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RESUMO - O uso da biomassa lignocelul6sica como substrato para producdo de etanol
atende as necessidades atuais de se buscar novas fontes de energia que ndo compitam com
a producdo de alimentos e reduzam o impacto ambiental. Este estudo avaliou o
comportamento de duas espécies de palma forrageira encontradas no Nordeste do Brasil
(Opuntia ficus indica e Nopalea cochenillifera) submetidas a pré-tratamento com
hidréxido de s6dio como matérias-primas para producdo de etanol pelo processo de
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SFS) usando duas cepas de Saccharomyces
cerevisiae (PE-2 e CA-11). Usando a metodologia do planejamento fatorial 22 mais 3
pontos centrais, foi estudada a influéncia da temperatura (30, 40 e 45 °C) e da carga
inicial de celulose (3, 4 e 5%). Os ensaios mostraram maior rendimento da conversdo de
celulose em etanol pela cepa PE-2 usando a Nopalea (93,81%) no ponto central. A
espécie Opuntia também obteve rendimento maximo (62,48%) no ponto central usando a
cepa PE-2.

1. INTRODUCAO

Dentre as muitas culturas alternativas para a producdo de alcool etilico, pode-se citar a palma
forrageira, que tem despertado o interesse de muitos pesquisadores, devido a sua vasta
disponibilidade, auséncia de entressafra, baixa necessidade de tecnologia para cultivo, além de ser
uma cultura bastante difundida, altamente resistente a seca e de fécil plantio (Torres Neto, 2010). Na
regido Nordeste do Brasil, sdo encontrados trés tipos principais de palma: a gigante, da espécie
Opuntia ficus indica; a redonda, Opuntia sp; e a miuda, Nopalea cochenilifera (Silva e Santos, 2006).
Diversos trabalhos tém mostrado bons resultados com o uso da palma gigante para producéo de etanol
celulosico (Baracho et al., 2009; Kuloyo, 2011; Torres Neto, 2010).

O processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SFS) foi proposto como forma de
tornar economicamente atrativo o etanol celul6sico, visto que nesta estrutura, as celulases catalisam a
hidrolise da celulose em glicose, que é simultaneamente fermentada em alcool em um Unico reator.
Esta estratégia reduz o potencial de contaminagdo microbiologica, diminui os custos de equipamento
e previne a acdo enzimatica de ser inibida pelos acglcares produzidos, aumentando assim o rendimento
desta etapa (Fox et al., 2012).
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Este trabalho teve como objetivo realizar um estudo sobre a viabilidade técnica do uso dos
cladddios de duas espécies de palma forrageira como substrato para producdo de etanol celul6sico
utilizando um processo de sacarificacdo e fermentacdo simulténeas, analisando-se o efeito que a
concentracdo inicial de celulose e a temperatura exercem sobre a produgdo de etanol por duas
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Palma Forrageira

Os cladddios de palma forrageira das duas espécies testadas neste trabalho (N. cochenillifera e
O. ficus indica) foram obtidos na fazenda Aquafrutas Il, localizada no municipio de Touros, Rio
Grande do Norte, sendo estas de uma variedade sem espinhos encontrada comumente no interior do
Rio Grande do Norte. Apos a selecdo e lavagem, os cladddios foram cortados em pedacos de
aproximadamente 3 cm x 3 cm x 1 cm e secos. O material foi entdo triturado em moinho de facas tipo
willey e a fracdo de finos passantes pela peneira de 20 mesh (0,841 mm) foi coletada. O material
passou entdo por um processo de sucessivas lavagens com agua quente (aproximadamente 70 °C)
para remoc¢do de materiais solGveis, que poderiam diminuir a eficiéncia do pré-tratamento, sendo
posteriormente seco novamente. O material foi armazenado em recipiente fechado e guardado em
local seco a temperatura ambiente para evitar a sua degradacao.

2.2. Pré-Tratamento

O procedimento consistiu em levar uma mistura contendo 10% (p/v) de material lignoceluldsico
em solucdo de NaOH 0,5% (p/v) a autoclave, onde era mantida por 30 min a 1,05 atm (121 °C). Ao
fim do pré-tratamento, o material lignoceluldsico era submetido a sucessivas lavagens com agua da
torneira (perfazendo cerca de 10% p/v de biomassa em cada lavagem) a fim de remover 0s compostos
recalcitrantes formados pela degradacédo da lignina. A lavagem prosseguia até que o pH do filtrado se
aproximasse do valor da 4gua da torneira e sua cor desaparecesse.

A biomassa foi caracterizada com relagdo ao seu teor de extrativos (Pitarelo, 2007),
polissacarideos (celulose e hemicelulose) e lignina (Sluiter et al., 2011) e cinzas (Vasconcelos, 2012)
conforme os procedimentos descritos na literatura.

2.3. Microrganismos e Preparo do Indculo

Uma amostra de levedura S. cerevisiae da cepa LNF CA-11 foi gentilmente cedida pela LNF
Latino Americana. A cepa PE-2 (citada por Basso et al., 2008) utilizada neste trabalho foi obtida do
estoque de culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Estes microrganismos foram mantidos em
placa de Petri em meio de 4gar YEPD (Agar-agar 20 g/L; Extrato de Levedura 10 g/L; Peptona 20
g/L; Glicose 20 g/L) com pH corrigido para 5,0 (H,SO4 0,1 M). Apo6s inoculacdo, as placas foram
deixadas por 48 h a 28-30 °C para crescimento das coldnias e, posteriormente, guardadas sob
refrigeracdo (4 °C) seguindo a metodologia de Ruiz et al. (2012).
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Para o preparo do pré-indculo, 100 mL de uma solucéo contendo glicose (30,00 g/L), extrato de
levedura (5,00 g/L), (NH4),SO,4 (10,00 g/L), KH,PO,4 (4,50 g/L), MgSO,.7H,0O (1,00 g/L), ZnSO,
(0,65 g/L) e pH corrigido para 5,0 (H,SO4 0,1 M) foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 250
mL mantidos a 35 °C e 150 rpm por 22 horas. Neste momento, uma aliquota de 10 mL era transferida
para outro Erlenmeyer contendo 90 mL de solugdo com mesma composicao inicial do pré-indculo,
sendo disposto nas mesmas condi¢des. Apos 9 horas de crescimento, a solucdo atingia novamente
valor maximo de concentracdo celular e uma aliquota era transferida para o Erlenmeyer onde
ocorreria a sacarificacdo e fermentacdo simultdneas de modo que a concentracdo inicial de
microrganismos desejada fosse obtida.

2.4. Sacarificacao e Fermentacdo Simultéaneas (SFS)

Os ensaios de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, em mesa agitadora com agitacdo e temperatura controladas. Como
parametros iniciais, utilizou-se uma carga enzimatica de 20 FPU/g de biomassa, concentra¢do inicial
de microrganismos de 4 g/L, agitacdo de 150 rpm e tempo total de 48 horas. Para complementar as
necessidades nutricionais das leveduras, foi adicionado ao meio fermentativo contendo a palma uma
solucdo contendo 4 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de (NH4).SO,, 2 g/L de KH,PO,4 e 0,75 g/L de
MgS0,.7H,0. O volume desta solucdo a ser adicionada era determinado pela quantidade de in6culo
previamente adicionado. O coquetel enzimatico ACCELLERASE® 1500, gentilmente cedido pela
GENENCOR?®, foi utilizado neste trabalho.

As amostras obtidas foram levadas para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) a fim de determinar a concentragdo de etanol ao fim da fermentacdo. Avaliou-se o
rendimento de etanol dos sistemas experimentais nas temperaturas de 35, 40 e 45 °C (niveis -1, 0 e 1,
respectivamente) e nas concentragdes iniciais de substrato de 3, 4 e 5% (p/v) de celulose (niveis -1, 0
e 1, respectivamente), tendo sido efetuado um estudo fatorial 22 com triplicata no ponto central. O
rendimento em etanol da SFS ou a conversdo de celulose foi calculado de acordo com a Equagéo 1
(Dowe & McMillan, 2008), que relaciona a diferenca entre a concentracdo inicial e final de etanol
com a concentracdo inicial de celulose na mistura, usando os fatores estequiométricos de converséo
de celulose em glicose e de glicose em etanol:

[EtOH], —[EtOH],

%Rendimento =
0,51x (1,111x[Celulose], )

x100% (1)

Foram realizados quatro planejamentos experimentais, sendo estes utilizando as duas palmas
forrageiras e usando as leveduras S. cerevisiae PE-2 e CA-11. O programa computacional
STATISTICA® (versédo 7.0) foi utilizado para obtencéo dos efeitos principais das variaveis e de suas
interacOes, dos dados de anélise de varidncia e para a obtencao de superficies de resposta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo da Biomassa
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Os valores obtidos pela caracterizacdo da biomassa séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo da biomassa de palma forrageira
Componentes N. cochenillifera O. ficus indica

Celulose (%) 43,19 + 4,05 31,99 £0,10
Hemicelulose (%) 22,38 £ 0,58 19,59 £ 0,45
Lignina (%) 15,96 £+ 0,37 20,49 £ 0,04
Extrativos (%) 3,36 £2,10 13,09 £1,95
Cinzas (%) 6,28 + 0,25 5,71 + 0,07
Total (%) 91,17 90,87

A palma N. cochenillifera apresentou maior teor de polissacarideos, tanto celulose quanto
hemicelulose, e teor de lignina inferior que a O. ficus indica. O baixo teor de lignina das amostras em
relacdo as biomassas mais estudadas, como o bagaco de cana-de-agUcar, que é da ordem de 26,4%
(Rabelo et al., 2011) chama a atencdo, pois este € um dos principais fatores que limita a extensao da
hidrélise enzimética e ainda contribui para a liberacdo de materiais recalcitrantes, diminuindo o
rendimento da fermentacao alcodlica.

Malainine et al. (2003) trabalharam com amostras de O. ficus indica com teor de lignina de
apenas 3,6% e, para a mesma especie, Kuloyo (2012) encontrou o valor de 7,9%. Torres Neto (2010)
identificou um teor de lignina de 4,77% também para a palma gigante (do género Opuntia). Deve ser
destacado que um determinado material celulésico apresenta variagdo em sua composicao
dependendo das condicdes de cultivo, clima, idade e parte da planta, o que pode explicar a diferenca
entre os valores obtidos neste trabalho e aqueles encontrados na literatura.

3.2. Ensaios de Sacarificacdo e Fermentacéo Simultaneas

3.2.1. Cepa LNF CA-11: A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos dos planejamentos
experimentais com as espécies N. cochenillifera e O. ficus indica submetidas ao pré-tratamento
alcalino como substrato e tendo como agente de fermentagéo a levedura S. cerevisiae, cepa LNF CA-
11, que possui alto poder de floculacao.

Tabela 2 — Planejamento fatorial (2%) e resultados do rendimento de conversio de celulose em etanol
pela cepa LNF CA-11 usando palma forrageira pré-tratada via rota alcalina como substrato.
Rendimento em etanol (%)
N. cochenillifera O. ficus indica

Ensaio Temperatura Carga inicial de celulose

1 -1 -1 75,93 31,01
2 +1 -1 11,61 11,42
3 -1 +1 68,02 35,58
4 +1 +1 9,64 8,01
5 0 0 29,67 29,06
6 0 0 33,05 26,11
7 0 0 27,95 27,59
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Os resultados podem ser visualizados nas superficies de resposta (Figuras 1A e 1B) e nos
diagramas de Pareto (Figuras 1C e 1D). O efeito da carga inicial de celulose demonstrou-se nao
significativa (nivel de confianca de 95%) dentro dos valores estudados, sugerindo que uma carga mais
elevada de celulose inicial pode ser utilizada sem o comprometimento do rendimento da converséo da
celulose, gerando assim uma economia no volume de meio nutritivo adicionado a biomassa. A
interacdo entre a temperatura e a carga inicial de biomassa também se demonstrou ndo significativa
dentro do mesmo nivel de confianca.

Fitted Surface; Variable: Rendimento Fitted Surface; Variable: Rendimento
2**(2-0) design; MS Residual=6,731323 2°7(2-0) design; MS Residual=2,167828
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Figura 1 — Curvas de superficie de resposta do processo SFS usando o microrganismo S.
cerevisiae, cepa LNF CA-11, e biomassa de N. cochenillifera (A) e O. ficus indica (B) como
substrato e diagramas de Pareto usando N. cochenillifera (C) e O. ficus indica (D). Rendimento
da conversdo de celulose em etanol em fungdo da temperatura e da carga inicial de celulose.

Foi avaliado na analise de variancia o termo de curvatura. Este termo possui significancia
estatistica, os dados sdo mais bem ajustados por um modelo ndo linear. Como observado no Diagrama
de Pareto, a curvatura apresentou significancia estatistica para os dados obtidos em ambos 0s casos.
Um modelo linear, portanto, nao representa os dados de forma satisfatdria.

Pode-se observar que o rendimento comportou-se de forma inversamente proporcional em
relacdo & temperatura, tendo sido observado valor maximo de rendimento no nivel inferior de
temperatura (35 °C). Este resultado sugere que, apesar da atividade enzimatica ser favorecida com o
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aumento da temperatura, 0 microrganismo nao se comportou bem num ambiente mais quente. O
efeito da temperatura foi significativo dentro do nivel de confianca de 95%.

O resultado obtido apresenta comportamento oposto ao apresentado por Ruiz et al. (2012), no
qual a mesma cepa apresentou efeito positivo com o aumento da temperatura na faixa de 30 a 45 °C.

Os valores maximos de rendimento para a Opuntia ficaram bem abaixo dos obtidos para a
Nopalea. Enquanto que a N. cochenilifera apresentou rendimentos superiores a 70%, a O. ficus indica
atingiu valor maximo de apenas 35,58%.

3.2.2. Cepa PE-2: A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos dos planejamentos experimentais
22 com triplicata no ponto central com as espécies N. cochenilifera e O. ficus indica submetidas ao
pré-tratamento alcalino como substrato e tendo como agente de fermentagdo a levedura S. cerevisiae,
cepa PE-2.

Tabela 3 — Planejamento fatorial (2%) e resultados do rendimento de conversio de celulose em
etanol pela cepa PE-2 usando palma forrageira pré-tratada via rota alcalina como substrato.

Ensaio  Temperatura Carga inicial de Rendimento em etanol (%)
celulose N. cochenilifera  O. ficus indica
1 -1 -1 63,50 44,37
2 +1 -1 13,04 22,86
3 -1 +1 8,99 32,89
4 +1 +1 17,08 16,12
5 0 0 95,56 65,50
6 0 0 95,56 59,46
7 0 0 90,32 62,48

Os resultados podem ser visualizados nas superficies de resposta (Figuras 2A e 2B) e nos
diagramas de Pareto (Figuras 2C e 2D). Todos os parametros estudados mostraram-se significativos
para um nivel de 95% de confianca quando utilizada a biomassa de N. cochenillifera. Entretanto, o
elevado valor do efeito da curvatura mostra mais uma vez a o ajuste insuficiente pelo modelo linear.
Merece destaque o elevado rendimento obtido no ponto central (média de 93,81%) para esta espécie.

Quando utilizada a biomassa de Opuntia, o diagrama de Pareto apresentou resultados
semelhantes aqueles obtidos com a cepa CA-11, ndo tendo a carga inicial de celulose e a interacdo
entre os dois efeitos estudados significancia estatistica para um nivel de confianga de 95%. Os
maiores rendimentos obtidos com ambas as espécies se localizaram no ponto central, o que gerou o
elevado efeito da curvatura. Pode-se, portanto, afirmar que a cepa PE-2 demonstrou-se em todos os
casos superior a cepa CA-11, em termos de rendimento de conversao da glicose gerada pela hidrolise
da celulose em etanol.

A biomassa de Opuntia resultou em todos os casos em rendimentos inferiores aos da palma
Nopalea.
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Figura 2 — Curvas de superficie de resposta do processo SFS usando o microrganismo S. cerevisiae,
cepa LNF CA-11, e biomassa de N. cochenillifera (A) e O. ficus indica (B) como substrato e
diagramas de Pareto usando N. cochenillifera (C) e O. ficus indica (D). Rendimento da conversdo de
celulose em etanol em funcédo da temperatura e da carga inicial de celulose.

4. CONCLUSOES

A palma forrageira (Opuntia ficus indica e Nopalea cochenillifera) demonstrou-se uma
matéria-prima potencial para a producdo do etanol de segunda geracdo, apresentando baixo teor de
lignina e concentragdes atraentes de polissacarideos (celulose e hemicelulose). A biomassa da N.
cochenillifera apresentou altos valores de rendimento de conversdo de celulose em etanol pelo
processo SFS. Os testes com palma O. ficus indica apresentaram valores mais modestos. A cepa PE-2
da levedura Saccharomyces cerevisiae apresentou seus melhores valores de conversdo de glicose em
etanol na temperatura de 40 °C, enquanto a cepa floculante CA-11 demonstrou melhor desempenho a
35 °C. Né&o houve efeito significativo do teor de celulose inicial na fermentacdo nos resultados de
conversao, exceto no caso em que se usou a Nopalea e a cepa PE-2.
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