ao
observado na presente pesquisa para a fase sélida da polpa de café pré-tratada
com 4gua, que foi de 11,98 gL', correspondente a 0,086 g de acticar/g de
biomassa, indicando que a ndo remogao da lignina afeta (de maneira semelhante)

o desempenho das enzimas em diferentes materiais.

3.2 Avaliacao termotolerincia da Kluyveromyces marxianus CCT4086

A termotolerancia da Kluyveromyces marxianus CCT4086 foi avaliada
por meio da incubag¢do do microrganismo em quatro temperaturas diferentes (28,
37, 42 e 47 °C) em relagdo a contagem do numero de células em camara de
Neubauer (nimero de células/mL), ao longo de 16 horas de incubacdo, com
amostragem de 2 em 2 horas e quanto a contagem em placas (UFC/mL), no
tempo inicial (0 hora) e final (16 horas). A primeira varidvel mensura o nimero
de células totais (vidveis e ndo-vidveis) e a segunda avalia o ndmero de células
capazes de se multiplicar formando coldnias (vidveis).

Os resultados da andlise estatistica demonstraram que os tratamentos em
temperaturas de 28, 37 e 42 °C apresentaram nimero de células estatisticamente
semelhante e superior ao valor médio encontrado para a temperatura de 45 °C,

conforme visualizado na Figura 1 (ANOVA disponivel na Tabela A).
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Figura 1 Contagem de células de Kluyveromyces marxianus CCT 4086 incubadas em
diferentes temperaturas, ao longo de 16 horas

As curvas ilustradas na Figura 1 mostram que, em todas as temperaturas,
a fase lag, em que a populagdo permanece quase inalterada, teve duracdo de
menos de duas horas. A fase seguinte - fase exponencial, em que a populagdo
aumenta em um ritmo constante - procedeu-se de 2 a 6 horas, aproximadamente,
com o numero de células permanecendo praticamente constante (fase
estaciondria) a partir de 8 horas, para as temperaturas de 37 e 42 °C e de 6 horas
para a temperatura de 45 °C. Para a temperatura de 28 °C, a transi¢do entre a
fase exponencial e a fase extaciondria nio foi tdo pronunciada quanto para as
demais temperaturas, contudo, pode ser observada mudanca na inclinacdo da
curvatura (menos ingrime) a partir de 8 horas de incubacio.

Muitas cepas de Kluyveromyce marxianus sdo termotolerantes, sendo
capazes de alcangar temperaturas de crescimento tio elevadas quanto 47 e 52 °C
e a producdo eficiente de etanol pode ocorrer em temperaturas que variam entre
38 e 45 °C (BALLESTEROS et al,. 2004;. LIMTONG; SRINGIEW;
YONGMANITCHALI 2007).
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Por meio da Figura 1 € possivel se ver claramente que a Kluyvermyces
marxianus CCT 4086 foi capaz de crescer em todas as temperaturas testadas.
Maior nimero de células € atingido quando essa levedura € incubada a 37 e a 42
°C, seguida da incubagdo a 28 °C. Menores numeros de células foram
encontrados, em todos os tempos de incubagdo, para a temperatura de 45 °C.

Pela andlise desses dados fica evidente que a temperatura de 45 °C
desfavoreceu o crescimento celular medido em termos da concentracdo de
células. Limtong, Sringiew e Yongmanitchai (2007) também nao observaram
diferencas estatisticas no crescimento de Kluyveromyces marxianus DMKU-3-
1042, nas temperaturas de 37 e 40 °C.

Costa (2011), ao avaliar a velocidade de crescimento especifico da
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 (a mesma levedura utilizada na presente
pesquisa), ndo encontrou diferencas entre as temperaturas de 30, 37, 42 e 45 °C.
Entretanto, em relacdo ao nimero de células (obtido em termos da densidade
Optica), o maior valor obtido foi para a temperatura de 42 °C (1,17), seguido de
37 °C (0,89), depois 30 °C (0,73) e, por ultimo, com o menor valor, 45 °C
(0,68). A diferenga observada pela autora ndo é tdo pronunciada quanto a
constatada nesse trabalho. Entretanto, devem ser consideradas as diferencas
entre as metodologias utilizadas para mensurar a concentracdo celular, além da
composi¢cdo do meio de cultura, por exemplo, quanto a concentracio de glicose
(o autor utilizou a concentragdo 4% e, na presente pesquisa, 0 meio continha 1%
de glicose).

Ao final do periodo de incubacdo (16 horas), as porcentagens de células
vidveis em relacdo as células totais, contadas em camara de Neubauer,
observadas para as temperaturas de 28 °C, 37 °C, 42 °C e 45 °C foram de
90,71%, 91%, 90,24% e 73,28%, respectivamente.

Para a contagem de unidades formadoras de coldnias em placa foram

significativas (P<0,05) as varidveis temperatura de incubacio e interacdo entre o
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tempo e temperatura. As médias e os resultados do Teste de Tukey estdo
dipostos na Tabela 5 e o resumo da ANOVA, na Tabela 31A.

Observou-se, por meio da contagem de células em placa, que, no tempo
inicial de incubag@o, todas as temperaturas foram equivalentes quanto a
concentragdo celular mensurada em UFC/mL. Ao final da fermentacdo, as
temperaturas de 28 °C, 37 °C e 42 °C proporcionaram as concentracdes celulares
estatisticamente semelhantes e superiores 2 média observada para a temperatura
de 45 °C. Esses resultados concordam com a contagens em camara de Neubauer,
anteriormente discutidas.

Para as temperaturas de 28 °C, 37 °C e 42 °C foi observado aumento na
concentracdo celular (diferenca estatistica entre as médias do tempo inicial e
final) com o aumento do tempo de incubacdo. Para a temperatura de incubagdo
de 45 °C, a média da contagem de células em placa do inicio do tratamento foi
estatisticamente semelhante a média da contagem de células em placa do final
do tratamento, o que pode ser decorrente do elevado coeficiente de variagdo
encontrado para essa varidvel (33,06%), uma vez que, por meio da Figura 1,

observa-se um pequeno aumento no nimero de células.

Tabela 5 Contagem de células em placa (UFC/mL) para o tempo inicial e o
tempo final de cada fermentacao.

Tempo UFC x 10*/mL de meio
28 °C 37 °C 42 °C 45 °C
Inicial 0,35+0,13**  0,30+0,14**  0,30+0,08"*  0,30+0,08""
Final 3,43+0,52°®  4,08+1,10®  3,78+0,96®  0,91+0,09°*
CV(%) 33,06

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.
Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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Os resultados obtidos para todas as varidveis analisadas indicam as
temperaturas de 28, 37 e 42 °C como as melhores para se incubar a levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 4086, a fim de se obter maiores concentragdes
celulares. As temperaturas de 37 e 42 °C também foram escolhidas por Souza et
al. (2012) para processos envolvendo a Kluyveromyces marxianus UFV-3 e por
Costa (2011) para a fermentacdo utilizando a Kluyveromyces marxianus CCT

4086.

3.3 Processos fermentativos

As caracteristicas de cada processo fermentativo sdo discutidas nos

préximos itens.

3.3.1 Sacarificacao e fermentacao separadas (SHF)

A fase sélida da polpa de café pré-tratada alcalinamente e hidrolisada
por 72 horas apresentou teor médio de acticares redutores igual 98,03 g.L”' e
69,71 g de glicose.L”', com porcentagem de conversio da celulose em glicose de
84,55%. Os valores encontrados foram superiores aos relatados por Nascimento
(2011), que observou 55,5 g de glicose.L”', com uma porcentagem de conversio
da celulose em glicose de 77,1%, para bagaco de cana-de-agtcar pré-tratado
com NaOH 4% (121°C, 30 min), utilizando 20 FPU de accelerase/g de material
lignocelulésico. As discrepancias encontradas entre a literatura citada e a
presente pesquisa podem ser provenientes do tipo de enzima utilizada e das
diferentes caracteristicas composicionais das biomassas em comparagao.

O material hidrolisado foi, entdo, fermentado (SHF) e as cinéticas de
consumos de agticares redutores e de glicose no decorrer de 72 horas estdo

representadas na Figura 2. O consumo de agtlicares permaneceu constante apos
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60 horas de fermentacdo, sendo esse tempo assumido como o tempo final do

processo fermentativo.

100
90
80
70
60
50
40 - .

30 A ~‘~.__~__
204 T '
10 - -~

—— AR

--&--Glicose

Concentragéo (g.L %)

Tempo (hora)

Figura 2 Cinética do consumo de agticares redutores (AR) e glicose, por Kluyveromyces
marxianus, em meios contendo fase sdlida da polpa de café pré-tratada e
hidrolisada, sendo a hidrdlise e a fermentacdo realizadas separadamente (SHF)

A fermentacio F1 iniciou-se com um teor de AR de 98,03 g.L"' e, apés
60 horas, a concentracio observada foi de 15,31 g.L"!. Para a concentracio de
glicose, os teores inicial e final mensurados foram de 69,71 gL' e 532 gL',
respectivamente.

A cinética de produgdo de etanol observada no processo de hidrélise e
fermentacao separada da fase s6lida da polpa de café pode ser visualizada com o
auxilio da Figura 3, por meio da qual se observa que a concentragdo de etanol
permaneceu constante apds 60 horas de fermentacdo, o que corrobora os
resultados observados durante o consumo de agticares. Ao final das 60 horas de

processo, foi observado teor médio de etanol de 21,72 g.L"".
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Figura 3 Producdo de etanol, por Kluyveromyces marxianus, durante o processo de
fermentac@o (SHF) da fase liquida da polpa de café pré-tratada e hidrolisada

Os resultados observados foram superiores aos relatados por Madrid e
Diaz (2011) que, ap6s SHF, com hidrdlise de 24 horas (a 50 °C) e fermentagao
de 48 horas (a 38 °C), utilizando como biomassa papel, obtiveram 33 g de
acticares redutores.L”', apés hidrélise e 12,2 g de etanol. L', utilizando
Kluyveromyces marxianus ATCC36907. Embora a carga de sélidos utilizada na
literatura anteriormente citada para a hidrélise enzimética tenha sido menor (6%
m/v) do que a empregada no presente trabalho, os resultados obtidos nesse
estudo mostram o quao promissor € o uso de fase sélida da polpa de café para a
producio de etanol utilizando Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

Kuloyo (2012), utilizando a carga de s6lidos na mesma concentragdao
que a empregada neste trabalho (14% m/v, em peso seco), obteve, em processo
SHF de biomassa de figueira-da-india (Opuntia ficus-indica), concentra¢des de
acticares redutores e glicose de 59,5 g. L™ ¢ 30,7 g. L', respectivamente, apés 48
horas de hidrélise. O teor miximo de etanol obtido foi de 19,5 g. L7,

ligeiramente inferior ao relatado nesta pesquisa.
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Os resultados das contagens de células totais e vidveis ao longo da
fermentacio fase sélida da polpa de café pré-tratada e hidrolisada pelo processo
SHF estdo ilustrados na Figura 4. Observa-se, no grafico, a semelhanca no
comportamento do nimero de células totais e vidveis, com elevado aumento na
concentracdo até 24 horas de fermentacdo, o que demonstra excelente adaptagio
da levedura ao meio composto pelo hidrolisado de fase sélida da polpa de café.
A fermentacio iniciou-se com 5,6 x 10’ células/mL de meio e, apés 72 horas, o
nimero de células observado foi de 4,47 x 10° células/mL de meio e as
porcentagens de células vidveis, no inicio e no final do processo, foram de
89,73% e 84,29%, respectivamente. Quanto a contagem em placa, observaram-
se, no inicio (0 hora) e no final do processo (72 horas), os valores médios de
5,3x10" UFC/mL e 3,60 UFC/mL, corroborando os resultados das contagens em

camara de Neubauer.
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Figura 4 Variacdo da concentracdo de células e viabilidade celular ao longo do tempo de
fermentagdo da fase sélida da polpa de café pré-tratada e hidrolisada (SHF) por
Kluyveromyces marxianus CCT 4086
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A fermentacdo apresentou pH inicial de 5,50 e, ao término da
fermentacdo, o pH mensurado foi de 4,95. O maior pH observado no inicio da
fermentacdo € decorrente da adicdo de suplementos e do indculo, entretanto,
com o decorrer da fermentacdo, ele foi se aproximando do pH do tampao citrato

(pH = 4,8) utilizado na hidrélise.
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Figura 5 Varia¢ao do pH ao longo do tempo de fermentac@o da fase sélida da polpa de
café pré-tratada e hidrolisada (SHF) por Kluyveromyces marxianus

3.3.2 Sacarificacao e fermentacao semissimultianeas (SSSF)

No processo de sacarificacdo e fermentacido semissimultaneas (SSSF), a
fase solida da polpa de café pré-tratada passou por uma pré-hidrélise (24 horas,
50 °C e 150 rpm) com metade da concentra¢do de enzimas. Transcorrido o
periodo de pré-hidrélise, a temperatura foi abaixada a 37 °C e iniciaram-se a

hidrélise e a fermentagdo simultaneas.
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Os perfis das concentracdes de agticares redutores, glicose e etanol

ao longo do tempo utilizando-se o processo SSSF sdo mostrados na Figura 6.

60 - —— AR 25
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==& = Etanol
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Acgucares Redutores e glicose

Tempo (hora)

Figura 6 Consumo de acucares redutores (AR) e glicose e producao de etanol durante o
processo de sacarificacdo e fermentacdo semissimultdneas da fase sdlida da
polpa de café pré-tratada utilizando Kluyveromyces marxianus, com pré-
hidrdlise de 24 horas

A fase sélida da polpa de café pré-tratada utilizada no experimento
SSSF apresentou a concentracio de acticares redutores de 5,9 gL' e um teor de
glicose igual a 4,21 g.L”!, antes da pré-hidrélise. Ap6s 24 horas de pré-hidrélise,
foram observadas as concentragdes médias de agtcares redutores e de glicose de
54,06 g.L'e 31,83 gL, respectivamente.

A partir de 24 horas, observou-se decréscimo na concentragdo de
carboidratos (acticares redutores e glicose) até 72 horas e, a partir desse tempo,
até 120 horas, a concentracdo de carboidratos parece permanecer constante.

Entretanto, ao se analisar a cinética de producdo de etanol, verifica-se que
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ocorreu um aumento continuo da produg@o desse alcool até 120 horas de
fermentacio, indicando consumo de agucares pela levedura.

A observacdo aparentemente contraditéria descrita anteriormente se
deve ao fato de que, no inicio da fermentacdo, a levedura utiliza o agtcar
disponibilizado pela pré-hidrélise. No decorrer do processo SSSF, as enzimas
celuloliticas degradam a celulose que resistiu a pré-hiddlise e o agtcar produzido
pela hidrélise € consumido pela levedura e convertido a etanol, sendo detectados
apenas os agucares que a levedura ndo consumiu. Por essa razdo, observam-se
aumento na concentracio de etanol e constancia na concentracao de acucares.

O aumento na concentra¢do de aguicares a partir de 120 horas indica
continuagdo da atividade da celulase apds a conclusdao da fermentacdo pela
levedura, o que também foi observado na pesquisa de Ballestros et al. (2004) e
de Suryawati et al. (2008). O desempenho da Kluyveromyces marxianus pode
ser afetado tanto pela baixa concentracdo de glicose, resultando em condi¢des de
estresse metabdlico QUANTO pela toxicidade do etanol presente no meio de
cultura (BALLESTROS et al., 2004).

O teor de etanol produzido aumentou até 120 horas de processo, quando
atingiu a concentragdo de 21,66 g.L" e, apés 144 horas, a concentragio média de
etanol observada foi de 21,33 g.L". A partir de 144 horas, a concentragio de
etanol permaneceu praticamente invaridvel (dados ndo mostrados), o que incita a
ideia de que o processo fermentativo cessou ap6s 120 horas.

Elevados teores de sélidos, sobretudo acima de 10% m/v (TOMAS-
PEJO et al., 2009), sdo um grande problema, devido a elevada viscosidade do
hidrolisado (BALLESTEROS et al., 2004), que dificulta a fermentagdo. Souza et
al. (2012), ao pré-hidrolisarem bagaco de cana pré-tratado, utilizando a
concentracdo de sélidos de 8% m/v, por 24 horas, a 50°C, obtiveram cerca de 20
g de glicose.L" e, apés 8 horas de fermentagdo a 37 °C, por Kluyveromyces

marxianus, contataram a producio de cerca de 20 g de etanol.L'. Costa (2011)
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utilizou a mesma levedura empregada neste trabalho (Kluyveromyces marxianus
CCT 4086) para a producdo de etanol a partir de bagaco de cana pré-hidrolisado
a 50 °C, por 72 horas, com concentracdo de sélidos de 8% m/v. Este autor
obteve 35 g de glicose.L” e, apds a fermentagio realizada a 37 °C, o teor de
etanol produzido foi de 21,48 g.L”", tendo os valores de glicose e etanol obtidos
ficado muito préximos aos da presente pesquisa, comprovando a boa eficiéncia
da Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em produzir etanol a partir de
diferentes biomassas pré-hidrolisadas. Dessa maneira, fica evidente que a
elevada concentracdo de solidos (14% m/v) utilizada neste estudo ndo
comprometeu a producio de etanol.

Na Figura 7 ilustra-se a variagdo do nimero de células ao longo do
tempo de processo SSSF, por meio da qual nota-se o rdpido aumento na
concentracdo celular até 84 horas de processo, mantendo-se em fase estaciondria
até o tempo final. A fermentacio iniciou-se com 5,5 x 10 células/mL de meio e
5 x 10’ células vidveis/mL de meio. Observa-se que houve diminui¢io no
nimero de células vidveis a partir de 120 horas de fermentacdo, o que concorda
com os resultados observados para a producdo de etanol. Apés 120 horas de
fermentacdo, as concentracdes de células foram de 4,66 x 10° células/mL de
meio e 4,16 x 10° células vidveis /mL de meio, sendo a porcentagem de células
vidveis em relacdo as células totais de 89,47. No final da avaliacdo (144 horas)
observou-se a concentracdo celular de 4,75 x 10® células/mL de meio, sendo

82,54% viaveis.
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Figura 7 Variag@o da concentragdo e viabilidade celular de Kluyveromyces marxianus,
ao longo do tempo da sacarificagdo e fermentacdo semissimultdneas da fase
s6lida da polpa de café pré-tratada, com pré-hidrélise de 24 horas.

A pequena diferenca existente entre o pH inicial (4,91) e o pH final
(4,79), observada na Figura 8, durante o processo fermentativo SSSF da fase
sOlida da polpa de café pré-tratada, demonstra o elevado o potencial
tamponamento exercido tampao citrato (pH=4,8, 50 mM) adicionado no inicio
do processo. O pequeno acréscimo observado nos tempos 24 e 36 horas pode ser

explicado pela adicdo do indculo e dos suplementos para a fermentacao.
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Figura 8 Variag¢@o do potencial hidrogenidnico (pH) ao longo do tempo do processo de
sacarificacdo e fermentacdo semissimultaneas da fase solida da polpa de café
pré-tratada, com pré-hidrélise de 24 horas, utilizando-se, para a fermentagdo, a
levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086

3.3.3 Sacarificacao e fermentacao simultaneas (SSF)

A hidrdlise e a fermentacdo foram realizadas simultaneamente, a 42 °C.
As cinéticas de consumo de agucares redutores e glicose e da producdo de etanol

encontram-se na Figura 9.
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Figura 9 Cinéticas do consumo de agucares redutores (AR) e glicose e da producdo de
etanol durante o processo de sacarificagdo e fermentacdo simultineas da fase
s6lida da polpa de café pré-tratada, utilizando Kluyveromyces marxianus

No inicio do processo de hidrdlise e fermentacdo simultdneas ocorre
baixa producdo de etanol, em virtude da pequena concentracdo de actcares
disponiveis. No tempo de 24 horas, observam-se as maiores concentracdes de
acticares redutores (11,58 g.L'") e de glicose (7,7 g.L'") de todos os tempos
analisados, demonstrando que a hidrdlise se processa mais rapidamente que a
fermentacdo, nos periodos iniciais. Os decréscimos observados nos teores de
acucares acompanhados do aumento da concentracdo de etanol demostram
intensa atividade fermentativa e boa performance da Kluyveromyces marxianus
CCT 4086, que consome o agucar produzido durante a hidrdlise.

No tempo de 96 horas de fermentacdo e hidrélise simultaneas, obteve-se
a concentracio de etanol de 15,24 gL', permanecendo constante apds esse
periodo, sendo a concentracio de etanol igual a 14,6 g.L"!, no tempo 144 horas.
Dessa maneira, assumiu-se o tempo de 96 horas como o fim do processo SSF. O

aumento na concentracdo de acucares observado a partir de 96 horas de
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fermentacdo confirma o fim da fermentacdo e a continuacdo da atividade da
celulase, conforme discutido no processo SSSF.

Os teores de etanol encontrados ao final de 96 horas de fermentacdo
estio préximos aos 16 g de etanol.L”, observados por Ballestros et al. (2004),
ap6s 82 horas de fermentacdo, a 42 °C, da palha de milho pré-tratada por
explosao a vapor, hidrolisada e fermentada por Kluyveromyces marxianus CECT
10875 e aos 14,8 de etanol.L”, obtidos a partir de gramineas switchgrass pré-
tratadas, hidrolisadas e fermentadas, a 41 °C, por 72 horas, no trabalho de
Suryawati et al. (2008).

Avaliando-se a concentrag@o celular (Figura 10) em termos do nimero
de células totais e do nimero de células vidveis presentes no meio de
fermentacdo, observou-se um rdpido aumento de ambas as varidveis, até 60
horas de hidrdlise e fermentacao simultaneas. As concentragdes de células totais
e vidveis no inicio do processo SSF foram iguais a 5,4 x10” células/mL de meio
e 4,8 x10’ células vidveis /mL de meio, respectivamente, com a porcentagem de
viabilidade igual a 90,23%. A partir de 96 horas, observou-se um pequeno
decréscimo no ndmero de células vidveis. Apés 120 horas de fermentacdo, a
concentracdo celular observada foi de 4,56 x 10® células/mL de meio, sendo
85,59% destas células vidveis. A contagem de células em placa apontou as
concentragdes 6 x10” UFC/mL de meio no inicio do processo e 4,53 UFC /mL

de meio apds 144 horas.
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Figura 10 Variag¢do da concentracio e viabilidade celular de Kluyveromyces marxianus
ao longo do tempo da sacarificag@o e fermentagdo simultaneas da fase sélida
da polpa de café pré-tratada

Como pode ser visto na Figura 11, o pH, durante o processo SSF, ficou
bastante estdvel, sendo o igual a 4,79 e o final de 4,86, mantendo-se constante o

pH de 4,8 do tampao citrato.
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Figura 11 Variag¢do do potencial hidrogenionico (pH) ao longo do tempo do processo de
sacarificac@o e fermentagdo simultineas da fase sélida da polpa de café pré-
tratada utilizando-se para a fermentacdo a levedura Kluyveromyces marxianus
CCT 4086

3.3.4 Parametros fermentativos

Os diferentes processos de sacarificacdo e fermentacdo da fase sélida da
polpa de café pré-tratada foram comparados quanto a producao final de etanol, a
produtividade volumétrica e a conversdo do substrato (celulose) em etanol.
Como, nos processos SSS e SSF, a glicose € continuamente liberada a partir da
celulose, ndo se torna possivel o cédlculo da conversdo da glicose em etanol,
tampouco o célculo da eficiéncia fermentativa, como mencionado anteriormente.
Por essa razdo, tal parametro foi calculado apenas para SHF. Os valores médios
e os respectivos desvios padrdes dos pardmetros fermentativos avaliados
encontram-se na Tabela 6 e os resumos das ANOVAs estdo disponiveis nas

Tabelas 32A a 34A.
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O tempo final de cada processo fermentativo foi de 60 horas para SHF,
120 horas para SSSF e 96 horas para SSF, selecionados com base no consumo

de acticares ou na estabilizac@o do teor de etanol produzido.

Tabela 6 Valores médios e desvios padrdes para concentracdo final de etanol,
produtividade volumétrica de etanol (Qp), fator de conversdo da
celulose em etanol (Yg), fator de conversdo da glicose em etanol
(Ygig) e eficiéncia fermentativa (Ef) dos diferentes processos de
sacarificacdo e fermentacdo da fase solida da polpa de café pré-tratada.

Tratamento Etanol final Qp YE/C YE/G Ef
(g/L) (g etanol/ (getanol/g (g etanol/g %
L.h) celulose) glicose)

SHF 21,71£1,00°  0,36+0,02* 0,3120,01°  0,3420,02  66,03+3,63
SSSF 21,66+0,96*  0,22+0,01°  0,3120,01° - -
SSF 15,244237°  0,1620,03°  0,22+0,03° - -

CV(%) 5,60 8,36 5,52 - -

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo apresentaram diferengas estatisticas, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Abreviaturas utilizadas: SHF = sacarificacdo e
fermentacdo separadas; SSSF = sacarifica¢do e fermentacdo semissimultaneas e SSF =
sacarificacdo e fermentacdo simultineas.

Os tratamentos SHF e SSSF apresentaram médias de etanol e conversio
de celulose em etanol estatisticamente semelhantes e superiores a média
observada para o tratamento SSF. Os valores de conversio de celulose em etanol
observados sdo superiores aos relatados por Costa (2011), ao utilizar a mesma
levedura desta pesquisa (Kluyveromyces marxianus CCT 4086), em um processo
SSSF, a 37 °C e a 42 °C, obtendo 0,27 g etanol/g celulose e 0,17 g etanol/g

celulose, respectivamente, utilizando bagaco de cana-de-agtcar; e se aproximam

dos encontrados por Ballesteros et al. (2004), utilizando Kluyveromyces
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marxianus CECT 10875, para um processo SSF a 42 °C (0,31-0,36 g etanol/g
celulose). Os maiores teores de etanol e de conversdo de celulose em etanol
foram obtidos nos processos SHF e SSSF, cuja principal vantagem € a hidrélise
(ou pré-hidrélise) realizada nas condi¢des Otimas das enzimas (KULOYO,
2012), o que possibilita o inicio da fermentacdo com uma concentra¢do de
acucar superior a inicial do processo SSF.

Com relacdo a produtividade volumétrica de etanol, que relaciona a
concentracdo final com o tempo do processo, observou-se a maior média para o
tratamento SHF, seguido pelo SSSF e, por fim, menor média foi observada para
o tratamento SSF. Os maiores valores de produtividade volumétrica de etanol
observados durante aos processo SHF e SSSF, em comparagdo ao processo SSF,
podem ser atribuidos ao maior grau de hidrdlise enzimdtica, como discutido no
pardgrafo anterior e, também, a solubilizacdo da biomassa antes da inoculag¢do
do microrganismo, o que torna o meio menos viscoso, facilitando a transferéncia
de massa (KULOYO, 2012).

Entretanto, os valores para a produtividade em etanol foram calculados
baseando-se apenas no tempo de fermentacdo, ou seja, a partir do momento em
que a levedura foi adicionada. Dessa maneira, o processo SSF leva desvantagem
em relacdo ao tempo total de tratamento (maior tempo). Se a produtividade fosse
calculada com base nos tempos de hidrélise somados ao tempo de fermentagio
para cada processo, seriam obtidos, para SHF, SSSF e SSF, os valores de
produtividade de 0,16 g etanol/ L.h; 0,18 g etanol/ L.h e 0,16 g etanol/ L.h,
aproximando os tratamentos SHF e SSF. Os dados nao foram calculados dessa
forma pelo entendimento de que a produtividade s6 deve ser contada a partir do
momento que a fermentacdo se inicia. Tais cdlculos foram mostrados apenas
para se comparar a produtividade em termos do tempo global dos processos,

lembrando que, para a realizacdo de SHF, foram necessdrios maior tempo de
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hidrélise, inativacao das enzimas e clarificacdo do meio por centrifugacio, o que

levou a um maior consumo de energia.
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4 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa mostraram a possibilidade de se obter
etanol a partir da biomassa de polpa de café (na forma de sua fase sélida)
utilizando Kluyveromyces marxianus CCT 4086, recebendo destaque os
processos de fermentacdo e hidrdlise separadas e fermentacdo e hidrélise
semissimultineas. A termoestabilidade da levedura foi comprovada, obtendo-se
maiores concentragdes celulares a 37 °C e a 42 °C. Por meio da comparacio da
hidrdlise enzimdtica da fase sélida da polpa de café pré-tratada com NaOH 4%
m/v com a da fase s6lida da polpa de café pré-tratada com dgua, a eficiéncia do
pré-tratamento alcalino ficou comprovada, obtendo-se elevado teor de glicose.
No entanto, os resultados obtidos para etanol ainda sdo baixos para processos
industriais. Dessa maneira, mais estudos s@o necessdrios, para que se atinja um
processo rentdvel, e processos em batelada continuamente alimentada parecem
ser alternativas promissoras. Contudo, comprovou-se mais uma aplicabilidade
biotecnoldgica da polpa de café (na forma de sua fase sélida), que € a produgdo

de um combustivel renovavel.
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CONSIDERACOES FINAIS

A demanda mundial por processos sustentdveis indica a necessidade de
estudos alternativos para o aproveitamento de residuos agricolas cujo destino
atual contribui para a poluicdo ambiental.

No presente trabalho constatou-se a viabilidade cientifica de utilizacao
da polpa de café na obtencdo de etanol por via fermentativa, utilizando-se a
levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086.

O uso da fase liquida da polpa de café na producdo de etanol, como
diluente do melaco e do caldo de cana-de-acticar, mostrou-se interessante, do
ponto de vista econdmico, uma vez que economiza dgua e também matéria-
prima, devido ao fato de essa fase conter agiicares. O tamponamento observado
nos meios fermentativos contendo fase liquida da polpa de café ndo pode ser
atribuido aos 4cidos madlico, citrico, succinico e oxdlico; entretranto, pesquisas
sobre outros compostos que podem estar presentes na fase liquida da polpa de
café (acidos clorogénicos, por exemplo) estdo sendo realizadas.

A utilizacdo da fase liquida da polpa de café em sua forma pura, para a
obtencdo de etanol, indicou a possibilidade de se produzir uma bebida
fermentada utilizando essa fase em combina¢do com a levedura Kluyveromyces
marxianus. Bstudos realizados nessa drea possibilitardo a obtencdo de um novo
produto.

O uso da fase sélida da polpa de café para a producdo de etanol
utilizando a Kluyveromyces marxianus CCT 4086 também foi vidvel,
cientificamente. A etapa hidrolitica ¢ a mais onerosa do processo de conversao
de materiais lignoceluldsicos a etanol. O uso de culturas mistas, contendo
microrganismos que secretem enzimas no meio de cultura, tem sido
amplamente pesquisado e parece ser uma alternativa promissora para a obtengao

de etanol lignoceluldsico.



244

A viabilidade econdmica da obtencdo do etanol a partir da polpa de café,
utilizando a Kluyveromyces marxianus CCT 4086 serd estudada e os resultados

serdo divulgados assim que os estudos estiverem concluidos.
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APENDICE

CAPiTULO 2- PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DA FASE
LIQUIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea arabica L.) POR Kluyveromyces
marxianus CCT4086

Tabela 1A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel amido.

Fonte de variacao GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 15,329120 3,832280 0,0000
Erro 15 0,402575 0,026838

Total corrigido 19 15,731695

CV (%) = 16,46

Tabela 2A Resumo da andlise de variancia para a varidvel pectina total.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 0,888308 0,222077 0,0000
Erro 15 0,002510 0,000167

Total corrigido 19 0,890817

CV (%) = 3,82

Tabela 3A Resumo da andlise de varidncia para a pectina soltivel.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 0,098223 0,024556 0,0000
Erro 15 0,012158 0,000811

Total corrigido 19 0,110380

CV (%) =22,4

Tabela 4A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel polifendis.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 0,142482 0,035621 0,0000
Erro 15 0,000249 0,000017

Total corrigido 19 0,142731

CV (%) =271
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Tabela SA Resumo da andlise de varidncia para a varidvel agicares redutores

totais.
Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 1,429630 0,357407 0,0013
Erro 15 0,681550 0,045437
Total corrigido 19 2,111180
CV (%) = 3,69

Tabela 6A Resumo da andlise de variancia para a varidvel agtcares redutores.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 4,717970 1,179493 0,0177
Erro 15 4212125 0,280808

Total corrigido 19 8,930095

CV (%) =2,49

Tabela 7A Resumo da andlise de variancia para comparagdo da consumo de
actucares entre F1 e F2.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 102,950074 102,950074 0,8615
Erro 64  214650,428370 3353,912943

Total corrigido 65  214753,378444

CV (%) = 77,54

Tabela 8A Resumo da andlise de varidncia para comparacio da consumo de
actcares entre F3 e F4.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 149,319075 149,319075 0,7961
erro 46 101720,300525 2211,310881

Total corrigido 47 101869,619600

CV (%) = 54,01
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Tabela 9A Resumo da andlise de varidncia para comparacao do pH entre F1 e

F2.
Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 0,610947 0,610947 0,1050
Erro 64 14,456079 0,225876

Total corrigido 65 15,067026

CV (%) = 10,76

Tabela 10A Resumo da andlise de varidncia para comparacdo do pH entre F3 e

F4.
Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 1,029602 1,029602 0,0000
Erro 46 1,586846 0,034497
Total corrigido 47 2,616448
CV (%) =3,72

Tabela 11A Resumo da andlise de variancia para a contagem total entre F1 e F2.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 0,000024 0,000024 0,9973
Erro 64 132,451679 2,069557

Total corrigido 65 132,451703

CV (%) = 40,77

Tabela 12A Resumo da andlise de variincia para a contagem total entre F3 e F4.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 0,060919 0,060919 0,8646
Erro 46 95,346579 2,072752

Total corrigido 47 95,407498

CV (%) = 51,67
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Tabela 13A Resumo da andlise de varidncia para a contagem das unidades
formadoras de colonia para F1, F2, F3, F4 e F5.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 8,046667 2,011667 0,1230
Tempo 1 56,033333 56,033333 0,0000
Tratamento*Tempo 4 7,846667 1,961667 0,1306
Erro 20 19,440000 0,972000

Total corrigido 29 91,366667

CV (%) = 15,7

Tabela 14A Resumo da andlise de variancia para o teor de etanol de F1 e F2.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 57,614912 57,614912 0,6448
Erro 28 7428,427844 265,300994

Total corrigido 29 7486,042756

CV (%) = 74,06

Tabela 15A Resumo da andlise de variancia para o teor de etanol de F3 e F4.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 4,606001 4,606001 0,8519
Erro 28 3632,992068  129,749717

Total corrigido 29 3637,598068

CV (%) = 104,79

Tabela 16A Resumo da andlise de variincia para o rendimento em etanol.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 0,020898 0,005225 0,0004
Erro 15 0,008066 0,000538

Total corrigido 19 0,028965

CV (%) =10,86
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Tabela 17A Resumo da andlise de variancia para o rendimento em etanol.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 816,357880 204,089470  0,0004
Erro 15 308,286375 20,552425

Total corrigido 19 1124,644255

CV (%) = 10,84

Tabela 18A Resumo da andlise de variincia para produtividade volumétrica de

etanol.
Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 4 0,548430 0,137108 0,0000
Erro 15 0,011425 0,000762
Total corrigido 19 0,559855
CV (%) = 8,15

CAPiTqLo 3: PRE-TRA}TAMENTO ALCALINO E HIDROLISE
ENZIMATICA DA FASE SOLIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea arabica
L.) PARA A OBTENCAO DE ACUCARES FERMENTESCIVEIS

Tabela 19A Resumo da anélise de variancia da DQO dos ciclos.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Ciclos 4 25171,531120  6292,882780  0,0000
Erro 15 7,059000 0,470600

Total corrigido 19 25178,590120

CV (%) =0,86

Tabela 20A Resumo da andlise de variancia do pH dos ciclos.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Ciclos 4 43,632820 10,908205 0,0000
Erro 15 0,009700 0,000647

Total corrigido 19 43,642520

CV (%) =0,21
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Tabela 21 A Resumo da analise de variancia dos solidos totais.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Ciclos 4 2,113636591e+0009 528409147,777 0,0000
Erro 15 36826666,667525  2455111,1111

Total corrigido 19 2,150463258e+0009

CV (%) =174

Tabela 22A Resumo da analise de variancia dos solidos totais fixos.

Fonte de variagio GL SQ QM Pr>Fc
Ciclos 4 224532090,556070 56133022,639018  0,1399
Erro 15 412367674,592625 27491178,306175

Total corrigido 19 636899765,148695

CV (%) = 12,33

Tabela 23A Resumo da analise de variancia dos solidos totais volateis.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Ciclos 4 2,752226330e+0009 688056582,497537  0,0000
Erro 15 197399724,592625 13159981,639508

Total corrigido 19 2,949626055e+0009

CV (%) =176

Tabela 24A Resumo da andlise de variancia para a varidvel teor remanescente de

celulose.
Fonte de variagio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 1040,626415 1040,626415  0,0000
Tempo 3 1,229029 0,409676 0,9599
Tratamento*Tempo 3 8,883519 2961173 0,5520
Erro 24 99,223616 4,134317

Total corrigido 31 1149,962578

CV (%) =2,69
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Tabela 25A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel teor remanescente de

hemicelulose.
Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 130,952836 130,952836 0,0000
Tempo 3 3654,460212 1218,153404 00,0000
Tratamento*Tempo 3 108,622442 36,207481 0,0000
Erro 24 72,166779 3,006949

Total corrigido 31 3966,202270

CV (%) =2,98

Tabela 26A Resumo da andlise de variancia para a varidvel teor remanescente de

lignina.
Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 541,032289 541,032289 0,0000
Tempo 3 5755,489061 1918,496354  0,0000
Tratamento*Tempo 3 185,479051 61,826350 0,0000
Erro 24 100,420953 4,184206
Total corrigido 31 6582,421353
CV (%) = 5,54

Tabela 27A Resumo da andlise de variincia para a varidvel rendimento em

massa.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 270,513800 270,513800 0,0000
Tempo 3 689,957062 229,985687 0,0000
Tratamento*Tempo 3 9,750225 3,250075 0,0009
Erro 24 10,203200 0,425133

Total corrigido 31 980,424287

CV (%) =2,25




Tabela 28 A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel teor de glicose.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 4,793382 4,793382 0,0000
Tempo 3 714,808579 238,269526  0,0000
Tratamento*Tempo 3 2,795884 0,931961 0,0050
Erro 24 4,059694 0,169154

Total corrigido 31 726,457539

CV (%) =4,39

Tabela 29A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel conversdo de
celulose em glicose.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 1 0,102039 0,102039 0,8600
Tempo 3 2333,556695 777,852232 00,0000
Tratamento*Tempo 3 10,096530 3,365510 0,3895
Erro 24 77,086587 3,211941

Total corrigido 31 2420,841850

CV (%) = 6,69
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CAPITULO 4 - PRODUCAO DE ETANOL POR Kluyveromyces marxianus
CCT 4086 UTILIZANDO FASE SOLIDA DA POLPA DE CAFE (Coffea

arabica L. POR
FERMENTACAO

SEMISSIMULTANEAS

Tabela 30A Resumo da andlise de variancia para a varidvel contagem total de
células (teste de termotolerancia).

PROCESSOS
SEPARADAS,

DE

SACARIFICACAO

SIMULTANEAS

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 3 77,758608 25,919536 0,0000
Erro 104 159,365665 1,532362

Total corrigido 107 237,124273

CV (%) = 47,78

E
E
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Tabela 31A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel contagem contagem

em placas.
Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Temperatura 3 12,650859 4,216953 0,0000
Tempo 1 59,814453 59,814453 0,0000
Temperatura*Tempo 3 12,499609 4,166536 0,0000
Erro 24 7,399175 0,308299
Total corrigido 31 92,364097

CV (%) =33,06

Tabela 32A Resumo da andlise de variincia para a varidvel etanol final.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 2 193,896343 96,948171 0,0000
Erro 18 21,554286 1,197460

Total corrigido 20 215,450629

CV (%) = 5,60

Tabela 33A Resumo da andlise de varidncia para a varidvel produtividade
volumétrica de etanol.

Fonte de variacio GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 2 0,165783 0,082892 0,0000
Erro 18 0,007613 0,000423

Total corrigido 20 0,173396

CV (%) =8,36

Tabela 34A Resumo da andlise de variincia para a varidvel conversao de
celulose em etanol.

Fonte de variacdo GL SQ QM Pr>Fc
Tratamento 2 0,038811 0,019405 0,0000
Erro 18 0,004190 0,000233

Total corrigido 20 0,043001

CV (%) =5,32




