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RESUMO

GARSTKA, Brendha. Avaliacdo de Materiais Lignoceluldsicos Oriundos da Produgéo
e Beneficiamento de Soja Visando a Obtencdo de Bioetanol. 66 f. TCC (Curso de
Tecnologia em Processos Quimicos), Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Toledo, 2019.

Em busca da redugédo das emissdes gasosas poluentes e da dependéncia mundial
por combustiveis fésseis, o trabalho teve como objetivo a obtencdo de etanol
oriundo da producdo e beneficiamento de soja, material abundante no estado do
Parana, em especial na regido oeste. No entanto, para o aproveitamento destes
materiais como fonte de carbono, foi necesséaria sua desconstrucdo. Neste sentido,
realizou-se um planejamento estatistico tipo DCC com diferentes condicbes de pré-
tratamento acido diluido (1%, 3% e 5% (m/v)), temperatura (111°C, 116°C e 121°C)
e tempo de reacéo (20 min, 30 min e 40 min), a fim de se obter a melhor condicéo
de hidrolisado hemicelulésico, rico em acuUcares fermentesciveis. O hidrolisado
obtido de acordo com o planejamento foi concentrado e submetido a fermentacdo
com a levedura Spathaspora passalidarum para obtencédo de etanol. Experimento
controle (constituido por meio sintético), empregando-se xilose comercial também foi
avaliado, a fim de comparacdo. Conforme o planejamento estatistico, a condicéo
que apresentou melhor resultado foi a 121°C, 20 min, com uma concentracdo de
acido a 5% (m/v), a qual resultou em 16,07 g/L de xilose. Verificou-se que o
emprego do hidrolisado como meio de fermentacdo proporcionou valor de 5,62 g/L
de etanol, o qual foi 60,68% inferior a concentracdo deste composto no experimento
controle. Com relagdo aos parametros fermentativos, encontrou-se valores de
conversdo de substrato em produto de 0,183 g/g e 0,392 g/g e produtividade
volumétrica de 0,234 g/L.h e 0,596 g/L.h para os meios constituidos por hidrolisado e
de controle, respectivamente. Como este trabalho tem carater inovador, bem como
ainda sao valores iniciais, verifica-se que o0s resultados sao promissores,
principalmente quanto ao emprego destes materiais para obtencdo de meios de
cultivo, bioetanol ou outros produtos com valor agregado.

Palavras-chave: Spathaspora passalidarum. Xilose. Bioetanol. Residuos da soja.



ABSTRACT

GARSTKA, Brendha. Evaluation of lignocellulosic materials from soybeans
harvesting and processing for bioethanol production 66 f. TCC
Technology Chemical Processes Course- Federal University of Technology - Parana.
Toledo, 2019.

In order to reduce emissions of greenhouse gases and the world phosphorus
industry, the objective of this study was use ethanol from the production and
processing of soybeans, an abundant material in the state of Parana, especially in
the western region. However, for the use of the materials as carbon source, it was
necessary the deconstruct of them. In this sense it was evaluated a DCC type
statistical design of dilute acid pretreatment with different H,SO4 acid concentration
(1%, 3% and 5% (m/v)), temperature (111°C, 116°C and 121°C) and reaction time
(20 min, 30 min and 40 min), in order to obtain a better condition of hemicellulosic
hydrolyzate, rich in fermentable sugars. The hydrolyzate obtained according to the
program was submitted a fermentation with a Spathaspora passalidarum for ethanol
production. A control experiment (constituted with synthetic medium), using
commercial xylose was also evaluated to compare the results. According to the
statistical design, the condition that provided the best result was 121°C, 20 min, with
a concentration of 5% (m/v) of acid. In this condition, 16.07 g/L of xylose was
reached. It was verified that the use of the hydrolyzate as fermentation medium
provided 5.62 g/L ethanol, which was 60.68% lower than the production of it in
synthetic medium. Regarding to the fermentation parameters, values of 0.183 g/g
and 0.234 g/L.h were also found for the hydrolyzate medium and 0.392 g/g and 0.596
g/L.h for the control medium. As this work has an innovative character, as well as
initial results, it is verified that these are promising, mainly as to the use of these
materials to obtain cultivation media for bioproducts production, such as bioethanol
or other value-added products.

Keywords: Spathaspora passalidarum. Xylose. Bioethanol. Residues of soybeans.
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1 INTRODUCAO

A crescente busca por solucbes para reduzir a dependéncia mundial por
combustiveis fésseis e a diminuicdo das emissdes gasosas poluentes, pde em
evidéncia as pesquisas para obtencdo de etanol oriundo de biomassas vegetais.
Neste contexto, hd um crescente interesse pelo aproveitamento de fontes
renovaveis de energia, como é o caso dos residuos da soja disponiveis em grande
guantidade. Segundo Matos (2005), a soja gera 2.700 toneladas de biomassa para
cada 1.000 toneladas de graos colhidos.

A cultura da soja é um dos principais ramos da economia brasileira,
responsavel pela geracdo de emprego e aumento do indice de Desenvolvimento
Humano nas regides produtoras. No Parana, a soja apresenta forte vocacdo ao
agronegocio, sendo que a regido oeste, desse estado, também se destaca na sua
produgéo (EMBRAPA, 2018; FRANCHINI et al., 2016).

Os residuos da soja sdo bons exemplos de materiais lignoceluldsicos, uma
vez que, somente a casca, ja contém valores significativos de celulose e
hemicelulose, que sdo fracdes constituidas principalmente por aclcares
fermentesciveis (MIRION et al., 2001).

O etanol, entdo, como produto oriundo do aproveitamento de biomassas
vegetais, € uma possibilidade de se agregar valor a cadeia produtiva, uma vez que
gera uma combustdo mais limpa ao final do processo em comparacdo aos
combustiveis fosseis (SILVA, 2014).

No entanto, um dos maiores desafios para o aproveitamento dessas
biomassas € a desconstrucdo da matriz polimérica, uma vez que para a utilizacéo
das fracdes celuldsica e hemicelulésica presentes, é necessario a solubilizacdo dos
seus acgucares constituintes. Em consequéncia dessa dificuldade, ha muitos estudos
para producdo de bioetanol através do processo fermentativo, buscando a melhor
condicdo da obtencdo destes acucares (LARSSON, 2000; LALUCE et al., 2012;
GONCALVES, 2009; SILVA, 2018).

Dentro deste contexto, este trabalho buscou estabelecer correlagbes entre
as variaveis envolvidas nas operagfes de processamento dos diferentes residuos da
producdo e beneficiamento de soja, visando a obtencdo de etanol por meio do

aproveitamento da fracdo hemicelulésica destes materiais. Ademais, procurou-se a
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realizacdo de cooperacgdo técnico-cientifico entre a academia e o setor agroindustrial
de Toledo e regido, em especial com a cooperativa COAMO - Agroindustrial

Cooperativa.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar a producédo de etanol a partir da fragcdo hemicelulésica dos materiais
oriundos da producdo e do beneficiamento de soja, pelo micro-organismo

Spathaspora passalidarum.

2.2  Objetivos especificos

o Realizar a caracterizacdo quimica dos materiais oriundos da producéo e do
beneficiamento de soja, quanto aos teores de umidade, extrativos, cinzas e lignina
insolavel;

o Avaliar as diferentes condi¢cdes de pré-tratamento dos materiais oriundos da
producado e do beneficiamento de soja, quanto ao teor de acucares fermentesciveis,
bem como de compostos tbxicos, visando a melhor condicdo da obtencdo de
hidrolisado hemicelulésico;

o Destoxificar o hidrolisado hemicelulésico dos residuos oriundos da producéo e
do beneficiamento de soja;

o Avaliar a producdo de etanol por processo fermentativo a partir da melhor
condicdo do pré-tratamento para obtencao do hidrolisado hemiceluldsico e comparar
os resultados obtidos em relacdo ao meio sintético, constituido por xilose comercial

(condicao de controle).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocombustivel

Os biocombustiveis sdo combustiveis liquidos ou gasosos que sao
produzidos através da biomassa vegetal, portanto, € um combustivel baseado em
plantas. A vantagem de n&o conter enxofre, um dos responsaveis pela chuva acida,
nao contribuem para o aumento de didxido de carbono na atmosfera, responséavel
pelo efeito estufa (DOMINGUEZ, 2003). Aliada a uma maior sustentabilidade,
verifica-se que o0 uso de etanol propicia redugbes significativas nas emissoes
estimadas de GEE (gases do efeito estufa) por unidade de energia produzida
(PEDRO, 2013).

Segundo Barbosa (2011), os biocombustiveis provenientes de fontes
renovaveis podem ser classificados em biocombustiveis de primeira, segunda,
terceira ou quarta geracao. Os biocombustiveis de primeira geracdo sédo produzidos
a partir de matérias de uso alimentar, ou seja, ricos em 06leos ou acgUcares simples.
Ja os biocombustiveis de segunda geracdo sdo provenientes de matérias-primas,
como a palha, residuos de madeira, residuos agricolas e serragem. Os
biocombustiveis de terceira e quarta geracdo sdo produzidos a partir de novas
fontes de biomassa, usando processos de engenharia genética moderna e de
nanotecnologia.

Os biocombustiveis de segunda geracdo tém a vantagem de ndo competir
diretamente com a producdo alimentar, portanto, a utilizacdo de materiais

lignoceluldsicos pode resultar na maior producao de biocombustivel (PEDRO, 2013).

3.1.1 Bioetanol

O etanol gerado a partir da biomassa vegetal pode ser denominado de
bioetanol, € uma substancia incolor, volatil, inflaméavel e totalmente solivel em agua.
Pode ser produzido por qualquer biomassa vegetal que apresente valores elevados
de amido, acucares ou teores de celulose e hemicelulose (SILVA, 2009; BARBOSA,

2011). A Figura 1 apresenta a estrutura da molécula do etanol.
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Figura 1- Estrutura da molécula de Etanol

[ carbono
[ Oxigénio
[ JHidrogénio

Fonte: Autoria prépria (2019).

O Dbioetanol, obtido pela hidrolise e fermentacdo de materiais
lignocelulésicos, vem se destacando nas pesquisas, uma vez que esta tecnologia
tem sido relevante para atender o mercado como uma alternativa as fontes
energéticas (SILVA, 2010; CAMARGO, 2016; COSTA, 2016; WANG et al., 2017,
SILVA, 2018; SANTOS, 2018).

Segundo Dominguez (2003), € necessario considerar a biomassa e 0s
residuos organicos como recursos complementares de fontes energéticas, uma vez
gue o uso de materiais lignoceluldsicos €, em médio prazo, a op¢ado mais promissora
para a obtencdo de etanol combustivel. Entre as principais fontes de biomassa
vegetal, encontram-se: sabugo de milho, madeira, residuos agricolas, residuos
florestais, bagaco de cana e malte, palha de cana, trigo, soja e arroz, casca de soja
e arroz, farelo de trigo e subprodutos agricolas (MACHADO et al., 2006).

No caso da soja, sua producgéo e beneficiamento podem gerar palha, vagem
e casca, 0S quais sao materiais que contém valores significativos de carboidratos e
podem ser hidrolisados e convertidos em bioetanol a partir da acdo de micro-

organismos.
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3.2  Material Lignocelulésico

Os materiais lignocelulésicos séo biomassas de origem vegetal, constituidos
na maior parte por polissacarideos, como a celulose e a hemicelulose, e por lignina
(componentes estruturais), mas também apresentam outros componentes,

minoritarios, como € o caso das cinzas e extrativos (Figura 2) (BARBOSA, 2011).

Figura 2- Estrutura dos materiais lignoceluldsicos

Parede celular Macrofibra

i Hemicelulose

Célula da planta Lignina

Microfibra

Fonte: Adaptado de ZHANG, (2008).

3.2.1 Celulose

7

A celulose é um dos principais componentes das paredes celulares é

constituido por moléculas de glicose que sao ligadas por ligacées B(1—4), como
mostrado na Figura 3 (DOMINGUEZ, 2003).
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Figura 3- Estrutura primaria da celulose

Fonte: DOMINGUEZ (2003).

A molécula de celulose assume a forma de fita achatada, com os grupos de
hidroxila (-OH) livres, podendo formar pontes de hidrogénio, umas com as outras
(DOMINGUEZ, 2003).

3.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo compostas, principalmente, por pentoses (D-xilose e
L-arabinose), e em menor quantidade as hexoses (D-glicose, D-galactose e D-
manose), e 0s acidos urénicos (acido D-glucurénico, acido D-galacturénico e acido
metil galacturénico) (SARKAR et al., 2012).

A hemicelulose é de degradacdo mais facilitada do que a celulose e esta
presente ligada a celulose e a lignina, funcionando como uma fase de adesédo na
estrutura (SILVA, 2009).

3.2.3 Lignina

A lignina é a terceira fracdo majoritaria que compde a parede celular da
biomassa lignoceluldsica (DOMINGUEZ, 2003).

Sao constituidas pela polimerizacdo oxidativa de trés alcoois percursores
(Figura 4): alcool trans-coniferilico, alcool trans-p-cumarilico e alcool trans-sinapilico
(HATTI, 2004).
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A lignina é a matriz mais resistente da parede celular da planta, portanto,
guanto maior o teor de lignina, maior a resisténcia a degradacdo quimica
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Figura 4- Estrutura dos alcoois precursores da lignina

CH OH CH OH CH OH
2 I 2 | 2
CH CH CH
| | I
CH CH cH
CCH 2 CH 3O OCH R
OH OH OH
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Fonte: DOMINGUEZ (2003).

3.2.4 Extrativos e Cinzas

A parede celular também é formada por outras substancias (lipidios, ceras,
etc) que possuem diferentes composicbes, que sdo chamadas de extrativos
(ROJAS, 2012).

E as cinzas sdo residuos inorganicos que permanecem ap0s secar a
biomassa em altas temperaturas, como o calcio, potassio, manganés, entre outros
(DOMINGUEZ, 2003; BOLZAN, 2013).
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3.3 Materiais Oriundos da Producdo e Beneficiamento de Soja para a Obtencéo

Biotecnoldgica de Etanol

Cerca de 85% da colheita mundial de soja € processada para produzir 6leo,
somente 10% sao usados diretamente para alimentacdo humana e os 5% restantes,
sdo usados como sementes ou para alimentacdo dos animais (BUZZATTI;
PORTELA, 2016). A regido oeste do Parana destaca-se pela atividade pecuéria,
seguida da agricultura e florestal. Por sua vez, a cidade de Toledo é grande
produtora de frango e suinos de raca para corte e para recria. A referida cidade
também se destaca pela producdo de soja e milho, como pode ser observado na
Figura 5 (EISFELD; NASCIMENTO, 2015; DERAL, 2018).

Figura 5- Valor bruto da producéo rural 2017 da cidade de Toledo

= Outros
® Milho
6%  m Suinos para recria
E Soja
6% ® Frango- corte

® Suino - corte

Fonte: Adaptado de DERAL (2018).

Com relacdo a lavoura de soja, esta tem sido protagonista quanto ao
aumento da area de producéo de graos no pais, sendo um crescimento de 1,9%, na
safra de 2018/2019, comparada a safra anterior, o que corresponde a 35.822 mil
hectares (CONAB, 2019).

Para a produtividade da soja no Brasil, saltou de 2.823 kg/ha na safra de
2006/2007 para 3.206 na safra 2018/2019, representando um aumento de 13,6% em
12 anos (CONAB, 2019).

Durante a producao e beneficiamento de soja, sdo gerados diferentes

materiais lignocelulésicos como: a palha (caule, folhas), vagem e casca. A palha ndo
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7

faz parte do processo, sendo gerada na producdo da soja e durante a colheita, é
separada e deixada no campo para servir de protecdo ao solo, raramente é
aproveitada (EMBRAPA, 2007). J4 a vagem é um residuo obtido durante a selecéo e
extracdo do 6leo vegetal da soja e € aproveitada como fonte proteica na fabricacao
de racoes, para a criacdo de frangos e suinos (MARTINS, 2015; FRANCHINI et al.,
2016). Quanto as cascas, estas sdo removidas dos graos, para produzir um farelo
com alto teor de proteina (MASIERO, 20 ), os quais também sao destinados a

racao animal.

3.4  Pré-tratamento para Obtencao de Acucares Fermentesciveis

O pré-tratamento tem como objetivo tornar os aglcares disponiveis para as
etapas subsequentes (hidrolise e fermentacdo) durante a producdo de etanol,
através da desconstrucdo da parede celular, e da reducéo da celulose, hemicelulose
e matriz de lignina (PIENKOS; ZHANG, 2009).

Além disso, o pré-tratamento deve satisfazer outras caracteristicas, como
baixo consumo de energia, bem como investimentos e utilizagdo de reagentes
baratos (DOMINGUEZ, 2003).

Os principais métodos utilizados para o pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos sado classificados como fisicos, quimicos, bioldgicos e combinados
(ROJAS, 2012).

Os pré-tratamentos quimicos, incluem pré-tratamentos acidos ou alcalinos.
No caso de pré-tratamentos catalisados por acidos (geralmente acido sulftrico) a
fracdo da hemicelulose € hidrolisada em acucares (xilose, arabinose e outros),
enquanto que nos pré-tratamentos catalisados por bases (geralmente hidroxido de
sodio), parte da lignina € removida (OGEDA; PETRI, 2010). A Figura 6, ilustra esse
comportamento do pH, no pré-tratamento, sobre o material lignocelulésico.

De acordo com Gongalves (2009), a concentracdo do acido, juntamente com
a temperatura e o tempo de exposicdo do material lignocelulésico, influenciam a
quantidade de acucar disponibilizado no hidrolisado, sendo que a degradacéo
desses carboidratos podem gerar a formagao de compostos inibidores do processo

fermentativo.
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Figura 6- Efeito do pH sobre o material lignocelulésico
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Fonte: Baseado em GARLOCK et al., (2011).

3.4.1 Formacao de Inibidores

Durante o pré-tratamento ou hidrolise da biomassa lignoceluldésica séo
produzidos subprodutos que podem resultar em efeitos inibidores aos micro-
organismos produtores de etanol, sendo os mais conhecidos: Furfural, 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) e compostos fendlicos. Esses compostos tém efeitos
como a extensdo da fase lag da levedura, prejudicam o crescimento, bem como a
producao de etanol (LARSSON, 2000; ZAUTSEN, 2011).

O Furfural é gerado pela degradacdo das pentoses (xilose e arabinose),
principais produtos da hidrolise de hemiceluloses, jA& o 5-HMF & gerado pela
degradacdo de glicose, produto da hidrolise de celulose, ou de outras hexoses
(galactose e manose) e produtos da hidrolise de hemicelulose (ZAUTSEN, 2011).
Também ocorre formacao de acido acético, oriundo da degradacéo da hemicelulose,
que interfere na taxa de crescimento e na conversao de substrato xilose em etanol
(OLIVEIRA et al, 2014).



25

Segundo Dominguez (2003), durante o pré-tratamento, uma parte da lignina
também se degrada formando compostos fendlicos.

A Figura 7 apresenta um esquema simplificado das reacdes que podem
acontecer durante procedimento de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos.
Verifica-se nesta Figura, que além da liberacdo de aclcares, ha a formacdo de
compostos toxicos a levedura (fendlicos, acidos, etc.), conforme ja foi mencionado
anteriormente (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).

Figura 7- Esquema das reagfes que ocorrem durante pré-tratamento acido de materiais
lignoceluldsicos
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Fonte: Baseado em PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; FONSECA, 2009).
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3.5 Fermentacéo

A Figura 8 apresenta um esquema proposto para a utilizacdo dos principais
acucares encontrados em hidrolisados hemicelulésicos obtidos de materiais

lignocelulésicos e a formacédo de etanol por leveduras.

Figura 8- Metabolismo dos principais acUcares constituintes da fracdo hemiceluldsica de materiais
lignoceluldsicos objetivando a obtengédo de etanol por leveduras
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Fonte: Baseado em ARRUDA (2011).
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Como pode ser observado na Figura 8, o primeiro passo para a conversao
de xilose a etanol é a sua isomerizacdo até xilulose, que é feita pela enzima xilose
isomerase. Uma vez formada a molécula de xilulose, esta é convertida pela enzima
xiluloguinase e fosforilada, resultando em xilulose-5-fosfato (LALUCE et al., 2012;
MATSUSHIKA et al., 2009).

A xilulose-5-fosfato pode ser convertida, através de reacdes nao oxidativas
da via das fosfopentoses, a gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato. Estes
compostos intermediarios podem ser metabolizados pela via Glicolitica e formar
piruvato, o qual pode ser oxidado pelo ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (ciclo de
Krebs), recuperando as coenzimas ou ser fermentado a etanol, com a liberacdo de
diéxido de carbono, formando acetaldeido (SILVA, 2007).

3.5.1 Micro-organismos capazes de metabolizar pentoses

Os micro-organismos capazes de fermentar pentoses sao algumas espécies
de leveduras, como do género Candida, Pichia, Schizosaccharomyces,
Kluyveromyces e Pachysolen e de bactérias como Clostridium, Bacillus, Bacteroides,
Thermoanaerobacter e Erwinia, entre outros (MILLATI; EDEBO; TAHERZADEH,
2005).

Dentre as linhagens, encontra-se, também, a Spathaspora passalidarum,
naturalmente consumidora de xilose e recentemente isolada do ecossistema
brasileiro. E uma dos poucos micro-organismos que conseguem fermentar e
metabolizar eficientemente a xilose, portanto, essa espécie gera interesse para a
pesquisa na producdo de biocombustivel a partir de material vegetal (COSTA,
2016; UNIPROT, 2019).

De acordo com Costa (2006), a Spathaspora passalidarum proporciona
elevada produtividade volumétrica quando comparado ao S. stipitis, uma vez que
apresentou velocidade de crescimento superior a esta levedura, quando cultivada
em meio contendo hidrolisado, tendo ainda, um periodo da fase lag inferior a
mesma, evidenciando o potencial deste micro-organismo para producdo de etanol a

partir do hidrolisado hemicelulésico.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Origem do Material
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Os residuos palha, casca e vagem, provindas respectivamente da producao

e beneficiamento de soja, estudadas neste trabalho, foram fornecidas pela COAMO

Agroindustrial Cooperativa - Toledo- PR.
A seguir é apresentado um fluxograma (Figura 9) das etapas referentes a

realizacdo do presente trabalho.

Umidade; Cinzas;
lignina insoluvel;
Extrativos;

Rotaevaporador
Temp. 70 + 5°C

Figura 9- Etapas realizadas no presente trabalho
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Fonte: Autoria propria (2019).
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4.2  Caracterizacado Quimica

Os materiais lignocelulésicos oriundos da producdo e beneficiamento de
soja residuos da soja “in natura” foram submetidos a moagem e secos até um peso
constante. Posteriormente, foram pré-tratados e caracterizados em relacdo aos

teores de lignina insollvel, cinzas, umidade e extrativos.

4.2.1 Determinacao dos Teores de lignina insoltvel e cinzas da lignina

Os materiais lignocelulésicos oriundos da producao e beneficiamento de soja
foram submetidos & moagem a uma granulometria de 14 mesh e posteriormente
secos em estufa até peso constante. As amostras foram preparadas a partir de 2 g
do material seco com adi¢cdo de 10 mL de H,SO, 72% (v/v), com agitacdo constante
por 7 min a 45°C. Apés essa etapa, as amostras foram transferidas para Erlenmeyer
de 500 mL e adicionou-se 275 mL de agua destilada. Essa suspensdao foi levada
para a autoclave nas seguintes condicdes: temperatura de 121 °C, tempo de reacao
de 30 minutos, conforme metodologia proposta por Gouveia et al., (2009). Apds este
procedimento, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e
posteriormente, a fracdo sélida foi separada da fracéo liquida por meio de filtracdo
em papel de filtro qualitativo. Ap6és a hidrélise, o material retido no papel filtro foi
caracterizado em relacdo lignina insolivel e cinzas da lignina (GOUVEIA et al.,
2009).

4.3 Obtencédo e Preparo dos Materiais Lignocelulésicos Oriundos da Producéo e

Beneficiamento de Soja

4.3.1 Pré-Tratamento com Acido Diluido

As biomassas (palha, casca e vagem) foram submetidas a um pré-
tratamento com &cido H,SO, diluido, com uma relacdo solido-liquido 1:10, em
autoclave de acordo com um planejamento experimental DCC (delineamento

composto central), proposto abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1- Planejamento experimental empregado para obtencao de hidrolisado hemicelulésico de

materiais oriundos da producao e beneficiamento de soja

Ensaios Temperatura Tempo Concentracao acida
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
S -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

Fonte: Baseado em CAMARGO (2016).

As condi¢bes foram determinadas por um planejamento experimental DCC
2% com quatro repeticbes no ponto central, que visou estudar os efeitos causados
pela temperatura, tempo e concentracdo de acido sulfarico. Os pré-tratados obtidos
foram filtrados e caracterizados, sendo que a condicdo que apresentou melhor
resultado quanto ao teor de acUcares fermentesciveis foi escolhido para a
fermentacao e posterior obtencéo de bioetanol.

A matriz do planejamento DCC 2° com quatro repeticdes no ponto central é
apresentada na Tabela 1, sendo o ponto central (0), menor nivel (-1), maior nivel

(+1). Os fatores utilizados na codificagéo estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2- Valores reais para as variaveis do planejamento experimental do hidrolisado hemiceluldsico

de materiais lignoceluldsicos oriundos da producéo e beneficiamento de soja

Niveis
Fatores
(-1) (0) (+1)
Temperatura (°C) 111 116 121
Tempo (min) 20 30 40
Concentragéo Acida (%) (m/v) 1,0 3,0 50

Fonte: Autoria prépria (2018).

As condicfes para os valores apresentados no planejamento experimental

foram baseados em trabalhos previamente realizados para outras matérias primas

lignocelulésicas, de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3- Condi¢Bes do planejamento experimental para diferentes trabalhos

. Temperatura Concentragéo . N
Biomassa °C) acida (%) Tempo (Min) Referéncia
Residuos da soja 111; 116; 121; 1,0; 3,0; 5,0; 20; 30; 40; Presente trabalho
Palha de cevada 120; 130; 140;  0,50; 0,75; 1,0; 20; 30; 40; MORAES (2008)
Bagaco de sorgo 111; 115;121; 0,75; 1,25; 1,75; 40; 50; 60; CAMARGO (2016)
Bagago dg cana-de- 100: 120: 140: 0,5:2,5: 4,0: 15,0; 67_'5; RUEDA (2010)
acUcar 120,0;
; . . . .50 2 cE- 15.0; 67,5;
Palha e Sabugo de milho 100; 110; 120; 0,5; 2,0; 3,5; 120.0- SANTOS (2014)
Bagaco de cana-de- 121: 7.0:9.0; 15: 30: 45: 60: MORAIS;

acucar

BROETTO (2012)

Fonte: Autoria propria (2018).

Apbs a escolha da condicao de pré-tratameto do material lignocelulésico que

apresentou caracteristicas desejaveis,

fermentesciveis, bem como baixo teor de toxicos.

como alta concentragdo de acgucares

O mesmo antes de ser empregado na etapa de fermentacao, foi repetido, a

fim de se obter um maior volume, e, posteriormente, concentrado a vacuo, a um

fator de concentrac@o correspondente a 3 vezes ao seu teor inicial de agucares com
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a finalidade de aumentar a concentracao inicial de xilose. A metodologia consistiu da
utiizacdo de um rotaevaporador, empregando-se temperatura de 70 = 5°C
(ARRUDA, 2011).

4.4  Tratamento do Hidrolisado

No processo de hidrolise &cida h4 a formacdo de compostos téxicos ao
micro-organismo, portanto foi necessaria a realizacdo de procedimento de
destoxificacdo. Este foi baseado na metodologia descrita por Marton et al., (2006)
modificado por Camargo (2016). O procedimento consistiu em adicionar ao
hidrolisado 6xido de calcio até pH 7,0 e centrifuga-lo a 4000 rpm por 20 min.
Posteriormente, o pH do mesmo foi reduzido até 2,5 com a adicao de acido fosférico
P.A e centrifugado a 4000 rpm por 20 min. ApGs essas etapas, 0 hidrolisado foi
submetido a adsorcdo com 2,5% (m/v) de carvao ativo e levado a incubadora de
movimento rotatério a 200 rpm, 60°C por 1 hora. Posteriormente, o hidrolisado foi
centrifugado a 4000 rpm por 20 min e filtrado com papel qualitativo para a remocao
do precipitado.

O hidrolisado foi analisado quanto a quantidade de compostos fendlicos

presente apoés o tratamento de destoxificacdo, de acordo com o item 4.6.6.

4.5 Avaliacdo da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemicelulésico

4.5.1 Micro-organismo

A levedura Spathaspora passalidarum (Y-27907), foi fornecida pelo
Professor Carlos Augusto Rosa, da UFMG (Universidade Federal de Minas
Gerais).

A cultura foi mantida e repicada em tubos de ensaio contendo meio YEPD
(Yeast extract peptone dextrose - Meio extrato de levedura, peptona e glicose)
inclinado e conservado a 4°C (ATCC, 2018).
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4.5.2 Preparo do Pré-indculo e indculo

O pré-inéculo e inéculo foram preparados de acordo Costa (2016). Para isso,
preparou-se meio rico YP (Yeast peptone — Meio extrato de levedura 1%, peptona
2% e &gar 1,5%), adicionando de 3% (m/v) de xilose, conforme ilustra a Tabela 4,
sendo que as solucdes estoques foram preparadas separadamente e esterilizadas a
121°C por 15 minutos, com excecdo a xilose, que foi autoclavada a 111°C por 15
minutos. ApOs a esterilizacdo, as solucbes foram misturadas para a obtencdo das

concentracdes almejadas para os cultivos.

Tabela 4- Composicdo do meio de cultura para crescimento do pré-indculo e inéculo

Componente Concentragéo (g/L)
Xilose 30,0
Peptona 20,0
Extrato de levedura 10,0

Fonte: Baseado em COSTA (2016).

Apos o preparo de 100 mL meio, a levedura foi transferida, a partir de uma
alcada de repique previamente preparado, para os frascos contendo o meio descrito
na Tabela 4. Os frascos foram incubados em shaker a 30°C, sob agitacdo de 120
rpm, por 24 horas, constituindo entdo um pré-inéculo (COSTA, 2016). ApOs este
periodo, o pré-inéculo foi transferido para um volume de 900 mL, totalizando 1L de
in6culo. Este foi cultivado nas mesmas condi¢cdes por mais 24h e posteriormente, as
leveduras foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 rpm por 15 min, lavadas com
agua destilada esterilizada e sofreram uma nova centrifugacdo para o descarte do
sobrenadante. As células foram concentradas e adicionou-se pequena quantidade
de 4gua esterilizada, a qual foi empregada como inéculo. A concentragéo inicial de
células nas fermentacdes foi em torno de 1,0 g/L de acordo com a curva de

calibracédo (absorbancia por peso seco) (COSTA, 2016).



34

4.5.3 Meio e Condi¢oes de Fermentacao

O hidrolisado hemicelulosico foi obtido conforme descrito no item 4.3.1 e
somente apds sua obtengdo em maior volume, concentracdo em torno de 50 g/L de
acucares fermentesciveis e destoxificacdo, este foi submetido a fermentacéo.

As fermentacbes foram realizadas em frascos Erlenmeyer (125 mL) em
duplicata, com 50 mL do meio de fermentacao, realizado tanto para o0 meio contendo
hidrolisado enriquecido com o meio YP (10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de
peptona), quanto para 0 meio sintético (experimento controle), este acrescido de

xilose comercial, conforme ilustra a Tabela 5.

Tabela 5- Composicéo do meio de fermentacdo do meio sintético

Componente Concentracéo (g/L)
Xilose PA 50,0
Peptona 20,0
Extrato de levedura 10,0

Fonte: Baseado em COSTA (2016).

Para a fermentacdo a partir do hidrolisado hemicelulésico dos residuos
oriundos da producéo e beneficiamento de soja como meio na producédo de etanol
por S. passalidarum, empregou-se as condicbes de 30°C, 120 rpm, com o pH
ajustado para 6,2 com a solucdo de NaOH 3N (COSTA, 2016). Quanto ao meio
sintético, este também foi submetido a fermentacdo nas mesmas condicdes do meio
contendo o hidrolisado.

As fermentacfes ocorreram por 96 horas e as amostras, correspondentes ao
volume de cada Erlenmeyer (50 mL), foram retiradas no inicio de cada fermentacao e
apos 12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacdo. Estas foram imediatamente avaliadas
guanto a concentracao celular. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm

por 15 min e utilizadas para a determinacdo da concentracao dos agucares e etanol.
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4.6 Métodos analiticos

4.6.1 Concentracao celular

O crescimento celular do meio foi determinado por espectrofotometria a 600
nm, onde a concentracdo de células em g/L foi calculada por meio de uma curva
padrdo que correlaciona a absorbancia e o peso seco das células obtidas do cultivo
(ARRUDA, 2011).

4.6.2 Determinacdo nas concentracdes de acgucares e etanol

As concentracbes dos acucares (D-xilose, D-glicose e L-arabinose) e de
etanol foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
realizadas conforme metodologias estabelecidas pelo Laboratério Central de
Andlises da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, no Campus de Pato

Branco.

4.6.3 Determinacao de Lignina Insoluvel

A lignina insolavel foi determinada de acordo com o material retido no papel
filtro a partir da hidrélise do residuo lavado com 1500 mL de &gua destilada e
transferido para um recipiente, onde foi submetido a secagem em estufa a 100°C até
a massa constante (GOUVEIA et al., 2009).

A lignina insolavel foi calculada pela seguinte Equacao (2).

9% L= (o) 4100 @)

Onde: Lg; — Lignina Klason insoluvel;
My — massa de lignina insoluvel seca;
Mc — massa de cinzas;

Ma — massa da amostra seca.
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4.6.4 Determinacédo do Teor de Cinzas da Lignina

Apos a determinacéo da lignina insolivel em meio acido o mesmo papel filtro
foi transferido para um cadinho de porcelana, previamente tarado e levado até a
mufla a 300°C, onde foi calcinada lentamente e mais 2h a 800°C. Apés a calcinagao,
o cadinho foi resfriado a temperatura ambiente e a massa de cinzas determinada. A
massa foi utilizada para subtrair do teor de lignina no item 4.6.3 para obter a massa
da lignina insolavel (GOUVEIA et al., 2009).

4.6.5 Determinacado do Teor de Cinzas Totais

Para o teor de cinzas totais dos residuos, iniciou-se pesando 1,0g da
amostra e colocou-se em um cadinho previamente tarado e seco. O cadinho com a
amostra foi submetido a mufla a 800°C por 2h. A determinacéo das cinzas totais se
deu pela diferenca de massa antes e ap0s o procedimento, (GOUVEIA et al., 2009),

pela Equacéo (3).
%cinzas= (%)*100 (3)

Onde: % cinzas — percentual em massa de cinzas;
M~ massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a

massa do cadinho vazio); M,— massa da amostra base seca.

4.6.6 Determinacdo da Concentracao de Fendis

Para a determinacdo de compostos fendlicos foi utilizado a metodologia de
Folin Ciocalteu, onde, foram adicionados 0,2 mL de reagente Folin Ciocalteu, a 2,2
mL de amostra do hidrolisado, seguido da adicdo de 0,8 mL de solucdo de
carbonato de sodio saturado, posteriormente foi agitado os tubos em vortex. As
amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e apds esse periodo
determinadas as absorbancias em espectrofotdbmetro a 760 nm. O branco foi

utilizado agua destilada, no lugar da amostra e procedendo com 0S mesmos passos.
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A curva padrdo foi realizada com acido galico (SINGLETON, ORTHOFER,
LAMUELARAVENTOS, 1999).

4.6.7 Determinacéo do pH

Os pH’s das amostras foram determinados por pHmetro, utilizando correcéo

de temperatura.

4.6.8 Determinacdo de extrativos

O procedimento “Determination of Extractives in Biomass” (SLUITER et al.,
2008) do NREL, foi utilizado para quantificar os extrativos na biomassa. Para isso,
foi pesado 4g da amostra em base seca e adicionado em envelopes de papel filtro,
sendo extraidos pelo aparelho Soxhlet com éter de petrdleo. Posteriormente,
ocorreu a evaporacdo do solvente em estufa a 105°C até obtencdo de massa

constante. Para determinar o teor de extrativos, foi utilizada a Equacéo (4):

%extrativos = (MaM;j‘b)*loo 4)

Onde: M;— massa do bagaco em base seca (g); My— massa do bagaco livre
de extrativos (g).
4.6.9 Determinacédo do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado através da termobalaca determinadora

de umidade por infravermelho, modelo i-Thermo 163M da Bel Engineering.
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4.7 Forma de Anélise dos Resultados

4.7.1 Andlise estatistica

Os resultados do DCC, a analise estatistica, foi realizada utilizando-se

software denominado “Statistica”, versdo 13.3.

4.7.2 Determinacdo da remocao de acglcares

A remocao, em porcentagem, dos acUcares foi calculada pela relacdo entre

os valores iniciais e finais destes.

4.7.3 Determinacdo dos parametros fermentativos

. Fator de Converséo de D-xilose em etanol (Yps)
O fator de conversao ou fator de rendimento é aguele que expressa a massa

de etanol produzido por massa de xilose consumida, em gramas, expresso pela

Equacéo (6).
Yers= (&) = (L2 ©)

Onde: P;e P;— Concentracéo inicial e final de etanol; S;e S;— Concentragao
inicial e final de substrato (xilose).

o Fator de Converséo de D-xilose em células (Yxs)
O fator de conversao ou fator de rendimento é aquele que expressa a massa

de substrato consumida para formacdo de células, em gramas, expresso pela

Equacéo (7).
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o= ()

(=) X

Si_Sf

Onde: S;j e S; — Concentracao inicial e final de substrato; X; e X; —

Concentracdo inicial e final das células.
o Produtividade Volumétrica de etanol (Qp)

A produtividade volumétrica de etanol expressa a concentracdo de etanol

produzido (g/L) por tempo (h), expresso pela Equacéo (8).
= (AP _ (Br=P (8)
Qp= (At) - (tf—ti)

Onde: P;e P;— Concentracéo inicial e final de etanol; tje tt— Tempo inicial e

tempo final de fermentagéo.
o Rendimento (%n)

Este parametro representa o rendimento da fermentacédo, sendo comparado

com o valor obtido teoricamente, sendo calculado pela Equacéo (9).

%on= (%)x 100
(

Py, . .
§) teorico

Sendo que 0 Y pys) tesrico € 0,511 Jetanol-Oxilose > Segundo Garcia (2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo Quimica

Os residuos da producédo e beneficiamento de soja (palha, vagem, casca),
foram analisados quanto aos teores de umidade, cinzas, extrativos e lignina. Os

resultados obtidos estdo presentes na Tabela 6.

Tabela 6- Caracterizagcdo quimica parcial dos residuos oriundo da producéo e do beneficiamento de

soja
Biomassa Umidade Cinzas Extrativos L|gn!na Referéncia
Insoluvel
ReS|du_os da 11,90% 5.75% 3.41% 19,39% Presente
soja trabalho
Palha de 11,40% 7,00% 10,50% 12,54% BARBOSA (2011)
cevada

Palha de cana - 2,40% 5,90% - SILVA (2009)

CARNEIRO
- 0, 0, 0,

Palha de arroz 8,70% 3,30% 15,50% (2011)
Poda de 23,30% 3,40% 27,10% 17,60% FONSECA (2014)
Oliveira

Pinus oocarpa 4,31% 1,26% 2,78% 25,18% MORAES et al.

(2005)
Bagaco de

sorgo (CVSW 10,85% 3,64% 8,25% - CA(I\2/I(,)A1FE§BO
82568)

Casca de soja - 4,00% 5,00% 4,80% ROJAS (2012)

Fonte: Autoria propria (2019).

O teor de umidade obtida (11,9%) nos residuos da soja apresentou um
resultado semelhante ao reportado por Barbosa (2011) para a palha da cevada,
porém inferior a biomassa de poda de oliveira (FONSECA, 2014) e superior a de

pinus oocarpa (MORAES et al., 2005) e bagaco de sorgo (CAMARGO, 2016).
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Quanto aos extrativos do presente trabalho, totalizaram em 3,41%,
apresentando um resultado semelhante ao reportado por Carneiro (2011) de 3,3%,
referente a biomassa de poda de oliveira e proximo a Rojas (2012) de 5,0%
referente a casca de soja. Portanto, os extrativos presentes no material estudado,
provém das cascas de soja. Enquanto que esse resultado foi superior ao pinus
oocarpa (MORAES et al., 2005) e inferior & palha de cevada (BARBOSA, 2011),
palha de cana (SILVA, 2009), poda de oliveira (FONSECA, 2014) e bagaco de sorgo
(CAMARGO, 2016).

Para a fracdo de cinzas, verificou-se um teor de 5,75%, enquanto para a
fracdo de lignina insolluvel, esta apresentou um teor de 19,39%, verificando o alto
valor desse componente, o que dificulta 0 acesso aos agucares fermentesciveis. O
teor de cinzas e lignina insolluvel esta entre os valores apresentados pela literatura
de 8,7% (CARNEIRO, 2011), 2,4% de cinzas (SILVA, 2009) e 12,54% (BARBOSA,
2011), 25,18% de lignina insoluvel (MORAES et al., 2005) para os materiais de
palha de arroz, palha de cana, palha de cevada, Pinus oocarpa, respectivamente.

De acordo com a Tabela 6, os resultados dos teores encontrados para o0s
residuos oriundos da producdo e do beneficiamento de soja sdo dependes do
cultivo, processamento e genética da biomassa. Além disso, verifica-se que a
biomassa avaliada, apresentou resultados dentro da faixa de variacdo reportada na

literatura para outros materiais.

5.2 Estudo das Condi¢Bes do Pré-tratamento Acido Diluido

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados dos ensaios realizados de
acordo com o planejamento experimental DCC 23 variando a temperatura,
concentracdo do acido e tempo na autoclave para o pré-tratamento dos residuos da
producdo e do beneficiamento de soja. Os acUcares xilose, glicose e arabinose,

foram obtidos como resposta ao planejamento.



42

Tabela 7- Resultados da concentracédo de carboidratos apés hidrélise acida

Amostra Temp. Tempo (min) [] é&cido Glicose Xilose (g/L) Arabinose

(°C) (9/L) (/L)

1 (-1) 111 (-1) 20 (-1) 1% 3,185 3,820 2,650
2 (+1) 121 (-1) 20 (-1) 1% 3,555 5,180 4,565
3 (-1) 111 (+1) 40 (-1) 1% 3,295 4,585 4,185
4 (+1) 121 (+1) 40 (-1) 1% 3,330 3,685 4,890
5 (-1) 111 (-1) 20 (+1) 5% 4,280 10,500 5,430
6 (+1) 121 (-1) 20 (+1) 5% 5,590 16,065 5,840
7 (-1) 111 (+1) 40 (+1) 5% 5,565 15,250 5,680
8 (+1) 121 (+1) 40 (+1) 5% 6,485 16,960 6,235
9 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 4,640 11,410 5,305
10 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 3,795 8,900 4,020
11 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 4,335 10,460 4,980
12 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 5,185 12,380 5,730

Fonte: Autoria prépria (2018).

De acordo com a Tabela 7, observa-se que as amostras 6 e 8 apresentaram
os melhores resultados com relacdo a concentracdo de xilose, principal fonte de
carbono para o processo fermentativo em questédo, contendo totais de 16,065 g/L e
16,960 g/L, respectivamente. Ambas as amostras ocorreram em condi¢des de pré-
tratamento idénticas a concentracdo de acido empregada (5% m/v), bem como
temperatura (121 °C), com excec¢ao do tempo de reacao.

Camargo (2016), também avaliou os parametros tempo, concentracao de
acido e temperatura para o bagaco de sorgo, e verificou que a melhor condicéo para
obtencéo de xilose foi de 121°C, 40 min, com uma concentragéo de acido de 1,75%
(m/v), resultando em 14,22 g/L de xilose. O presente trabalho, obteve uma condicéao
( amostra 6) com a mesma temperatura (121°C), porém o tempo foi menor (20 min a
menos), resultando em 11,48% a mais de xilose.

Para a verificacdo dos parametros significativos no experimento foi feito um
gréafico de Pareto (Figura 10).
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Figura 10- Grafico de Pareto para Xilose

(3)Concentracao acido (%)(L) _9,553372
(1)Temperatura (°C)(L) | 1,7295
1Lby3L 1,516353
1Lby2L 1,47928
2Lby3L 1,414413
(2)Tempo (min)(L) | 1.076159
; p=105.

Fonte: Fonte: Autoria propria (2018).

O grafico de Pareto posiciona em ordem decrescente as variaveis
independentes (tempo, temperatura e concentracdo do &cido) referindo aos seus
efeitos na liberacdo de xilose, sendo que os mais significativos estdo apdés a linha
vermelha (p=0,5). Verifica-se na Figura 10, que o fator concentracdo do acido foi o
fator que resultou a direta na liberacdo da xilose, sendo que resultou um efeito de
aproximadamente 9,6 vezes a na concentracdo de xilose no nivel +1, quando
comparado com o nivel -1, enquanto que os demais fatores ndo apresentaram
significancia.

Verifica-se ainda na Figura 10, que as combina¢des da concentracdo do
acido e da temperatura (1Lby3L), da temperatura com o tempo (1Lby2L) e do tempo
com a concentracdo do acido (2Lby3L), tiveram uma influéncia bem préximas, mas,
mas n&o apresentam uma interacao significativa.

A Figura 11 apresenta um grafico de superficie de resposta dos dados
reportados na Figura 10. Nesta figura, € possivel observar as influéncias dos fatores
independentes (variaveis), variando o0s niveis do planejamento, sobre a
concentragéo da xilose no pré-tratamento com acido diluido dos residuos oriundos

da producéo e do beneficiamento de soja.
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Figura 11- Superficie de resposta da concentracéo de xilose a partir da hidrélise acida do residuo da
soja
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Fonte: Autoria propria (2018).

No presente trabalho, de acordo com o gréafico de superficie de resposta,
somente o fator da concentracdo do &cido teve efeito na obtencdo de xilose,

enquanto a temperatura foi menos significativa que a concentracéo do acido.
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Portanto, melhor condigéo foi alcancada quando a concentracdo do acido e
a temperatura foram avaliadas em seus niveis superiores. Assim, a condicdo que
apresentou valor mais elevado na concentracdo de xilose foi a 121°C, com a
concentracdo de acido de 5% (m/v), um tempo de reacdo de 40 minutos,
correspondendo a uma concentracdo de xilose igual a 16,960 g/L. Como o fator
tempo nao foi significativo, entdo, a condicdo de 121°C, concentracdo de acido de
5% (m/v) e tempo de reacdo de 20 minutos, apesar de ter-se obtido um resultado
com menor concentracao de xilose (16,056 g/L), esta foi escolhida como a melhor
condigcdo. Verifica-se que este valor de concentragédo de xilose foi apenas 5,33%
inferior a maxima obtida, além do fato de reducdo do tempo de reacdo ser vantajosa
economicamente, jA que menos tempo no processo foi gasto.

A seguir na Tabela 8, sdo apresentados os valores obtidos para os

compostos fendlicos para o planejamento experimental.

Tabela 8 — Concentractes de fendis presentes nas amostras apos hidrolise 4cida dos residuos
oriundos da producéo e do beneficiamento de soja

Amostra Temp. (°C) Tempo (min) [] &cido Concen-tragao

de fendis (g/L)
1 (-1) 111 (-1) 20 (-1) 1% 0,5824
2 (+1) 121 (-1) 20 (-1) 1% 1,2615
3 (-1) 111 (+1) 40 (-1) 1% 0,9501
4 (+1) 121 (+1) 40 (-1) 1% 1,2777
5 (-1) 111 (-1) 20 (+1) 5% 1,3028
6 (+1) 121 (-1) 20 (+1) 5% 1,6904
’ (-1) 111 (+1) 40 (+1) 5% 1,6295
8 (+1) 121 (+1) 40 (+1) 5% 2,1735
9 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 1,6107
10 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 1,6248
11 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 1,7045
12 (0) 116 (0) 30 (0) 3% 1,4841

Fonte: Fonte: Autoria prépria (2019).

Na Tabela 8, a amostra 8 possui 0 maior valor de concentragdo de fenois

totais, compostos estes, conforme ja discutido anteriormente, sdo considerados
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toxicos aos micro-organismos, pois, prejudica o metabolismo, inibindo o crescimento
e consequentemente, diminuindo o rendimento da producéo de etanol (ZAUTSEN,
2011).

Portanto, a amostra 8 e 6, as quais apresentaram as melhores condi¢cbes de
obtencado de xilose, verificou-se (Tabela 8) concentracbes de 2,1735 g/L e 1,6904
g/L, respectivamente de fendis. Conforme ja discutido anteriormente, a amostra 6,
apresentou um valor inferior (5,33%) de xilose, comparado a amostra 8, porém uma
diferenca pouco significativa, o0 que gera economia pela diferenca de tempo de pré-
tratamento. Também é possivel notar que esta apresentou menor concentracdo de
compostos fendlicos, portanto sua escolha pode ser justificada aliada a menor
concentragdo destes compostos.

Na Figura 12, verificamos que, assim como para resposta em xilose, a
concentracdo do &cido também apresentou a maior influéncia na resposta dos
compostos fendlicos. No entanto, neste caso, verificou-se que a temperatura,

também apresentou um efeito direto nesta resposta.

Figura 12- Gréfico de Pareto para Compostos Fendlicos

(3)Concentracao acido (%)(L) | _4.58608 1
(1)Temperatura (°C)(L) | 3,26269
(2)Tempo (min)(L) | 2,009324
2Lby3L 0,7169063
1Lby2L 0,328407
1Lby3L 026414
p‘=.05

Fonte: Fonte: Autoria prépria (2019).
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Também observa-se na Figura 12, que quando aplicado a combinagédo da
concentracdo do acido com o tempo (2Lby3L), ha maior resposta de compostos

fendlicos, mas néo apresenta efeito significativo.

5.3 Concentracado e Tratamento do Hidrolisado

A condicado da amostra 6 (121°C, acido a 5% (m/v) e 20 minutos), melhor
condicao de obtencédo de hidrolisado hemicelulésico, foi preparada, novamente, para
obter cerca de 10 L de hidrolisado.

ApoOs este ser concentrado, o mesmo foi novamente avaliado quando ao teor
de acucares fermentesciveis e compostos fendlicos, apresentando 44,23 g/L de
xilose e 6,74 g/L de fendis.

Portanto, o hidrolisado apresentou altos teores de compostos fendlicos,
sendo assim, foi submetido a um tratamento, objetivando a remocao destes. A
Figura 13, a seguir, ilustra os hidrolisados obtidos das diferentes etapas de

tratamento empregadas no presente trabalho.

Figura 13- Hidrolisados obtidos em funcdo das diferentes etapas dos procedimentos de
destoxificacéo

EERE

Legenda: [A] — Hidrolisado original; [B] — Hidrolisado concentrado; [C] — Hidrolisado tratado com 6xido
de célcio; [D] — Hidrolisado tratado com 6xido de calcio + acido fosfdrico; [E] — Hidrolisado tratado
com o6xido de calcio + acido fosforico + adsorgéo por carvao ativo.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Apébs o procedimento de destoxificacdo, obteve-se cerca de 1,92 g/L de
fendis, resultando em remocdo de 71,5% deste composto presente no hidrolisado

concentrado, como expressa a Tabela 9.

Tabela 9- Avaliagédo da destoxificagdo do hidrolisado

Amostra Compostos fendlicos (g/L) pH
Hidrolisado inicial 1,6904 0,45
Hidrolisado concentrado 6,7392 0,39

Hidrolisado concentrado e

destoxificado 1,9200 2,50

Fonte: Autoria propria (2019).

No entanto, durante o processo de obtencéo, concentracdo e destoxificacédo
do hidrolisado, perdeu-se volume do mesmo, principalmente com o procedimento de
destoxificacdo, por consequéncia da precipitacdo entre as etapas do tratamento do

mesmo, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10- Perdas de volume do hidrolisado durante as etapas

Amostra Volume % de perdas
Hidrolisado inicial 0L -
Hidrolisado apés o pré- 68L 32.0%
tratamento
Hidrolisado concentrado 3x 2,2L 67,0%
Hidrolisado concentrado e 06L 72.7%

destoxificado

Fonte: Autoria propria (2019).



49

5.4  Fermentagao do Hidrolisado Proveniente dos Materiais Oriundos da Produgé&o

e Beneficiamento de Soja

5.4.1 Avaliacdo do consumo do substrato, producdo de etanol e crescimento celular

durante cultivo em hidrolisado e meio sintético (experimento controle)

As fermentagdes ocorreram como descritas no item 4.5.3, sendo os perfis
cinéticos tanto para o hidrolisado concentrado e destoxificado, bem como para o
meio sintético estdo apresentados na Figura 14.

De acordo com a Figura 14-A, verificou-se um rapido consumo do substrato
(xilose) no meio sintético, uma vez que este em apenas 24h de fermentacdo foi
totalmente consumido (99,84%), enquanto no hidrolisado esse comportamento néo
foi observado. O consumo ao final de 72h de fermentacao alcancou 83,48% quando
da utilizacdo de hidrolisado. Este resultado pode ser explicado devido aos
compostos toxicos presentes no mesmo, principalmente fendlicos (Tabela 9), &cido
acético, furfural e 5-HMF (compostos ndo analisados), mas previamente reportado
em hidrolisados de outros materiais lignocelulésicos (CAMARGO, 2016; COSTA,
2016; ARRUDA, 2011).

Ainda para a Figura 14-A, verificou-se que conforme discutido no item 5.3,
mesmo com a destoxificacdo do hidrolisado, este ainda apresentou 1,920 g/L de
compostos fendlicos e considerando que, segundo Wang et al, (2017),
concentracbes de fendis de 0,2 g/L, para a levedura Pichia stipitis, jA& sao
consideradas toxicas e inibitérias para os micro-organismos assimiladores de xilose.
Ainda de acordo com estes autores, a presenca destes compostos resulta em danos
na membrana celular, ocasionando a diminuicdo do consumo de substrato. Costa
(2016), verificou que 28,98 g/L + 3,95% de xilose foi consumida do meio contendo
90% do hidrolisado de bagaco de cana-de-aclcar, em 72 h, para 0 mesmo
microrganismo, sendo este consumo, aproximadamente 21,5% menor do que o

observado em relagao ao presente trabalho.
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Figura 14- Avaliacéo do consumo de xilose (A), do crescimento de células (B) e producéo de etanol

Concentracao de xilose (g/L)

Concentracao celular (g/L)

Concentracao de etanol (g/L)
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Com relacdo ao crescimento de células (Figura 14-B) observou-se valores
mais elevados em meio sintético (atingindo-se maximo de 8,130 g/L), enquanto no
hidrolisado, foi possivel obter, somente, 3,652 g/L. Este valor foi 55,08% menor que
0 meio de controle, podendo-se verificar mais uma vez, o efeito inibitorio dos
compostos fendlicos. Provavelmente, assim como estes influenciaram o consumo de
acucares e producdo de etanol, podem ter prejudicado o metabolismo da célula,
inibindo seu crescimento. Verifica-se, ainda, que apesar da concentracao celular ao
final da fermentagcdo em meio hidrolisado ser inferior ao controle, apresentou um
valor semelhante, ao ser comparado com o trabalho de Costa (2016), o qual avaliou
0 mesmo microrganismo, porém empregando-se 90% de hidrolisado de bagaco de
cana-de-acUcar.

Na Figura 14-C, verifica-se que a maxima formacao de etanol ocorreu em 24
horas, tanto no meio sintético (14,29 g/L), como no hidrolisado (5,62 g/L). No
entanto, a concentracdo de etanol foi 60,67% menor no hidrolisado, pois, assim
como para a assimilacado de acucares, para a producdo de etanol, o possivel efeito
dos inibidores também foi verificado. Segundo Wang et al., (2017), que avaliou a
fermentacdo do hidrolisado da palha de arroz, com o microrganismo Pichia stipitis
para a producdo de etanol, a formacdo deste alcool foi menor, cerca de 21,26%, em
funcdo da presenca de compostos fendlicos, sendo que mesmo estes, em pequenas

guantidades, ja tem um efeito negativo na formacgéo deste bioproduto.

5.4.2 Avaliacdo dos parametros fermentativos

As Tabelas 11 e 12 apresentam os parametros fermentativos, obtidos para

0S meios sintético e hidrolisado.

Tabela 11- Parametros fermentativos para o meio hidrolisado

Tempo (h) Ypis (Qetanol-xitose ) Y s (Qceldtas-Oxilose ) QP (Getanoi-L™.h) n%
0 0,000 0,000 0,000 0,000
12 0,081 0,029 0,127 15,76
24 0,183 0,039 0,234 35,79
48 0,175 0,044 0,121 34,32
72 0,141 0,074 0,072 27,60
96 0,140 0,056 0,051 27,48

Fonte: Autoria propria (2019).
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Tabela 12- Parametros fermentativos para o meio sintético

Te(r::)po Ypis (Getanol-xitose ) Y s (Qcelias-Gxitose ) QP (Getanor-L™.h7) n%
0 0 0 0 0
12 0,323 0,481 0,198 63,28
24 0,392 0,149 0,596 76,73
48 0,307 0,144 0,233 60,02
72 0,344 0,181 0,174 67,24
96 0,296 0,141 0,113 58,06

Fonte: Autoria prépria (2019).

De acordo com as Tabelas 11 e 12, os maximos valores de parametros
fermentativos foram obtidos em 24h de fermentacdo para ambos 0s meios.
Conforme verificado no item 5.4.1, a presenca de compostos fendlicos sdo
considerados inibitérios ao metabolismo microbiano no hidrolisado, prejudicou a
performance fermentativa da levedura neste meio, em comparacdo ao meio
sintético. Nota-se, valor maximo de 0,183 getanm.gxnose'l,para fator de conversao de
substrato em produto (Yp/s) resultando em um rendimento maximo (n) de 35,29% e
com uma produtividade volumétrica (Q,) de 0,234 Qetano.L™*.h™" em meio hidrolisado
Ja para o meio sintético (Tabela 12), observa-se que a conversao de substrato em
produto, teve seu maximo de 0,392 getanm.gxnose'l, correspondendo a uma
produtividade volumétrica de 0,596 Qewano.L>.h™ € com um rendimento de 76,73%.
Assim, ao se comparar as produtividades volumétricas obtidas experimentalmente
nos meios hidrolisado e sintético, observa-se que o primeiro resultou em 60,74% de
reducdo em seu valor em relacdo ao segundo, evidenciando mais uma vez que a
presenca de compostos toxicos prejudicaram o metabolismo microbiano.

Segundo Camargo (2016), € praticamente impossivel obter o rendimento
maximo teorico, ou seja, 100% de eficiéncia de conversdo, uma vez que uma
parcela do substrato € desviada tanto para o crescimento e manutencao das células,
quanto para formacdo de subprodutos do metabolismo, conforme € apresentado
pelo fator Yys (Tabelas 11 e 12).

Martiniano et al., (2013) avaliou a fermentacéo de hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana-de-acucar, pela levedura S. arborariae (BR6-2AY), obtendo uma
produtividade em etanol de 0,11 + 0,004 g/L.h, em 96 horas de fermentacéo, sendo
este resultado de 52,99% inferior ao obtido no presente trabalho. Ja Costa (2016),
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em ensaio realizado com 90% m/m do hidrolisado lignocelulésico de bagaco de
cana-de-agucar, em meio rico YP, para cultivo da levedura S. passalidarum, visando
a obtencdo de etanol, apresentou uma produtividade volumétrica de 0,24 + 0,01
g/L.h, sendo uma produtividade proxima ao obtido desse presente trabalho,
evidenciando a potencialidade do meio empregando para a obtencao de etanol de

segunda geracéo.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se nesse presente trabalho que:

o Os residuos oriundos da producdo e do beneficiamento de soja
apresentaram teores de 11,9% de umidade, 5,75% de cinzas totais, 3,41% de
extrativos e 19,39% de lignina solavel, valores estes considerados dentro da faixa
normalmente observada na literatura para outros materiais lignoceluldsicos;

. A partir do planejamento DCC 2° foi possivel obter a melhor condicdo
de pré-tratamento da fracdo hemicelulésica. Verificou-se que a concentragdo de
acido apresentou o efeito mais significativo no pré-tratamento dos residuos oriundos
da producdo e do beneficiamento de soja na obtencdo de xilose, enquanto o
parametro de temperatura teve uma influéncia, mas ndo tdo intensa como a da
concentracéo do acido e o tempo teve uma influéncia insignificativa.

. O processo de destoxificacdo por variacdo do pH e adsorcdo em
carvao ativo, permitiu remocdo de mais de 71% da quantidade de compostos
fendlicos, porém, nédo foi suficiente para alcancar elevados parametros fermentativos
nesta condi¢cdo, em compara¢ao ao meio sintético;

. Foi possivel a producédo de etanol durante a fermentacdo do hidrolisado
pelo microrganismo S. passalidarum, resultando em parametros fermentativos com
valores de Qp de 0,234 g/L.h e Yp;s de 0,183 g/g, 0 que estimula as pesquisas para
0 aproveitamento deste material. No entanto verifica-se a necessidade de um
procedimento de destoxificacdo mais eficiente, avaliar outros compostos inibitérios, e

obter a melhor condi¢do do processo fermentativo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam o potencial da utilizacéo
dos materiais oriundos da produgcédo e beneficiamento de soja como fonte de
carbono, principalmente xilose, a qual podera ser utilizada em diferentes processos
fermentativos, como por exemplo, para a obtencdo de bioetanol a partir de micro-
organismos fermentadores desta pentose. A escolha deste bioproduto se deve ao
fato deste ser um biocombustivel sustentavel, o que podera contribuir para a
reducdo das mudancas climéticas sem afetar a oferta de alimentos, além de agregar

valor a um material que geraria pouco valor agregado na cadeia da agroindustria.
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APENDICE A- Curva padrdo para determinar compostos fendlicos
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APENDICE B- Curva padréo de peso seco para Spathaspora passalidarum
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APENDICE C- Resultados do crescimento celular para a fermentag&o

HIDROLISADO
Tempo (h) A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padrao
0 0,896 0,932 0,914 0,026
12 1,493 1,460 1,476 0,023
24 2,054 2,200 2,127 0,103
48 2,879 2,384 2,632 0,350
72 3,491 3,814 3,652 0,228
96 3,093 2,681 2,887 0,291
SINTETICO
Tempo (h) A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padréo
0 1,513 1,543 1,528 0,021
12 5,604 4,514 5,059 0,771
24 6,958 6,974 6,966 0,011
48 6,941 6,644 6,792 0,210
72 8,114 8,147 8,130 0,023
96 6,644 6,743 6,694 0,070
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APENDICE D- Resultados do consumo de xilose para a fermentacéo

HIDROLISADO
Te(rrr:)po A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padréo
0 43,746 44,713 44,229 0,684
12 25,600 24,898 25,249 0,496
24 14,268 12,741 13,504 1,079
48 11,214 10,947 11,080 0,189
72 9,113 5,501 7,307 2,554
96 7,763 10,363 9,063 1,839
SINTETICO
Te(r:]‘)po A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padrao
0 37,581 35,444 36,512 1,511
12 28,360 29,978 29,169 1,144
24 0,056 0,056 0,056 0,000
48 0,055 0,055 0,055 0,000
72 0,0566 0,057 0,057 0,001
96 0,0564 0,055 0,056 0,000
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APENDICE E- Resultados da producéo de etanol para a fermentacéo

HIDROLISADO
Tempo (h) A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padrao
0 1,265 0,755 1,010 0,361
12 1,628 1,429 1,528 0,141
24 5,872 5,368 5,620 0,356
48 6,058 5,569 5,814 0,346
72 4,707 5,710 5,208 0,709
96 4,823 5,053 4,938 0,162
SINTETICO
Tempo (h) A (g/L) B (g/L) Médio (g/L) Desvio padrao
0 0,296 0,279 0,287 0,012
12 1,771 2,978 2,374 0,854
24 14,425 14,163 14,294 0,185
48 12,458 10,176 11,317 1,614
72 13,026 12,026 12,526 0,707
96 10,418 11,216 10,817 0,564
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