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RESUMO

Nas ultimas décadas tem se intensificado o estudo de estratégias que proporcionem
melhores rendimentos em etanol a partir do uso de biomassas lignocelulésicas. Neste
trabalho foi utilizado o residuo agroindustrial do processo de beneficiamento do dleo do
dendé (Elaeis guineensis) para obtencdo de um hidrolisado &cido hemicelulésico para
posterior fermentacdo. O hidrolisado foi obtido através da utilizacdo de &cido sulfurico
diluido o qual se mostrou eficiente na solubilizacdo da hemicelulose. Trés métodos de
destoxificacdo dos inibidores foram testados dentre os quais se destacaram os tratamentos
por carvdo ativado e a combinacdo do tratamento empregando overliming e carvao
ativado, com remocao de compostos fendlicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural acima de
90% do hidrolisado. As linhagens de Scheffersomyces stipitis NRRLY 1214 e NRRLY
7124 apresentaram os maiores valores de etanol, com valores correspondentes de 6,2 e
6,13 g L, no meio destoxificado por overliming com suplementagio. Estas linhagens,
neste mesmo meio, alcancaram as maiores taxas de Yp/s (0,32 e 0,33) e Ef (64,46 e
64,89%). Os dados obtidos corroboram que as linhagens estudadas apresentam potencial
para a fermentacdo da fracdo hemiceluldsica da torta de dendé. O uso de meio de
hidrolisado &cido da torta de dendé, sem suplementacédo, se mostra inviavel nas condi¢des
testadas, pois reflete em valores insignificantes de etanol. Os dados obtidos contribuirdo
de forma positiva no aproveitamento de residuos agroindustriais, bem como para os

avancos na area de obtencdo de etanol de segunda geracéo.

Palavras-chave: Bioetanol. Hemicelulose. Hidrolise acida. Scheffersomyces stipitis.



ABSTRACT

In recent decades, the study of strategies that provide better yields in ethanol from
lignocellulosic biomass has intensified. In this study we used the agroindustrial residue
from the palm oil milling process (Elaeis guineensis) to obtain an acid-hydrolyzed
hemicellulose for fermentation. The hydrolyzate was obtained using dilute sulfuric acid,
which was efficient at dissolving the hemicellulose. Three methods of detoxification of
inhibitors were tested, including the use of activated carbon treatment and a combination
treatment employing overliming and activated carbon. Greater than 90% of the phenolic
substances, furfural and 5-hydroxymethylfurfural were removed from the hydrolysis
product. The NRRLY 1214 and NRRLY 7124 strains of Scheffersomyces stipitis produced
the highest yields of ethanol, 6.2 and 6.13 g L™, in the medium detoxified by the
overliming procedure. These strains achieved the highest rates of Yp /s (0.32 and 0.33)
and Ef (64.46 and 64.89%) in the same medium. The data confirm that these strains have
a potential for fermentation of the hemicellulose fraction of palm kernel cake. The use of
the acid hydrolyzate of palm kernel cake without supplementation was shown to be
unfeasible under the conditions tested, as reflected in the insignificant yields of ethanol.
The data obtained will contribute positively to the use of agro-industrial waste, as well as

to advances in the area of the production of second-generation ethanol.

Keywords: Bioethanol. Hemicellulose. Acid hydrolysis. Scheffersomyces stipitis.
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1. INTRODUCAO

O aumento da demanda de energia nos Ultimos anos, somado ao aquecimento
global e esgotamento das fontes fosseis de energia tem se tornado um dos grandes
desafios para a comunidade cientifica. Nesta conjuntura, a industria do bioetanol tem se
desenvolvido de forma progressiva nas ultimas décadas, principalmente, por meio do uso,
aplicacdo e incremento de novas técnicas que visam o favorecimento desse crescimento.
Dentre as estratégias para o desenvolvimento do uso de energia renovavel, tem-se o
aproveitamento de biomassas lignoceluldsicas, que nos ultimos anos tem merecido
atencdo sendo alvo de varios estudos cientificos. Algumas biomassas lignocelulésicas
figuram como mateérias-primas atrativas para a producdo de bioetanol (TOQUERO &
BOLADO, 2014; GUTIERREZ-RIVERA et al., 2015), dentre estas tem-se o dénde
(Elaeis guineensis), cultura agricola dominante em muitos paises como a Malasia e
Indonésia, que sdo os dois maiores produtores de 6leo deste fruto do mundo. Gan & Li
(2014) e Lam et al. (2009), reportaram que esta cultura tem destaque principalmente
devido ao seu alto rendimento em 0leo, o qual pode ser explorado na producdo de
biodiesel. Na América do Sul, o Brasil € o terceiro maior produtor depois da Colémbia e
do Equador, produzindo 340 milhdes de toneladas, o que representa 0,58% da producgéo
de o6leo de dendé em todo o mundo. O Brasil tem uma area potencial para cultivar o
dendezeiro com cerca de 70 milhdes de hectares, 0 que pode torna-lo um dos maiores
produtores mundiais (MEDINA et al., 2015).

Em paralelo com a producdo de 6leo, a massa fibrosa proveniente da separacao
(debulhamento) dos frutos do cacho [oil palm empty fruit bunches (OPEFB)] e a torta
fibrosa residual produzida apds o processo de extracdo do 6leo dos frutos frescos [palm
pressed fiber (PPF)] sdo coprodutos gerados que ndo possuem destino certo (Shinoj et al.,
2011). Todavia, este residuo tem despertado interesse na producdo de etanol de segunda
geracdo devido aos consideraveis contetdos de celulose e hemicelulose presentes na
parede celular desta cultura (ZAKARIA et al., 2014; ZAKARIA et al., 2015, SHINOJ et
al, 2011)

O etanol lignocelulésico envolve algumas variaveis que contribuem de forma
significativa para o desempenho do processo fermentativo. Dentre estas, temos as etapas
de pré-tratamento que devido a recalcitrancia do material lignocélulosico, torna-se

necessaria de forma a superar tal condicdo. As metodologias de pré-tratamento referem-
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se a solubilizacdo e/ou remocdo das fracbes que compde a biomassa lignoceludsica
(GUPTA & VERMA, 2015). As trés principais formas de pré-tratamento dessas
biomassas utilizam processos biolégicos, fisicos ou quimicos. Dentre estas, os métodos
quimicos que utilizam acidos diluidos vém sendo amplamente empregados a fim de
solubilizar a fracdo hemicelulosica, que resulta, principalmente, em aclcares como a D-
xilose, L-arabinose, D-glicose e outros (CERVERO et al., 2010; MENON et al., 2012).
A D-xilose é o aglcar mais abundante formado nos processos de hidrolise da
hemicelulose (SILVA et al., 2012; KUNDU et al., 2015). No entanto, a Saccharomyces
cerevisae, levedura comumente empregada nos processos de fermentacao de glicose a
etanol, ndo possui habilidade para converter aglcares de cinco carbonos, no processo de
transformacéo a etanol. Sendo assim, a fim de alcancar maiores rendimentos por meio da
utilizacdo destes agUcares nos processos de fermentacdo, faz-se necessario o uso de
micro-organismos especializados, como a Scheffersomyces stipitis (KURTZMAN et al.,
2010), descrita anteriormente como Pichia stipitis (PIGNAL, 1967), que apresenta a
capacidade de metabolizar tais agUcares. Esta levedura tem sido amplamente utilizada nos
processos de fermentacdo provenientes de hidrolisados hemicelulésicos para a producao
de alcool (AGBOGBO et al., 2006; MATEO et al., 2013; GUPTA et al., 2012) devido a
sua eficiente capacidade de metabolizar a D-xilose. Além das pentoses esta levedura é
capaz de fermentar aglcares como glicose, manose, galactose e celobiose que também
estdo presente no processo de hidrolise (SILVA et al., 2012). Porém, varias substancias
definidas como toxicas e inibidoras do processo fermentativo sdo formadas durante as
etapas de hidrolise &cida do material lignocelulésico (CAMESASCA et al., 2015;
KUNDU et al., 2015) diminuindo assim, as taxas de rendimento e produtividade do
processo por afetar de forma negativa 0 metabolismo do micro-organismo (SUN et al.,
2012). Dentre os principais inibidores, provenientes da etapa de hidrélise, tem-se 0s
compostos fendlicos, formados a partir da degradacao da lignina (GUPTA et al., 2012);
o furfural e o 5-hidroximetilfurfural produzidos a partir da desidratacdo das pentoses e
hexoses, respectivamente (MATEO et al., 2013) e ainda, o0 acido acético proveniente da
hidrolise acida dos grupamentos acetila da hemicelulose (KUNDU et al., 2015). Por tanto,
visando reduzir os impactos desses inibidores no metabolismo microbiano e
consequentemente aumentar as taxas de rendimento do processo faz-se necessario uma
etapa adicional de destoxificacdo. A etapa de destoxificacdo se apresenta como uma
estratégia de remocdo total ou parcial dos compostos toxicos formados durante o pr-e-

trtamento que findam por minimizar os pronunciados efeitos no desempenho da
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fermentacdo. Dentre os principais tratamentos, o carvao ativado e hidréxido de calcio
(overliming) tém sido utilizados nos processos de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulésico (CHI et al., 2013; MATEO et al., 2013; KAMAL et al. 2011). Neste
contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos processos de
destoxificacdo por carvao ativado, overliming e a combinacdo dos dois tratamentos no
desempenho de trés linhagens de Scheffersomyces stipitis na fermentagdo alcodlica de
hidrolisados hemicelul6sicos da torta de dendé.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos processos de destoxificacdo por carvéao ativado, overliming e a
combinacgédo dos dois tratamentos no desempenho de trés linhagens de Scheffersomyces
stipitis na fermentac&o alcodlica de hidrolisados hemiceluldsicos da torta de dendé.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a eficiéncia dos trés métodos de destoxificacdo (carvao ativado,
overliming e a combinagdo dos dois métodos, carvéo ativado e overliming) na remocao
de compostos fendlicos, acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural do hidrolisado
acido hemiceluosico da torta de dendé.

Avaliar a producdo de etanol pelas trés linhagens de Scheffersomyces stipitis
frente ao hidrolisado &cido hemiceluldsico da torta de dendé com e sem 0s processos de
destoxificacao.

Avaliar o efeito da dilui¢do dos hidrolisados acidos da torta de dendé com e sem
0s processos de destoxificacdo, a partir da adicdo de uma fonte nutricional, no
desempenho fermentativo das trés linhagens de Scheffersomyces stipitis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Etanol de 22 geracédo e suas biomassas lignocelulésicas

O aumento da demanda de energia nos ultimos anos, somado ao esgotamento das
fontes fosseis de energia e ao aquecimento global tem se tornado um dos grandes desafios
para a comunidade cientifica (TRUMBO & TONN, 2016; KOIZUMI, 2015). O planeta
contém uma grande quantidade de fontes energéticas ndo renovaveis, muitas destas
esgotaveis na escala de tempo humano, pois apesar dos incentivos na producéo de energia
a partir de fontes renovaveis, a grande maioria dos paises ainda depende das fontes ndo
renovaveis (TRUMBO & TONN, 2016). Alguns cientistas tém relatado que a sociedade
atingiu, ou atingira em breve, o0 maximo de exploracdo de petroleo, e que apds esse
periodo de exploracdo a producdo comecara a declinar (HALLOCK et al., 2014). Mohr
et al. (2015) analisaram a projecdo da producdo de carvao, gas natural e petréleo no
mundo para as proximas décadas e relataram que o declinio na producdo de petrdleo
ocorrerd em aproximadamente 84 anos, para o carvdo em 34 e para o gas natural, 44 anos.
Estas circunstancias, juntamente com protocolos politicos e fatores econémicos levaram
uma mudanca global de paradigma quanto aos combustiveis alternativos que oferecam
um desenvolvimento mais sustentavel, que sejam renovaveis e que zelem pela
preservacdo do meio ambiente (AKHLAGHI et al., 2015).

Dentre as propostas viaveis para substituicdo dos combustiveis fosseis, os
biocombustiveis tém se mostrado potenciais, pois sdo obtidos da biomassa vegetal ou
organica que apresentam baixo custo e estdo disponiveis de forma abundante no planeta
(SERNA et al., 2016). ZIOLKOWSKA (2014) classificou os biocombustiveis em dois
grupos: (1) os convencionais produzidos a partir de culturas comestiveis (etanol a partir
de milho, beterraba sacarina, cana de agUcar, cereais, mandioca e outras fontes de
acucares; biodiesel a partir de 6leos vegetais, por exemplo, soja, girassol e 6leo de palma)
e (I1) os avangados que abrangem tanto o etanol celulésico produzido a partir de residuos
agricolas, residuos florestais, residuos sélidos urbanos, quanto o biodiesel produzido a
partir de microalgas.

Os biocombustiveis produzidos a partir de matérias-primas convencionais (grupo
I) confrontam com a producdo de alimento, 0 que gera discussdo em torno do tema.
Alguns cientistas argumentam a respeito da mudanga do uso do solo, que sdo destinados

para producdo de energia em detrimento com a industria de producdo de alimentos e que
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este fato teria um impacto sobre o preco dos alimentos, o que certamente, afetaria
principalmente os paises subdesenvolvidos (TOMEI & HELLIWELL, 2015; KOIZUMI,
T., 2015). Por outro lado, os biocombustiveis avancados (grupo Il), apresentam
vantagens, por ndao competir diretamente com a producdo de alimentos; ter alta
disponibilidade na natureza, mesmo na forma de residuos agroindustriais; ser matéria-
prima para substituicdo das fontes fosseis de energia; contribuir para reducdo dos gases
do efeito estufa e por ser considerada uma fonte renovavel de energia (SERNA et al.,
2016; NEGAHDAR et al., 2016; ZHUANG et al., 2016).

Normalmente a producéo do bioetanol 2G compreende-se em trés etapas: (1) pré-
tratamento para desorganizar a estrutura lignocelulésica (FIG 1), (11) hidrélise enzimatica
para produzir agucares fermentesciveis e (111) a fermentacgdo alcodlica, propriamente dita,

destes acUcares a partir de micro-organismos (ZHUANG et al., 2016).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da estrutura lignocelulésica da biomassa vegetal.
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Fonte: RUBIN (2008).

Dentre as etapas da produgdo de etanol 2G, o pré-tratamento destaca-se por ser
determinante nos eventos posteriores. O principal objetivo do pré-tratamento, como ja
relatado, é desorganizar a estrutura recalcitrante, tornando a biomassa mais susceptivel

ao ataque enzimatico, e assim, otimizar o rendimento de aguUcares. Entretanto, o
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rendimento final destes depende néo apenas das caracteristicas da biomassa, mas tambeém
da sua interacdo com as condicGes de pré-tratamento e acdo de diferentes enzimas
utilizadas na sacarificacdo (TIMUNG et al., 2015). A exploracdo das fracoes
polissacaridicas, celulose e hemicelulose, é essencial para a producdo rentavel e
econémica do bioetanol 2G (SCORDIA et al., 2012).

A biomassa lignocelulésica é constituida por um polimero heterogéneo composto
principalmente por carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina. Estas moléculas
interagem intimamente umas com as outras na construcdo da parede celular das plantas,
estes componentes ndo estao apenas misturados, mas sim, fortemente entrelacados através
de ligagdes covalentes e ndo covalentes (SUN et al., 2016). A celulose, macromolécula
constituida por unidades monoméricas de D-glicose ligadas entre si através de ligacdes
glicosidicas B-1,4 (FIG 2) é o homopolissacarideo mais abundante na natureza
representando cerca de 1,5x10'2 toneladas da producio anual de biomassa (NAGAHDAR
et al., 2016). Cada unidade de repeticdo desta molécula contém trés grupos hidroxilas os
quais estdo ligados em rede com unidades adjacentes através das ligacGes de hidrogénio.
A disposicdo das ligacdes torna a estrutura da celulose cristalina e amorfa formando fibras

que garante a estabilidade da molécula (SUN et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura quimica da celulose
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Fonte: NAGAHDAR et al. (2016).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo (Figura 3), muitas vezes ramificado,
com baixo grau de polimerizacao presente em maior quantidade nas células vegetais apds
a celulose. Os principais mondémeros que constituem a cadeia heterogénea da

hemicelulose sdo xilose, arabinose, glicose, manose e galactose, além de &cido
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glucordnico, cumarico e felirico (JONSSON et al., 2016). A hemicelulose se liga a
celulose através das ligacGes de hidrogénio e na lignina, através de ligacGes covalentes
(RAVINDRAN et al., 2016).

Figura 3 - Esquema da estrutura da hemicelulose. Tipo arabinoxilana (1:1).
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Fonte: NAGAHDAR et al. (2016).

A lignina (FIG 4) é um polimero complexo de natureza aromética e amorfa
tridimensional composta pelo acoplamento de alcoois monolignois, especialmente p-
hidroxicinamil, coniferilico e sinapilico. A estrutura distinta da lignina pode variar
conforme a origem e condicGes de crescimento da planta (MORANDIM-GIANNETTI et
al., 2012). A lignina liga-se em conjunto aos componentes da parede celular resultando
em uma estrutura rigida e integra (SUN et al., 2016). Sendo assim, sua principal funcao
é oferecer rigidez, forca fisica, transporte de nutrientes e protecdo para as plantas contra
microorganismos (GORDOBIL et al., 2016).

A presenca elevada da hemicelulose e lignina na biomassa impede o contato das
enzimas com a celulose no processo de sacarificacdo, o que resulta em uma baixa
velocidade de hidrolise enzimética da matéria-prima. Sendo assim, a remoc¢do destas
fracdes pode aumentar o tamanho dos poros e a superficie acessivel do material
lignocelulosico, reduzir a adsor¢do ndo produtiva de enzimas a lignina, e melhorar
significativamente a digestibilidade da biomassa (RABEMANOLONTSOA & SAKA,
2016; RAVINDRAN & JAISWAL, 2016; SERNA et al., 2016).

Os residuos de lignina provenientes da producdo de etanol 2G, geralmente sdo

incinerados na propria usina para producéo de energia térmica, e assim, compensar o alto
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custo da producdo de etanol lignoceluldsico. Entretanto, considerando a producdo do
bioetanol no aspecto de biorrefinaria, alguns autores tém estudado o aproveitamento da
lignina na produgao de substancias com maior valor agregado, tais como cimento, pastilha
de racdo animal, pesticidas e outros (LI et al., 2013; SANTOS, 2011).

Figura 4 - Esquema da estrutura quimica da lignina.
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Fonte: RABEMANOLONTSOA & SAKA, (2016).

Uma grande variedade de biomassa lignocelulésica tem sido utilizada em estudos
recentes na producdo de bioetanol 2G (TAB 1). A diferenca na composi¢do quimica das
biomassas reflete em diferentes estratégias na etapa de pré-tratamento para desfazer a
estrutura intrinseca e recalcitrante do complexo lignoceluldsico. Desta forma, conhecer a
composi¢do quimica da biomassa se faz essencial para condugdo dos processos de
obtengdo do bioetanol 2G. Dentre os residuos potenciais que tém sido estudados para
producdo de etanol lignocelulésico destacam-se, a palha de arroz, a palha de trigo, o

bagaco de cana-de-agucar e bagago do sorgo. Uma breve abordagem sobre estas matérias-
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primas encontra-se a seguir, todavia, foi dada énfase a torta de dendé (Elaeis guineensis)

por ser alvo deste estudo.

A palha de arroz € o residuo industrial mais abundante produzido em todo o
mundo, cerca de 600-900 milhdes de toneladas sdo produzidas todo ano (DEVENDRA
& PANDEY, 2016). Este residuo tem sido explorado na producdo de bioetanol 2G pela
sua abundancia e consideraveis valores de celulose (32-47%) e hemicelulose (19-27%),

entretanto, ainda existem desafios e limitagdes na conversdao da biomassa a etanol

(BIONOD et al., 2010).
Tabela 1 - Biomassas lignocelulésicas utilizadas na producéo de bioetanol de

segunda geracao sob diferentes estratégias de pré-tratamentos e agentes

fermentativos.

Agente Eficiéncia
Biomassa Pré-tratamento f gente fermentativa Referéncia
ermentativo %
Palha de arroz Ultra-som e Saccharomyces Sindhu et al.,
(Oryza sativa) enzimatico cerevisiae 61 2016
Pal_hg de trigo Hldrojter,n)lco e Sacchar_or_nyces Ruiz et al., 2012
(Triticum spp) enzimatico cerevisiae 85
Torta de dendé Térmico e Saccharomyces 80 Ceverg et al.,
(Elaeis guineensis) enzimatico cerevisiae 2010
Bagaco de cana Acido, explosio
(Saccharum a vapor e Saccharpr_nyces Neves et al., 2016
L L cerevisiae 91
officinarum) enzimatico
Bagaco de cana 0 Scheffersomyces Dussan et al
(Saccharum Acido y 85 N
e shehatae 2016
officinarum)
Capim-elefante A Saccharomyces
pIm-¢ Acido, alcalino cerevisiae e 72 (hexoses) e  Camesasca et al.,
(Pennisetum L
e enzimatico Scheffersomyces 66 (pentoses) 2015
purpureum) o
stipitis
Cana-do-reino Acido Schefsfgrsi?i?yces 64 Scorgcl)algt al,
(Arundo dona) P
Residuos da
beterraba (Beta Acido Scheffgrs_qmyces 49 Yucel & Aksu,
. stipitis 2015
vulgaris)
Reisduos da
tulipeira i Scheffersomyces Kundu et al.,
(Spathodea Acido stipitis %0 2015

campanulata)

Fonte: O AUTOR
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A palha de trigo € o segundo residuo industrial mais abundante da agricultura
mundial, gerando cerca de 350-600 milhdes de toneladas de palha anualmente que sdo
utilizados como alimento de baixo valor comercial para o gado (SINGHANIA et al.,
2014; RUIZ et al., 2012). Considerando sua composicéo lignocelulésica, Sarkar et al.,
(2012) reportaram que a partir de 35 a 45% de celulose e 20 a 30 % de hemicelulose,
submetidos a hidrolise e fermentagdo poderiam ser produzidos cerca de 100 bilhGes de
litros de bioetanol 2G.

O bagaco de cana-de-acUcar € um residuo fibroso gerado durante a extracdo do
caldo da cana-de-acgucar das usinas de beneficiamento de agucar ou etanol e se constitui
em uma biomassa atrativa na producdo de etanol 2G. Este fato estd atrelado a sua
abundéncia e elevados teores de celulose e hemicelulose (38 e 24%) (NEVES et al.,
2016). Em paises tropicais tais como Brasil e China, um montante de 500 milhdes de
toneladas de bagaco de cana-de-acUcar sdo produzidos anualmente, todavia, metade desse
montante é utilizado na producdo de energia e a outra metade ndo possui destino
(SAMBUSITI et al., 2015).

O sorgo é uma cultura perene gque cresce em areas marginais que pode ser adaptada
a clima temperado e tropical (KHALIL et al., 2015; JAFARI et al., 2016). O bagaco do
sorgo sacarino tem se mostrado promissor na producéo de etanol 2G devido ao seu baixo
periodo de maturacdo, cerca de 3 a 5 meses, valores consideraveis de polissacarideos
(26% de celulose e 17 % de hemicelulose) (KHALIL et al., 2015) e alto rendimento em
biomassa. No entanto, a cada 10 toneladas de planta maceradas, cerca de 5 a 6 toneladas
sdo residuos umidos sem destino.

Dentre as culturas vegetais ja mencionadas e outras com potencial na area de
biocombustiveis, o dendé (Elaeis guineensis) (FIG 5) tem se destacado devido ao seu alto
rendimento em éleo com potencial para producédo de biodiesel (GAN & LI, 2014; LAM
et al., 2009).

O dendé, ou 6leo de palma, é uma Arecaceae de origem africana que produz frutos
do tipo drupa com elevado teor de 6leo altamente saturado, comumente utilizado na
industria alimenticia em paises africanos, sudeste asiatico e na América do Sul (VICENT
et al., 2014). O ranking dos cincos maiores produtores mundiais dos frutos do dendé
incluem Indonésia, Malasia, Tailandia, Colombia e Nigéria (MBA et al., 2015).

Estima-se que a producdo em 0leo devera atender a uma demanda mundial de 78
milhGes de toneladas até 2020, devido aos investimentos tecnoldgicos e expanséo agricola

que vém sendo aplicados, tais como, melhoramento genético das culturas, sele¢do de
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culturas com alto potencial de producéo e a utilizacdo de areas degradadas para plantio
(GAM & LI, 2014). O aumento na producgdo de Oleo refletira em um considerével
aumento de residuos agroindustriais do dendé, os quais possuem teores de celulose e
hemicelulose significativos e passiveis de serem explorados na industria de producéo de
alcool lignocelul6sico (ZAKARIA et al., 2015; PRADO et al., 2014; CEVERO et al.,
2010).

Figura 5 - Aspecto do dendé: (A) Aparéncia fisica do fruto em corte transversal

com os frutos tipo drupa e (B) cachos do dendezeiro.

Fonte: BIODIESELBR (2016).

Nas Ultimas décadas o Brasil tem sido o décimo maior produtor de dleo de dendé
no mundo, sendo 80% de toda producédo utilizada na industria alimenticia. Todavia, 0
lancamento do Programa Nacional de Producdo de Biodiesel (PNPB) incluiu o 6leo de
dendé como matéria-prima na producdo de biodiesel, fato que contribui para agregar
maior valor a esta cultura. Neste contexto Medina et al., (2016) reportam que na regido
Nordeste ja foram identificados 31,8 milhGes de hectares de area florestal com boas
condicdes climaticas e de solo para cultivo do dendé, e que além disso, a regido ja conta
com a operacao de 13 plantas pilotos que melhorou a produgéo desta cultura gerando 751
milhdes de litros de 6leo/ano.

Um dos coprodutos do beneficiamento do 6leo de dendé, que tem sido explorado
como biomassa para producdo de etanol de segunda geracdo, sdo os cachos vazios do
dendezeiro [oil palm empty fruit bunches (OPEFB)] remanescentes da colheita.
Duangwang et al. (2016) estudaram as condic¢des adequadas para maximizar a producao
de xilose a partir da raqui OPEFB em escala piloto. Os autores utilizaram a hidrélise acida

e exploséo a vapor para solubilizagdo da hemicelulose, e recuperaram 87,58 + 0,21
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gramas de xilose por kilograma de OPEFB seco. A fermentacédo deste hidrolisado pela
levedura Candida shehatae TISTR 5843 resultou em um rendimento de 0,30 + 0,08
gramas de etanol por gramas de xilose. Medina et al. (2016) também estudaram o efeito
do pré- tratamento a partir da explosdo a vapor na catalise desta OPEFB e observaram
uma reducdo de 60,12% no teor de hemicelulose e um aumento na concentracdo de
celulose em 34,69%. Foi observado que o tratamento aumentou a digestibilidade da
celulose em 33% resultando em um hidrolisado com 4,2 g L de glicose.

Um outro coproduto do dendé é aquele oriundo da extracdo do Oleo que se
constitui do residuo deste processo, e € denominado de torta de dendé ou fibra pressionada
da palma (palm pressed fiber). A producgdo de 6leo no Brasil tem sido cerca de 416.000
ton ano, que conduz a producio de 318.000 ton ano™ de torta de dendé comumente
utilizado na suplementacdo animal e como combustivel de caldeiras que sdo subprodutos
de baixo valor agregado (PRA et al., 2016). Tendo em conta os valores de polissacarideos
presentes na torta de dendé, 25 a 65% de celulose e 21 a 33,5% de hemicelulose
(ZAKARIA et al., 2014; ZAKARIA et al., 2015; SHINOJ et al., 2011; SAIDU et al.,
2014; BOONSAWANG et al., 2012), esta biomassa se apresenta como potencial para
exploracdo do bioetanol 2G. No Brasil, a producdo de etanol 2G ¢ realizada a partir do
bagaco da cana-de-agUcar, um fato a ser considerado é que as concentracGes das fracdes
de celulose e hemicelulose desta biomassa s&o similares da torta do dendé, mostrando
assim haver um potencial que deve ser explorado. Cabe ressaltar que os estudos
envolvendo o pré-tratamento da torta de dendé para producdo de etanol lignocelul6sico

ainda sdo incipientes necessitando de maiores abordagens.

3.2 Pré-tratamento e Destoxificacao

A etapa de pré-tratamento tem como prop6sito tornar mais acessivel a reacdo das
enzimas hidroliticas com a fracdo celul6sica da biomassa (GUPTA et al., 2015). Desta
forma, o pré-tratamento reduz a recalcitrancia do material lignocelulésico de tal forma a
superar as caracteristicas intrinsecas da biomassa. O aumento da porosidade da estrutura
lignocelulosica para o ataque enzimético é essencial para a viabilidade econémica do
processo (CHEN et al., 2016).

As trés principais formas de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica séo
aquelas utilizando processos bioldgicos, fisicos ou quimicos. No processo de pré-

tratamento biologico sdo utilizados microrganismos capazes de degradar o complexo
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lignoceluldsico. Uma grande variedade de bactérias e fungos é utilizada na degradacéo
da celulose e hemicelulose em seus monémeros de aglcares, dentre esses destaca-se 0
género de bactérias Clostridium sp. Estas bactérias possuem um complexo sistema
enzimatico extracelular denominado celulossoma o qual possui enzimas associadas, tais
como a endo e exoglucanases, hemicelulases e pectinases (RABEMANOLONTSOA et
al., 2016). Os principais fatores avaliados para um melhor processo de sacarificagéo
bioldgica da biomassa sdo temperatura, pH, tamanho da particula da biomassa,
acessibilidade do substrato e pressdao parcial de hidrogénio. Os monossacarideos
resultantes da hidrolise sdo compostos intermediarios no metabolismo dos
microorganismos, desta forma torna-se dificil interromper o metabolismo ao nivel deste
substrato (DIONISI et al., 2014).

3.3 Pré-tratamento fisico

Os tratamentos fisicos possuem o objetivo de diminuir as particulas da biomassa
e assim aumentar a superficie de contato para o ataque enzimatico e digestibilidade da
celulose. As tecnologias de tratamentos fisicos incluem algumas metodologias tais como
a explosdo a vapor, tratamento hidrotérmico e radiacdo de alta energia (ZHENG et al.,
2009).

O tratamento por explosao a vapor ocorre sob alta temperatura e pressdo durante
segundos até alguns minutos. O vapor de dgua saturado penetra na biomassa e expande
as paredes celulares das fibras. Em seguida, a pressao é reduzida rapidamente até o nivel
da pressdo atmosférica (RABEMANOLONTSOA et al., 2016).

O tratamento liquido com agua quente é conduzido em temperaturas proximas a
200°C e pressdo elevada. A agua sob alta pressao penetra na biomassa e remove grande
parte da hemicelulose e uma pequena parte da lignina, a solubilizacdo da hemicelulose é
catalisada por fons de hidrogénio produzidos pela auto-ioniza¢io da d4gua (JONSSON et
al., 2016).

O modo de acdo da radiacdo de alta energia esta atrelado as alteracfes das
caracteristicas da biomassa celulosica, incluindo aumento da éarea de superficie,
diminuicdo do grau de polimerizacdo e de cristalinidade da celulose, hidrolise da
hemicelulose, e despolimerizacdo parcial da lignina. Os métodos de radiacdo de alta
energia icluem a utilizacdo de raios gama, ultra-som, feixe de elétrons e ultravioleta (UV)
(ZHENG et al., 2009).
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3.4 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico utiliza substancias quimicas como catalisadores na
reacao de hidrdlise da biomassa lignocelulésica. O pré-tratamento envolve a utilizacdo de
acidos, bases, solventes orgénicos (Organosolv) dentre outros.

O pré-tratamento alcalino tem sido utilizado na deslignificacdo da biomassa, o que
permite melhor acessibilidade e posterior hidrolise da celulose através das enzimas. Os
principais reagentes alcalinos sdo hidroxido (NaOH) de sddio, hidroxido de potéssio
(KOH), hidroxido de aménio (NH4OH) e hidréxido de célcio [Ca(OH):]
(RABEMANOLONTSOA et al., 2016).

A metodologia Organosolv é utilizada na deslignificacdo e solubilizagédo
simultanea da hemicelulose. Neste processo, um solvente organico € utilizado na presenca
ou ndo de um catalisador &cido ou bésico, normalmente, a presenca do catalisador
aumenta a solubilizac@o da lignina e celulose (ZHENG et al., 2009).

A utilizacdo de &cido diluido tem sido explorada na solubilizacdo da hemicelulose,
neste caso, 0s acidos sdo utilizados como catalisadores no processo de solubilizacao.
Dentre eles o &cido sulfdrico, cloridrico, fosforico, fluoridrico e nitrico
(RABEMANOLONTSOA et al., 2016). A hemicelulose solubilizada pode ser recuperada
na forma de seus monossacarideos presentes no hidrolisado acido, a fracdo solida
resultante da hidrolise apresenta celulose e lignina isoladas. Os principais agucares
resultantes da hidrolise &cida da hemicelulose sdo xilose (agUcar majoritario), arabinose,
glicose, galactose e manose (MENON et al., 2012; KUHAD et al., 2011).

Recentemente, Negahdar et al. (2016) abordaram uma revisdo de modelos basicos
para a hidrolise acida da celulose e hemicelulose, sendo eles: (I) modelo cinético
tradicional e (1) modelo cinético considerando oligossacarideos como intermediéarios.

A hidrélise da hemicelulose pelo modelo | foi descrito por Kobayashi & Sakai
(1955) através da proposta de hidrélise da xilana em uma cinética bifasica: xilana de
reacao rapida e xilana de reacdo lenta. Este modelo foi baseado no fato de que a taxa de
reacdo de hidrolise diminui significantemente ap6s 70% de conversdo. Dessa forma, a
modelagem cinética da hidrolise da hemicelulose foi baseada no seguinte esquema de
reacdo (FIG 6). Este modelo avalia a hidrolise da xilana em xilose, seguida da
desidratacdo da xilose em furfural e a degradacdo do furfural em outros compostos

(produto degradado).
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Figura 6 - Esquema do processo de hidrolise acida da hemicelulose baseada na

proposta da hidrdlise da xilana em cinética biféasica.
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Fonte: NEGAHDAR et al. (2016).

O modelo 11 descrito por Abatzoglou et al. (1992), assume que os oligdmeros ndo
sdo quebrados instantaneamente em sua forma monomeérica e considera a presenca de
intermediarios oligoméricos de forma abundante durante a hidrélise da hemicelulose.
Moléculas de galactoglucomanas e arabinogalactonas ja foram identificadas como
intermediarios da hidrdlise acida da hemicelulose (NEGAHDAR et al., 2016). Sendo
assim, uma nova modelagem foi proposta considerando a presenca de intermediarios (FIG
7).

Figura 7 - Hidrdlise acida da hemicelulose baseado na presenca de intermediarios
oligoméricos.
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Fonte: NEGAHDAR et al. (2016).

No processo de hidrolise acida da hemicelulose, além dos mondmeros liberados,
varias substancias definidas como toxicas e inibidoras do processo fermentativo séo
produzidas durante a etapa de hidrolise acida do material lignocelulésico (KUNDU et al.,
2015; CAMESASCA et al., 2015), diminuindo assim, as taxas de rendimento e
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produtividade do processo (SUN et al., 2011). Dentre os principais inibidores, tém-se os
compostos fendlicos formados a partir da lignina (GUPTA et al., 2012), o furfural a partir
das pentoses e 0 5-hidroximetilfurfural a partir das hexoses (MATEOQ et al., 2013) e ainda,
proveniente da hidrolise acida dos grupamentos acetila da hemicelulose, o acido acético
(KUNDU & LEE, 2015).

De acordo com Agirrezabal-Telleria & Gandarias (2014), o mecanismo de
desidratacdo da xilose a furfural (FIG 8) consiste na eliminacdo de duas moléculas de
agua a partir das hidroxilas presentes nas posicdes 2 e 4 da molécula de xilose. Um H*
ataca o par de elétrons do oxigénio da hidroxila e cria um atomo trivalente de oxigénio
carregado positivamente. O oxigénio é mais eletronegativo que o carbono, de modo que
a carga positiva desloca imediatamente o carbono vizinho para produzir uma quebra da
ligacdo C-O, um carbono carregado positivamente e a liberagdo de uma molécula de agua.
Sob esta situacdo, dois elétrons sdo atraidos para formacdo de uma dupla ligacdo C=C.
Nesta etapa, 0 anel é aberto e o hidrogénio busca por outro par de elétrons nao ligado.
Assim como anteriormente, o H" ataca um novo par de elétrons do oxigénio liberando
mais uma molécula de agua e criando uma nova dupla ligacao de carbono. Nesta Gltima
desidratacdo, o atomo ndo cria outra ligacdo carbono-carbono, mas fecha o anel na
posicdo 1,4 devido ao fato que os &tomos que participam de ligagcdes duplas formam
estruturas planares caracterizada por angulos de ligacdo de 120° (orbitais planos
trigonais) o que leva a formacao de furfural.

Figura 8 - Mecanismo de desidratacao da xilose durante a formacao do furfural
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Fonte: NEGAHDAR et al. (2016).
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Agirrezabal-Telleriaetal. (2014), reportam ainda, que 0 mecanismo de conversdo
de carboidratos de 6 carbonos a 5-hidroximetilfurfural é uma tripla desidratacdo da
hexose que ocorre em um processo semelhante ao que acontece com as pentoses na
producdo de furfural. A reacdo de hexoses com o acido também pode gerar intermediarios

0s quais podem diminuir a producao de 5-hidroximetilfurfural (FIG 9).

Figura 9 - Mecanismos de converséo de hexoses a 5-hidroximetilfurfural.
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Fonte: AGIRREZABAL-TELLERIA etal. (2014).

3.5 Destoxificagdo do hidrolisado acido hemicelul6sico

O processo de destoxificacdo do hidrolisado acido hemicelulésico tem por
objetivo a eliminagcdo ou diminui¢do da concentracdo dos inibidores fermentativos no
hidrolisado. Esta é uma etapa adicional anterior ao processo fermentativo e é necessaria
para garantir o crescimento microbiano, bem como o desempenho de suas atividades
metabolicas. O tratamento de destoxificacdo pode ser utilizado de forma individual ou
combinado através de processos quimicos, fisicos ou biologicos (KUNDU et al., 2015).

Na literatura, tratamentos como troca ibnica, membranas de separacdo, métodos
enzimaticos, eletrodialise, carvéo ativado e hidréxido de calcio (overliming) tém sido
utilizados como estratégias nos processos de destoxificacdo do hidrolisado
hemiceluldsico (KUNDU et al., 2015; MATEO et al., 2013; CHI et al., 2013; KAMAL
et al., 2011). A seguir encontram-se relatos de autores evidenciando os efeitos de alguns
tratamentos no processo de destoxificacao.

Bras et al. (2014) estudaram o aumento potencial do poder fermentativo do
hidrolisado do residuo de oliveira (Olea europaea) utilizando membranas de
nanofiltracdo e observaram uma reducdo de 99,7% na concentracdo de acido acético,
100% de furanos, bem como uma significativa melhora na fermentacéo do hidrolisado

tratado quando comparados ao hidrolisado néo tratado.
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Lee et al. (2014) estudaram a remocdo de inibidores fermentativos, na forma de
acidos organicos fracos, do hidrolisado &cido hemiceliuldsico dos residuos de cogumelo
utilizando um processo de eletrodialise. Os autores observaram remog&o de 40% do acido
acetico e uma total remocéo do acido oxalico do hidrolisado.

Klasson et al. (2013) avaliaram a destoxificacdo, sacarificacdo e fermentacdo
simultanea do hidrolisado acido dos residuos industriais de “shives” (depuragao da massa
ndo branqueada da industria de papel celulose). Os autores demonstraram que a maioria
dos furanos pode ser removida em menos de 2h utilizando adsorcao por carvéo ativado,
e ainda, que pode haver uma reducdo da fase de laténcia da levedura Saccharomyces
cerevisiae e consequente melhora no processo fermentativo.

Nasidi et al. (2015) estudaram a melhoria na producdo de etanol a partir de
diferentes cultivares de sorgo, e ap0s a etapa de hidrolise acida da hemicelulose obtiveram
a sua destoxificacdo por meio da combinacdo dos métodos de overliming e carvédo
ativado. A remocdo dos inibidores este hidrolisado aumentou a produtividade de alcool
em 25% em relagéo ao hidrolisado n&o destoxificado.

Shah et al. (2016) escreveram que o carvao ativado € largamente utilizado devido
a sua alta porosidade, elevada area superficial especifica e complexo superficiais
interligado contendo oxigénio. Rocha et al., (2006) relataram que estas caracteristicas
garantem alta adsorcdo dos inibidores, devido a ocorréncia significativa de grupos
funcionais presentes nos poros do carvdo ativado com alta afinidade para com os
inibidores.

Em se tratando da destoxificacdo por overliming varios autores relatam que esse
processo vem sendo amplamente utilizado em virtude do baixo custo e eficiéncia na
remocao de compostos tdxicos em hidrolisados acidos hemicelulésicos em uma tapa
anterior ao processo fermentativo (YUCEL & ASKU, 2015; MATEO et al., 2013;
MILLATI et al., 2002). Esse processo ocorre em fungédo da elevacéo do pH a partir da
adicdo de Ca(OH)2 no hidrolisado &cido hemicelulésico, e consequentemente, promove a
neutralizacdo de compostos acido acético, os quais sdo precipitados na forma de sal, bem
como a adsorcao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos fendlicos (ANDARY et
al., 2012).
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3.6 Metabolismo da xilose na fermentacéo alcodlica

Hahn-Hdégerdal et al., (1994) descreveram a via metabolica da xilose (FIG 10) a
qual ocorre atraves de reacOes de oxi-reducdo levando a producéo de alcool em varias
etapas como descrito a seguir: A primeira reacdo da via ocorre na transformagéo da xilose
em xilitol, uma reacéo catalisada pela enzima xilose redutase (XR), na presenca de NADH
e/ou NADPH. Esta etapa é seguida pela oxidacéo do xilitol a xilulose catalisada pela
coenzima NAD+ ligada a xilitol desidrogenase (XDH). A xilulose pode entdo ser
fosforilada a xilulose 5-fosfato, a qual pode ser convertida, através de reacdes nao
oxidativas da via hexose monofosfato, a intermediarios da via glicolitica (gliceraldeido
3-fosfato e frutose 6-fosfato). Esses intermediarios podem entdo ser metabolizados por
esta via, a qual estd conectada a outras como o ciclo de Krebs e as de fermentagdo
alcodlica. Li et al. (2016) reportam que a fermentac&o alcodlica da xilose conduzida em
anaerobiose através da via XR/RDH produz um excedente de NADH a qual resulta na
producdo de xilitol e glicerol. Desta forma, um aceptor final de elétrons (O2) se faz
necessario de tal forma a reoxidar o NADH e assim inibir a producéo de xilitol e facilitar
0 processo fermentativo.

Figura 10 - Via metabdlica da conversao da xilose e glicose a etanol.
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Fonte: HAHN-HAGERDAL et al., (1994)
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3.7 Processo fermentativo

A fermentacdo alcodlica é um conjunto de reacGes enzimaticas, que ocorrem no
interior da célula microbiana, com o intuito de gerar energia para o crescimento e
manutencdo das atividades metabdlicas. A conversdo de hexoses e pentoses em etanol
sdo vias metabolicas distintas (FIG 10) e podem ser representadas de forma simplificada

de acordo coma as Equacdes 1 e 2 abaixo, respectivamente:

CeH1206 2 2CoH50H + 2C 002 .oouviiiiiiiiiiiee ettt Q)
3C5H1005 =2 BCoH50H 4 5CO02.....ccuiiiiieieiiiesie et (2)

A fermentacdo de hexoses (C6) € um processo estabelecido e o agente
fermentativo mais utilizado ¢é a levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura esta
adaptada para fermentacdo devido a sua alta tolerancia ao etanol, crescimento em pH
baixos e boa receptividade para modificacdes genéticas (BAEYENS et al., 2015), no
entanto, ndo possui habilidade para fermentar pentoses (C5). Nesse contexto, a levedura
Scheffersomyces stipitis tem se destacado pela sua habilidade em fermentar agucares C5,
em especial nos hidrolisados hemiceluldsicos resultantes da cadeia de producéo de alcool
lignocelulésico (AGBOGBO et al., 2006; MATEO et al., 2013; GUPTA et al., 2012). A
S. stipitis, anteriormente descrita como Pichia stipitis (PIGNAL, 1967), recebeu nova
denominacdo com base nos estudos de Kurtzman & Suzuki (2010). Estes autores por meio
de estudos moleculares da coenzima Q-9 descreveram novos géneros para diversas
espécies do filo ascomicetos. A espécie Scheffersomyces stipitis € um fungo unicelular
que forma ascos com um ou dois ascosporos na forma de chapéu os quais séo liberados
apos a formacdo. A reproducdo é assexuada por brotamento multilateral sobre uma base
estreita e as células em brotamento podem ser esféricas ou alongadas, com formacao de
pseudo-hifas e auséncia de hifas verdadeiras. A levedura possui habilidade de fermentar
glicose, bem como outros mondmeros de agUcares, incluindo a xilose, importante na
producdo de biocombiustiveis.

A levedura S. stipitis tem sido estudada na fermentacdo de hidrolisados
hemicelulésicos de diferentes biomassas sob o efeito dos métodos de destoxificacao, e,
tem demonstrado boa desenvoltura na fermentacdo de hidrolisados do bagago da cana-
de-acucar, residuos agroindustriais da beterraba, palha de arroz e bagaco de milho
(DUSSAN et al., 2016; YUCEL et al., 2015; CAMESASCA et al., 2015; HUANG et al.,
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2009; GUPTA et al., 2012). A utilizagdo da S. stipitis na producéo de etanol 2G surge
como proposta para: aproveitar de forma integral os agUcares resultantes do pre-
tratamento durante a fermentacdo, aumentar o rendimento final de etanol, e assim tornar

economicamente viavel a tecnologia de producdo do etanol lignocelulésico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aquisicéo da torta de dendé

A torta de dendé (Elaeis guineensis) foi cedida pela empresa AGROPALMA
localizada na cidade de Belém (PA) - Brasil, proveniente do processamento do dendé para
extracdo do Oleo (prensagem mecéanica). Para este estudo, a torta de dendé foi cominuida
em moinho de facas a fim de aumentar a superficie de contato e facilitar os posteriores
procedimentos analiticos.

Neste estudo, a torta de dendé utilizada como matéria-prima nao foi submetida a
caracterizacdo quimica, todavia, para fins de conhecimento sobre esta matéria-prima
foram utilizados como parametros os dados obtidos anteriormente por Ferreira (2013) em
seus estudos relacionados a avaliagdo da torta de dendé para producgédo de bioetanol de
segunda geracao. A referida autora caracterizou a torta de dendé quimicamente quanto ao
teor de umidade, lipideos, cinzas, fibra bruta, proteina bruta, agucares sollveis totais,

amido, celulose, hemicelulose e lignina, conforme descrito a seguir (TAB 2).

Tabela 2 - Composicdo quimica da torta de dendé.

Fracgoes (%) Torta de dendé
Umidade 5,14+ 0,07
Lipideos 2,72+ 0,08
Cinzas 4,68 +0,57
Fibra Bruta 24,29 +£ 0,24
Proteina Bruta 5,44 £ 0,29
AST 4,56 £0,11
Amido 5,02 +0,35
Celulose 25,83 +£0,30
Hemicelulose 19,73 £ 0,98
Lignina 30,17 £ 1,62

Fonte: FERREIRA (2013).

4.2 Preparo do hidrolisado hemicelulésico

O preparo do hidrolisado acido hemicelul6sico da torta de dendé foi realizado
seguindo adotando as condic¢es 6timas do processo de pré-tratamento descritas por
Ferreira (2013) (TAB3). O hidrolisado foi preparado ampliando a escala experimental em
100 vezes a fim de obter maior quantidade de hidrolisado disponivel para o presente

estudo.
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Tabela 3: Condigdes experimentais utilizadas na ampliacao da escala experimental

para obtenc¢do dos hidrolisados hemicelul6sicos da torta de dendé.

Fator Va'I<.)res

criticos
Concentragao de H2SO04 (% m/v) 53
Concentragéo de torta (% m/m) 29,0
Tempo (minutos) 61,5

Fonte: FERREIRA (2013).

Para a realizacdo desse processo, a torta de dendé foi adicionada em frascos tipo
Erlenmeyer de 1L e tratada com &cido sulfurico 5,33% (v/v) a uma razéo solido-liquido
de 29,056%. Em seguida, esse material, foi submetido a hidrolise em autoclave vertical a
121 °C, por 61,5 minutos. Posteriormente, o material foi filtrado em bomba de vacuo em
papel de filtro (Grau 292, 100 x 150mm Sartorius®) previamente pesado. O filtrado foi
reservado e o material solido contido no papel de filtro foi novamente submetido a
filtracdo, com sucessivas lavagens de dgua destilada até a neutralidade do pH. A seguir,
o material foi submetido a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a 60 °C,
durante 24 horas, e, entdo, analisado quanto ao peso.

O filtrado reservado (liquido proveniente da primeira filtracdo), denominado
hidrolisado é&cido, foi neutralizado com uma solucdo 2M de hidréxido de sodio e
caracterizado quanto aos teores de acgUcares redutores, glicose, compostos fendlicos
totais, furfural, 5-hidroximetilfurfural e &cido acético de acordo com as metodologias
descritas a seguir.

Os acucares redutores (AR) foram quantificados de acordo com o método do acido
3,5-dinitrosalicilico, conforme Miller (1959). O teor de AR foi determinado pela adi¢éo
de 100 pL do hidrolisado (centrifugado e devidamente diluido em 4gua destilada) em
micro tubos tipo Eppendorf® de 2 mL, seguido da adi¢do de 100 pL do reagente de DNS,
e apo6s homogeneizacdo, incubados em banho de agua fervente por um periodo de 5
minutos. A seguir, foram adicionados 1,0 mL de agua destilada, e apds homogeneizacao
procedeu-se a leitura da intensidade de cor formada pelo método colorimétrico em
espectro fotdmetro a 540nm. Uma curva analitica, utilizando glicose a 1g L™ como
padrdo, foi preparada a fim de se obter a regresséo linear para o calculo da concentracéo
de agUcares redutores presentes nas amostras. Os teores de acUcares redutores foram

expressos em g L.
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O teor de glicose foi realizado seguindo o procedimento padrdo enzimatico
Glicose - oxidase/peroxodase - GOD/POD (LLOYDE & WHELAN, 1969). A
quantificacdo pelo método enzimatico GOD/POD por meio do Kit enziméatico GLICOSE
Liquiforme, LABTEST® empregando glicose a 1g L™* como padrio. Aliquotas de 10 pL
do hidrolisado para uma concentragido maxima de 5,0 g L (limite de linearidade do teste)
foram adicionadas a micro tubos tipo Eppendorf® de 1,5 mL, seguido da adic¢do de 1,0
mL da solugdo enzimatica. O padrdo foi preparado a partir da adi¢ao de 10 pL da solugdo
de glicose a 1g L™ em micro tubos tipo Eppendorf® de 1,5 mL, seguido da adicdo de 1,0
mL da solucdo enzimatica. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C, por
10 minutos. Em seguida, procedeu-se a leitura em espectrofotometro a 505 nm. O
espectrofotdbmetro foi previamente calibrado com um branco constituido apenas pela
solucdo enzimatica. Os resultados do teor de glicose foram calculados de acordo com a

Equacéo 3 e expressos em g L de glicose.

absorbincia da amostra diluida

Glicose (g/L) = ( X100) +1000 ..o 3)

absorbancia do padrio

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes na amostra foi
conduzida conforme o0 método descrito por Singleton e Rossi (1965). Em micro tubo tipo
Eppendof® de 2 mL foram adicionados 100 pL de hidrolisado (centrifugado e
devidamente diluido em solu¢do de metanol 80%) e 100 pL do reagente de Folin
Ciocateau 1N, seguidos de homogeneizagéo e repouso por 5 minutos. Posteriormente a
este intervalo foram adicionados 1000 uL de uma solugdo de carbonato de sddio 1M, e
apods 6 minutos, 800 puL de dgua destilada. A mistura foi, entdo, homogeneizada e mantida
em ambiente escuro por 90 minutos. O teor dos compostos fendlicos totais nas amostras
foi determinado pelo método colorimétrico através da leitura em espectrofotdmetro a 750
nm. O teor de compostos fendlicos da amostra foi calculado a partir da regressdo linear
de uma curva analitica utilizando acido galico como padrédo nas concentracdes de 0 a 0,10
g L. Os resultados foram expressos em g L de compostos fendlicos.

As concentracdes de acido acetico, furfural e 5-hidroximetilfurfural foram
determinados através de cromatografia sobre sistema Shimadzu Prominence FPLC 20A,
equipado com uma coluna Rezex ROA-Shodex® (300 x 7.8 mm). O volume injetado foi
de 5 pL. Os analitos foram eluidos com H2SO4 a 2,5 mM, com uma vazéo de 0,6 mL

min e a uma temperatura de forno de 60 ° C. Os compostos foram detectados a 210 nm
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(&cido acético) e 254 nm (furanos). Foram utilizados padroes externos para identificacdo

e quantificacdo dos analitos.

4.3 Destoxificagdo do hidrolisado &cido hemiceluldsico da torta de dendé

O hidrolisado &cido hemicelulo6sico da torta de dendé (HAH) produzido foi dividido
em partes iguais a fim de submeté-lo aos diferentes tratamentos de destoxificacao, sendo:
a) Sem tratamento de destoxificacdo (HAH);
b) Destoxificagdo por overliming (HDO);
c) Destoxificacdo por carvao ativado (HDCA);

d) Destoxificacdo por combinacdo dos tratamentos b e ¢ (HDOCA)

O hidrolisado acido sem tratamento de destoxificacdo foi utilizado como parametro
da eficiéncia dos demais processos de destoxificacéo.

A destoxificacdo por overliming foi realizada de acordo com Purwadi et al. (2004).
Neste processo, 0 HAH foi tratado com Ca(OH). (hidréxido de calcio) até elevacdo do
pH a 10. Em seguida, foi incubado em banho-maria a 60 °C sob agitacdo intermitente
durante 30 minutos com posterior adi¢do de acido sulfarico até a neutralidade do pH. O
hidrolisado foi separado por centrifugacdo a 5000 rpm e o sobrenadante reservado para
posterior etapa de fermentacao.

A destoxificacdo com carvao ativado (HDCA) foi realizada segundo Mateo et al.
(2013) pela adicéo de 5% (m/v) de carvdo ativado ao HAH. A mistura foi mantida sob
agitacdo vigorosa, em agitador magnético, por 30 min a 50°C, seguido de filtracdo a
vacuo. O liquido obtido do processo de filtracdo foi reservado para posterior etapa de
fermentacao.

A dextoxificacdo por combinagdo dos dois processos descritos anteriormente
(HDOCA) foi realizada submetendo o HAH primeiramente ao método de overliming,
seguido do método de destoxificacdo com carvdo ativado, conforme a metodologia
descrita anteriormente.

Os hidrolisados destoxificados, assim como, o hidrolisado bruto (sem
dextoxificacdo) foram caracterizados quanto aos teores de acgUcares redutores, glicose,
compostos fendlicos totais, furfural, 5-hidroximetilfurfural e &cido acético conforme os

métodos descritos anteriormente.
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4.4 Condicdes de cultivo das linhagens de Scheffersomyces stipitis

As linhagens de S. stipitis NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS 6054 conservadas em
meio liquido YMA (0,3 % de extrato de levedura 0,3% de extrato de malte, 0,5 % de
peptona e 1% de glicose) e adicionada de glicerol 10% mantidas sob congelamento (-18
°C) foram reativadas. A reativacdo foi realizada a partir do inoculo feito com alca de
platina calibrada 10 uL da cultura no meio de conservacdo, YMA, seguida de incubacao
a 28°C por 48h sob agitacdo a 128 rpm. Apos este periodo, procedeu-se novo inoculo por

plaqueamento em estria no meio agar YMA seguido de incubagdo a 28°C por 48 horas.

4.5 Curva de crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis

A fim de se conhecer o perfil de crescimento as linhagens estudadas foram
monitoradas quanto ao seu crescimento por meio de uma curva de crescimento celular.

A curva de crescimento foi realizada através da contagem direta de células em camara
de Neubauer (ALVES & MORAES, 1998) a cada 2 horas até expressivo decaimento do
namero de celulas. As linhagens foram cultivadas em 50 mL do meio sintético (MSI)
descrito por PEREIRA Jr., (1991) (20 g L de xilose, 1,25 g L™ de ureia, 1,1 g Lde
KH2PO4, 2,0 g L de extrato de levedura e 40 mL L™ de uma solucéo de sais [12,5 g L°
M@S04.7H20, 1,25 g L* CaCl,2H,0, 12,5 g L'de 4acido citrico, 0,9 g L'de
FeS047H20, 0,19 g L™*de MnSQ4, 0,30 g L"*de ZnS0O4.7H,0, 0,025 g L *de CuSO4.5H,0,
0,025 g L'de CoCl,.6H-0, 0,035 g L™ de NaM004.2H,0, 0,050 g L*de H3BOs, 0, 009
g L''de Kl € 0,0125 g L*de Al>(SOa)3]. As amostras foram incubadas a 30°C sob agitacéo
a 128 rpm. A partir dos dados obtidos foram plotados graficos mostrando o perfil de
crescimento celular com resultados expressos em n°ceias ML em fungdo do tempo de
crescimento. Apos a conclusdo desta etapa foram realizados os ensaios fermentativos

conforme descrito a seguir.

4.6 Processo Fermentativo

Os processos fermentativos foram conduzidos utilizando hidrolisado acido
hemicelulésico como meio de fermentacdo. Todavia, estes meios (HAH) foram
utilizados, com e sem destoxificacédo, e ainda sem e com diluicdo em meio suplementado

conforme descrito a sequir.
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Em funcdo da diluicdo dos hidrolisados em meio suplementado para 0 processo
fermentativo, este foi conduzido em duas etapas: a primeira etapa foi realizada sem
diluicdo em meio suplementado (HAHNS), e a segunda foi realizada com diluigéo dos
hidrolisados em meio suplementado (HAHSs) conforme ilustrado no esquema apresentado
na Figura 11.

A suplementacgdo do meio de fermentacéo foi feita pela adicdo de 10 g L™ de extrato
de levedura, 20 g L™ de peptona, 0,47 g L de (NH4)2S04, 12,8 g L™ de KH,PO4, 0,519
Lt de Na;HPO4 e 0,47 g L™ de MgS04.7H.0O conforme proposto por Bellido et al.
(2011), entretanto sem as fontes de carbono. O meio HAH com e sem destoxificacdo
quando suplementado foi preparado na proporc¢édo de 1:1 (meio:HAH:suplemento).

Os processos fermentativos foram conduzidos em batelada simples, em frascos
conicos de 125 mL, nas condicBes apresentadas (FIG11) utilizando as linhagens de S.
stipitis (NRRLY1214; NRRLY 7124 e CBS 6054) como agente fermentativo. Para
obtencéo do in6culo as culturas foram previamente crescidas em meio liquido MSI, com
incubacédo a 30°C sob agitacdo a 128 rpm por um periodo suficiente para atingir 1 nm de
densidade Optica, com leitura a 600nm. Apds crescimento o meio foi centrifugado a 4000
rpm e o sobrenadante descartado, o precipitado foi resuspendido com 10 mL de agua
destilada. Em seguida foi realizado o inoculo na concentragcdo de 10% v/v do meio de
fermentagdo utilizado.

Na fermentacdo 1 o bioprocesso foi monitorado a cada 24 horas, quanto ao
crescimento celular por contagem em camara de Neubauer (ALVES & MORAES, 1998);
acucares redutores (MILLER, 1959) e glicose, realizada pelo método enzimatico
GOD/POD por meio do Kit enzimatico GLICOSE PAPLiquiforme, LABTEST®,
conforme descrito anteriormente, e etanol, realizado ao final do processo fermentativo
seguindo a metodologia descrita por Isarankura-Na-Ayudhya et al. (2007). Para
determinacdo da concentracdo do teor de etanol as amostras foram submetidas a
destilagdo em microdestilador de alcool (TEC132/TECNAL). A partir do destilado foi
retirado uma aliquota de 150uL e transferidos para um micro tubo tipo Eppendorf de 2
mL, seguidos da adicdo de 1,5 mL do reagente dicromato de potassio (0, 1M) em &cido
sulfarico (5M) e, homogeneizacgdo. A reacgdo foi deixada em repouso por 15 minutos e a
concentracdo do teor alcodlico determinada por espectrofotometria a 590 nm. Os
resultados foram calculados a partir da regresséo linear de uma curva analitica utilizando

etanol como padr&o nas concentracdes de 0a30 g L™
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Figura 11 - Representacdo esquematica da obten¢do dos ensaios fermentativos 1 (sem suplementacéo) e 2 (com suplementacéo). HAH=
hidrolisado acido hemicelulésico. HDO= hidrolisado acido hemicelulésico destoxificado por overliming. HDCA= hidrolisado acido
hemicelulésico destoxificado por carvéo ativado. HDCOA= hidrolisado &cido hemicelulésico destoxificado pela combinagdo dos métodos
overliming e carvao ativado. SS= sem suplementagdo. CS= com suplementacao.

HA HDO HDC HDOC

SS CS SS CS SS CS SS CS
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Na fermentacéo 2 o bioprocesso foi monitorado a cada 4 horas e analisado conforme
metodologia descrita na fermentacéo 1.

Os ensaios fermentativos foram conduzidos com duas repeticdes e as analises
realizadas em triplicata. Os dados obtidos foram examinados por meio de analises de
variancia e a comparacao de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando o programa estatistico OriginPro® Verséo 8.

4.7 Parametros cinéticos da fermentacéo

Os processos fermentativos foram avaliados quanto as taxas de rendimento em etanol
(Yp/Ss, Qetanol Gacicar *), Calculado a partir da razdo entre o etanol produzido e a glicose
consumida; taxa de produtividade volumétrica (Qp, g L* h't), calculada com base na
concentracdo méaxima de etanol e o respectivo tempo de fermentacdo; a eficiéncia
fermentativa (Ef, %), conversdo do acucar a etanol, calculada com base na razéo entre
(Yp/s) e o valor tedrico de etanol (0,511 g g%) (SILVA et al., 2011). Além destes, foram
avaliadas a taxa especifica de crescimento, ux, calculada com base na producdo de
biomassas por meio de anélise por regressdo linear, e tempo de geracdo (tg), tempo
necessaria para célula se dividir de acordo com Schmidell et al. (2001). Os pardmetros
foram calculadas de acordo com as equacdes 5 a 9 abaixo. Considerando que 0 processo
fermentativo 2 foi monitorado a cada 24 horas ndo foi possivel apresentar as taxas de

crescimento especifico e tempo de geragéo.

Yp/s = —— ©)

So—S
Yp/s: rendimento em etanol

P: concentracéo final de etanol (g L)

So: concentracdo inicial de agtcar redutor (g L™)
S: concentragao final de agticar redutor (g L™?)

Ef =22 x 100 (6)

0,511
Ef: eficiéncia fermentativa

Yp/s: rendimento em etanol
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P
ep =7
Qp: produtividade volumétrica
P: concentracdo de etanol
t: tempo de fermentacdo

x_ldx
T

px: taxa especifica de crescimento
X: numero de células
t: tempo

In2
tg = Il_x
tg: tempo de gera(;éo

px: taxa especifica de crescimento

(7)

(8)

9)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A torta de dendé foi facilmente cominuida e o preparo do hidrolisado foi
reproduzido com facilidade dentro das condicGes previamente estabelecidas por Ferreira
(2013) em estudos com hidrolisados acidos hemiceluldsicos de torta de dendé. A
ampliacdo experimental da escala de trabalho do referido autor em 100 vezes possibilitou
realizar um maior volume de trabalho.

Os resultados do efeito do processo de hidrolise na liberacdo de acgucares
redutores, glicose, compostos fendlicos (CF), &cido acético (AcA), furfural e 5-
hidroximetilfurfural (HMF), bem como a influéncia dos tratamentos de destoxificacao
sobre a concentracdo destes componentes encontram-se na Tabela 5.

O tratamento &cido ocasionou a solubilizacdo da hemicelulose, resultando em um
HAH com elevada concentracdo de agUcares redutores (AR), com média de 83,10+1,60
g L%, Estes resultados foram proximos ao relatado por Shupe & Liu (2012) que obtiveram
86,08 g L™ em hidrolisado acido hemiceluldsico de residuos florestais de carvalho
(Quercus sp.). A concentragdo de glicose no hidrolisado acido (HAH) foi baixa,
apresentando valores de 0,91+0,02 g L. Sendo assim, pode-se inferir que a hidrdlise
acida da torta de dendé nao ocasionou uma quebra expressiva da molécula de celulose em
monodmeros de glicose. Todavia, esses resultados possibilitam deduzir haver uma alta
concentracdo de pentoses (xilose) no meio do HAH, representando um percentual de até
98%. A baixa eficiéncia da hidrélise da celulose através da utilizacdo de acido diluido é
relatada na literatura (JEONG et al., 2014; KUNDU et al., 2015; RAVINDRAN &
JAISWAL, 2016), assim como, sobre o favorecimento do processo quando submetido a
temperatura elevada entre 230 e 240°C. Entretanto, o processo nestas condicGes fica mais
susceptivel a producéo de coprodutos resultantes da degradacéo da glicose (GIRIO et al.,
2010; NEGAHDAR et al., 2016). Este efeito de degradacéo torna prejudicial o andamento
da fermentacdo alcodlica, uma vez que os produtos gerados, por exemplo, o 5-
hidroximetilfurfural, é toxico ao metabolismo das leveduras.

Os resultados obtidos provenientes dos efeitos dos tratamentos de destoxificacdo
sobre os HAH evidenciaram que estes influenciaram na concentracéo do teor de agucares
redutores (TAB 5). Foi observado que o tratamento utilizando overliming e a combinagao
dos métodos de overliming e carvéo ativado resultaram em uma diminuicéo de 56,4+7,3

e 64,3%+4,0 dos teores de acucares redutores, respectivamente. Esse fato pode ter
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ocorrido devido a degradacdo destes agucares, pois de acordo com Amartey & Jeffries
(1996), os ions de célcio catalisam a degradacdo de monossacarideos com 0s seus
intermediarios enolato. Mateo et al. (2013) também estudando hidrolisados acidos de
residuos agricolas da oliveira, observaram uma perda de massa nos teores de agucares
apos estes hidrolisados terem sidos submetidos ao processo de destoxificacdo por
overliming. Millati et al. (2002) igualmente observaram o mesmo fenémeno ao
destoxificar o hidrolisado &cido de residuos florestais por overliming. Embora este
tratamento apresente como desvantagem a perda de carboidratos, ainda tem sido utilizado
nos processos de destoxificacdo devido a eficiéncia na remocao de compostos toxicos e
0 baixo custo (CHI et al., 2013; MATEO et al., 2013; YUCEL et al., 2015; MARTINEZ
et al., 2000).

O tratamento HDCA resultou em um aumento de 12,43+0,12% nos teores de AR.
Diaz et al. (2009) também observaram o mesmo efeito estudando hidrolisado de residuos
de oliveira e relataram que este fato é decorrente da evaporagdo da agua durante a
aplicacdo deste método de destoxificacdo que finda por concentrar estes agucares.

Em relacdo a glicose foi observado que a partir dos trés tratamentos de
destoxificacao aplicados, o com overliming foi o menos adequado devido seu elevado
grau de remocdo (42,8 %) deste acUcar. Alguns autores (YADAV et al., 2011;
CAMESASCA et al., 2015 e GUPTA et al., 2012) aplicando as mesmas condicdes de
destoxificacdo com overliming em hidrolisados acidos hemicelulésicos, relataram em
seus estudos ter havido perda destes acUcares. Gupta et al. (2012) descreveram perdas de
até 77% e Camesasca et al., (2015) de até 50 % das pentoses e 60% das hexoses. Em
contrapartida, Chi et al., (2013) ndo observaram perdas significativas dos agucares em
seus processos de destoxificacdo e Yadav et al., (2011) relataram ter havido apenas
diminutas perdas do teor de acgUcares (3%).

A maior dificuldade proveniente dos tratamentos &cidos de biomassa
lignocelulésica advém da producdo de inibidores que afetam o processo fermentativo.
Dentre estes, o acido acético, os compostos fendlicos, o furfural e o 5-
hidroximeteilfurfural (HMF). A seguir encontra-se uma abordagem sobre a concentragao
destes compostos no HAH de dendé, obtida neste estudo, bem como os efeitos dos

processos de destoxificagdo na sua remogéao.
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Tabela 5. Composicdo quimica do hidrolisado &cido hemicelulésico da torta de
dendé (HAH) antes e ap0s os processos de destoxificagdo e efeito destes processos
na remocao dos agucares redutores, glicose, acido acético, compostos fendlicos,

furfural e o 5-hidroximeteilfurfural (HMF).

Tratamentos
Componente
HAH HDO HDCA HDOCA
AR (gL?) 83,10+1,60 60,74 £4,00 94,9 + 0,64 62,38 + 3,47

Glicose (L) 09140020 052+001  106+003  0,72+0,01
CF(gL? 0,66 +0,030 0,443 +0,015 0,058 +0,009 0,026 + 0,004
Acido acético (g L) 12,02+1,02 19,64+1,80 16,65+1,20 13,81 +1,10
Furfural (mg L% 489,50 246,20 3,37 2,84

HMF (mg L) 46,14 28,20 ND ND

HAH= Sem tratamento de destoxificagdo; HDO= Destoxificacéo por overliming; HDCA= Destoxificagdo por
carvdo ativado e HDOCA-= Destoxificagdo por combinagdo dos tratamentos com overliming e carvao ativado;

HMF= 5-hidroximetilfurfural. AR= agUlcares redutores; CF=Compostos fenolicos; ND= ndo detectado.

A concentracdo de acido acético, composto formado a partir do grupamento cetila
da hemicelulose, presente no hidrolisado acido sem destoxificar foi de 12,02 g L. Este
valor é superior aos relatados na literatura para processos utilizando diferentes biomassas
na producdo do hidrolisado &cido hemicelulésico. Como por exemplo, podemos citar
Trinh et al. (2014) que trabalhando com a hidrolise &cida do 4lamo amarelo relataram
uma concentragao inferior, 61% (7,33 g L) no hidrolisado. Kundu & Lee (2016) do
mesmo modo, estudando o hidrolisado &cido de eucalipto observaram uma concentracao
de &cido acético (6,34 g L) inferior em cerca de 50% quando comparada aos valores
encontrados neste estudo. Todavia, Kundu et al. (2015) ao estudar a hidrolise acida do
alamo amarelo observaram teores de acido acético préximos ao encontrados neste estudo,
com concentragédo de 11,25 g L. De forma semelhante, Bras et al. (2014) observaram

valores de 13,52 g L deste acido no hidrolisado 4cido hemiceluldsico do bagacgo de
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azeitona. Sendo assim, foi possivel inferir que nas condi¢cdes de hidrolise empregada, o
acido diluido (5,33%) a 121°C, desencadeou no processo de hidrélise da torta de dendé a
coproducdo de acido acético, a qual ocorre a partir dos grupamentos acetila da
hemicelulose. Em relacdo ao &cido acético ndo foi observado nenhum efeito dos
tratamentos de destoxificacdo na remocdo destes compostos. Yucel e Asku (2015),
também relataram que ndo obtiveram efeito dos tratamentos de destoxificacdo na remocao
do &cido acético presente no hidrolisado acido hemicelulésico da polpa de beterraba.

Os compostos fenolicos, formados durante o processo de hidrolise acida,
provenientes da degradacéo da lignina, causam perda da integridade da membrana celular
microbiana afetando sua capacidade de seletividade (HEIPIEPER et al., 1994). Neste
estudo a concentracdo de compostos fendlicos (CF) encontrada no HAH sem tratamento
de destoxificacdo foi de 0,66 g L™ (Tabela 6). Estes valores quando comparados com
dados relatados na literatura provenientes de hidrolisados hemiceluldsicos de diferentes
matérias-primas pode ser considerado baixo, pois, teores variando de 1,57 a 3,76 g L de
CF foram relatados em diferentes hidrolisados acido hemicelul6sico tais como, polpa de
beterraba (YUCEL & ASKU, 2015), residuos agricolas de oliveira (MATEO et al., 2013)
e espiga de milho (GUPTA et al., 2012). A baixa concentracdo de CF foi satisfatoria, pois
indica pouca influéncia da hidrolise acida na degradacéo da lignina, o que leva a uma
baixa concentracdo destes compostos no meio diminuindo a possibilidade de inibi¢éo do
processo fermentativo.

Os furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural), potentes inibidores microbianos,
sdo disponibilizados em funcdo da hidrélise acida, em concentragdes relativamente altas.
No HAH da torta de dendé foram observados valores na ordem de 0,49 + 0,004 g L™ de
furfural e 0,046 + 0,003 g L de 5-hidroximetilfurfural. Estes compostos s&o,
provavelmente, os mais importantes grupos de inibidores, uma vez que interferem no
sucesso do processo de fermentacdo do hidrolisado &cido hemicelulésico, afetando
fortemente a producdo de etanol que segundo Mateo et al. (2013) é inversamente
proporcional a concentracdo destes compostos no meio. O furfural, assim como o 5-
hidroximetilfurfural sdo conhecidos por reduzir as atividades de enzimas essenciais no
processo fermentativo como, alcool desidrogenase, aldeido desidrogenase e piruvato
desidrogenase (MODIG et al., 2002). Guo et al. (2008) relatam que estes compostos
quando presentes em concentragdo acima de 1g L ja dificultam a atividade metabolica

da levedura Scheffersomyces stipitis no que diz respeito a fermentacdo alcodlica.
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Ao obter a concentracdo dos furanos no processo de hidrolise estudado, foi
possivel observar que o furfural estava presente em uma concentracdo 10 vezes mais
elevada que o 5-hidroximetilfurfural. Este fato pode estar atrelado a alta concentracao de
pentoses no meio de fermentacéo, pois, o acido empregado no processo de hidrélise que
libera pentoses, de forma majoritaria a xilose, também é responsavel pela desidratacéo
das mesmas, indicando assim, ter ocorrido este fendmeno quimico, ou seja, desidratac&o.
Todavia, a concentracdo obtida destes compostos no presente estudo, ainda foram
inferiores a alguns relatos na literatura. Kundu & Lee (2016) estudando hidrolisado acido
hemicelulésico de eucalipto, Kundu et al. (2015) estudando hidrolisado acido
hemicelulésico do alamo amarelo e Jeong et al. (2014) estudando o hidrolisado &cido da
mistura de madeiras de lei (Quercus mongolica, Robinia pseudoacacia L. e Castanea
crenata), obtiveram valores de furfural de 0,71 g L?, 1,43 g L' e 2,72 g LY,
respectivamente. Esses dados correspondem a valores de 31,00; 65,73 e 82,00 % maior
que os encontrados neste estudo. Em se tratando do 5-hidroximetilfurfural, estes autores,
para 0s mesmos hidrolisados ja mencionados, relataram ter obtido valores de 0,12 g L™,
0,199 L'e 0,91 g L%, o que demonstra que estes autores também obtiveram para estes
compostos valores superiores (61,60%; 75,79% e 94,94%) aos encontrado no HAH de
dendé.

Em se tratando do efeito dos métodos de destoxificacdo no HAH da torta de dendé
foi observado que, aqueles aplicando tratamentos combinados (HDOCA) e carvdo
ativado (HDCA) foram os mais eficientes na remocao dos compostos fendlicos, furfural
e 5-hidroximetilfurfural.

Na Tabela 5, encontram-se os dados obtidos no processo de remocdo destes
compostos, e por meio destes, foi possivel notar que estes foram quase que
completamente removidos ao aplicar os métodos de carvao ativado e combinacdo dos
métodos (HDOCA). A remogdo pelo método overliming foi a menos eficiente das
técnicas de destoxificacdo empregada, apresentando valores de remoc¢do de compostos
fendlicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural na ordem de: 65,00£5,80 %; 50,30+4,20 % e
38,80+3,60 %, respectivamente, pois, 0s demais métodos, obtiveram percentuais de
remocao superior a 90% para estes compostos.

Alguns autores relataram em seus estudos que observaram uma taxa de remogéo
semelhante a obtida empregando o método de destoxificacdo por carvédo ativado. Mateo
et al. (2013) estudando hidrolisado acido hemicelul6sico dos residuos de oliveira

obtiveram 98% de remocao dos furanos e 81% dos compostos fendlicos, Lee et al. (2011)
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avaliando o hidrolisado acido de chips de carvalho obtiveram 95,9% de remocéo de 5-
hidroximetilfurfural e 92,5% de furfural, do mesmo modo, Yucel & Asku (2015), também
relataram que obtiveram remocdo de 98% de furanos e 71% dos compostos fendlicos
analisando o hidrolisado acido hemicelul6sico dos residuos da beterraba agcucareira. Em
se tratando da remoc¢do dos compostos fendlicos pelo método do carvédo ativado, 0s
resultados obtidos neste estudo foram 12% superior ao encontrado por Mateo et al. (2013)
e 22,7% superior ao relado por Yucel & Asku (2015).

Em se tratando do efeito do processo de destoxificacdo foi possivel observar de
forma geral, que os tratamentos envolvendo Overliming foram os que tiveram maior
efeito negativo, pois removeram 0s maiores percentuais de aglcares. Em contrapartida, o
HDCA foi considerado neste estudo, como sendo o melhor tratamento para destoxificar
HAH de torta de dendé, uma vez que apresentou as menores taxas de remocao de aglcares
e 0s maiores percentuais de remocédo de furfural e compostos fenodlicos, apresentando

valores superiores a 93 %, além da remocao completa dos HMF.

5.1 Perfil do crescimento das linhagens de Scheffersomyces stipitis

Na Figura 12 encontra-se o perfil do crescimento celular das trés linhagens de
Scheffersomyces stipitis (NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS 6054) estudadas. Nos dados
obtidos foi observado que todas as linhagens, quando cultivadas no meio sintético (MSI),
apresentaram periodo de adaptacdo semelhante entre si, apresentando uma fase Lag com
duas horas de duragdo. No entanto, a fase exponencial (fase Log) foi distinta entre as trés
linhagens (NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS 6054), com duracdo de 8, 10 e 12 horas,
respectivamente. No final da fase Log, para as respectivas linhagens estudadas, foi
observado uma populagéo de células na concentragéo de 2,29X108; 4,13X108 e 1,61X108
células mL?. A taxa especifica de crescimento para tais linhagens foi de 0,30ux h*;
0,34ux ht e 0,28ux ht. Por meio destes dados foi possivel observar que a linhagem
NRRLY 7124 apresentou um maior aumento da concentracdo de biomassa em funcdo do
tempo nestas condi¢des de cultivo (meio MSI, 30 °C, 128 rpm). Sendo assim,
considerando que a taxa de crescimento especifica é diretamente proporcional a
velocidade de crescimento da populagéo, as linhagens, NRRLY 1214 e CBS 6054 foram
as que apresentaram maior velocidade de crescimento. Em se tratando do tempo de

geracdo foram observados valores de 2,21h, 1,97h e 2,45h para as respectivas linhagens.
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Portanto, considerando a taxa especifica de crescimento foi possivel inferir que o tempo

de geracéo para essas linhagens foi constante.

Figura 12 - Perfil do crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis
(CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) cultivadas em meio sintético (MSI) a
30°C, 128 rpm.
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5.2 Perfil fermentativo das linhagens de Scheffersomyces stipitis nos HAH de torta
de dendé sem diluicdo em meio suplementado (ns), com e sem destoxificacdo

As Figuras 13 A, B, C e D apresentam o perfil do processo fermentativo das
linhagens de S. stipitis avaliadas nos diferentes hidrolisados (HAHns, HDOns, HDCAns
e HDOCANs) sem diluicdo em meio suplementado MSII. Na Figura 14 A, B, Ce D
encontram-se o perfil do crescimento celular das linhagens estudadas com base na
contagem de células em camara de Neubauer e densidade o&ptica DOsoonm,
respectivamente, nos meios de fermentacdo (HAHns, HDOns, HDCAns e HDOCAnNS).
Os resultados permitiram observar que houve um comportamento semelhante entre os
dados obtidos pelos dois métodos de quantificacao celular, com excec¢ao do meio HAHNS.
Apbs 24 horas de crescimento foi observado que as trés linhagens estudadas,
apresentaram um padrdo estdvel de crescimento, sugerindo encontrar-se na fase

estacionaria. Este periodo foi relativamente curto quando comparado ao comportamento
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observado para estas linhagens no meio de fermentacdo com suplementacdo (MSI) que
levaram no minimo 52 horas para refletir esse comportamento.

Os processos fermentativos foram acompanhados até estabilizacdo do consumo
de acucares redutores e crescimento celular e tiveram duracao de 144 horas.

Em todos os meios utilizados para fermentacdo, com ou sem destoxificacao, foram
observados crescimento celular, porém, tratando-se da producéo de etanol, foi observado
producdo somente naqueles meios os quais receberam tratamento de destoxificacdo. Este
fato evidencia um melhor desempenho das linhagens quando os meios sdo submetidos a
estes tratamentos.

No meio de fermentagcdo elaborado sem tratamento destoxificacdo (HAHNS),
apesar de ter sido observado crescimento celular ndo foi constatado nenhuma producéo
de etanol. Este fato corrobora que as linhagens estudadas séo tolerantes as condicdes
adversas dos meios de fermentacdo empregados, porém, a quantidade de compostos
toxicos presentes, certamente interferiram de forma negativa no metabolismo das trés
linhagens de leveduras influenciando na producdo de etanol. Gutiérrez-Rivera et al.
(2015) estudando processo de fermentacdo com hidrolisado acido hemicelulésico de
bagaco de cana utilizando S. stipitis NRRLY 7124 como agente fermentativo, também
observaram que apesar da baixa producdo de etanol, a levedura foi capaz de crescer em
um meio com 100% de hidrolisado e concentragdo de 4,5 g Lde acido acético, 0,59 L
Yde furfural e 0,03 g L tde 5-hidroximetilfurfural.

Kundu & Lee (2016) relataram que a levedura S. stipitis é altamente sensivel aos
inibidores produzidos durante a hidrolise acida e que a presenca de 1,5g L de furfural
reduz a eficiéncia fermentativa em 90% no hidrolisado acido de residuos agroindustriais,
e ainda que, a presenca de acido acético em concentracdo acima de 7g L™ reduz o
crescimento celular em até 71% e a producéo de alcool em 93%. Por outro lado, Kundu
et al. (2015) relataram que o teor de furanos acima de 2 g L e concentracdo de acido
acético acima de 11 g L inviabilizaram o crescimento e a atividade metabdlica da
levedura Pichia stipitis CBS 6054 no hidrolisado acido hemicelulésico de residuos
florestais. Apesar da concentragdo de furfural nos meios de fermentagéo estudada se
encontrar abaixo de 1,59 L™, o teor de acido acético esté na faixa de 41,60% superior ao
relatado.

Um outro fato que pode ter contribuido para o menor desempenho destas
linhagens frente a producéo de etanol pode estar relacionado com a falta de determinados

nutrientes no meio de fermentacdo. Guitierrez-Rivera et al. (2015), que reportam que
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fontes nutricionais, tais como nitrogénio, enxofre, fésforo e diversos sais, sdo essenciais
para o desenvolvimento e manutencdo das células, e ainda, producdo de etanol.
Camesasca et al. (2015) estudando fermentacdo do hidrolisado &cido hemicelulésico do
capim elefante utilizando a levedura S. stipitis NBRC 10063 como agente fermentativo,
também observaram nédo haver producéo de etanol em meios fermentativos composto por
hidrolisado acido (puro) sem destoxificacdo. Todavia, estes autores perceberam que
quando o meio recebeu tratamento de destoxificacdo, no caso por overliming, observaram
uma eficiéncia fermentativa de 66%.

N&o foi observado um consumo total dos agucares disponiveis nos meios de
fermentacdo pelas trés linhagens em todos os meios e condi¢cGes de fermentacédo
empregada. A maior porcentagem de consumo de agucares redutores foi observada no
meio fermentativo, destoxificado por overliming (HDOns), com cerca de 50% de
consumo dos acucares pelas linhagens NRRLY 1214 e CBS 6054.

No meio contendo o hidrolisado acido sem tratamento de destoxificagdo (HAHnNS)
0 consumo de agucar foi de 25,33% pela linhagem CBS 6054. Nos meios destoxificados
por carvdo ativado (HDCAnNs) e pela combinacdo carvdo ativado e overliming
(HDOCANS) o consumo de acucares redutores foi de 37 e 25%, respectivamente, ambos
alcangados pela linhagem CBS 6054. O comportamento da linhagem CBS6054 frente ao
HAHnNs demonstrou que esta pode ser considerada como a mais vigorosa entre as
linhagens estudas, uma vez que apresentou melhor consumo de agUcares redutores no
meio sem tratamento de destoxificacao.

Na Tabela 6 encontra-se os resultados da producéo de etanol no final do processo
fermentativo, o rendimento em etanol (Yp/S Qetanol Qacicar 1), a eficiéncia fermentativa (Ef
%) e a produtividade volumétrica (Qp g L™ h') alcangadas pelas linhagens estudadas
(CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos diferentes meios fermentativos nao
suplementados (HAHnNs, HDOns, HDCAns e HDOCAns). Em reflexo a baixa producéao
de etanol, os valores de Yp/s, Ef e Qp ndo apresentaram valores expressivos em nenhum
dos hidrolisados estudados.

A baixa producéo etanol pode estar atrelada a alta concentracéo de &cido acético,
12 g L (ndo removido por nenhum tratamento), e auséncia de suplementos nutricionais.
Sendo assim, foi realizado novos ensaios fermentativos dos meios com e sem tratamento
de destoxificacdo submetidos a uma diluicdo na proporcéao de 1:1 em meio suplementado

(MSII). Os resultados destes ensaios estdo apresentados no item 5.3.
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Figura 13. Perfil do consumo de aglicares redutores (AR) e do crescimento celular de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos hidrolisados ndo
suplementados com meio MSII: HDOns = Destoxificagdo por overliming (A); HDOCAns = Destoxificagdo por combinacéo dos tratamentos com overliming e carvao
ativado (B); HDCAns = Destoxificagéo por carvéo ativado (C) e HAHnNs = Sem tratamento de destoxificagdo (D).
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Figura 14. Perfil do crescimento celular baseado na leitura direta da densidade 6ptica D.Oso0 nm das linhagens de S. stipitis (CBS
C 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos hidrolisados néo suplegyentados com meio MSII: HDOns = Destoxificagao por
overliming (A); HDOCAnNs = Destoxificagdo por combinacéo dos tratamentos com overliming e carvao ativado (B); HDCAns =
Destoxificacéo por carvao ativado (C) e HAHNns = Sem tratamento de destoxifica¢édo (D).

—@— NRRLY 1214 —@—NRRLY 7124 —@—CBS 6054 —@— NRRLY 1214 —@—NRRLY 7124 —@— CBS 6054
100 100
E . E
© . ©
S 10 =
Q. o
0 0
(0] [}
© ©
© O
i) 1 S
(%) (%]
S 20 40 60 80 100 120 140 160 S 160
o o
0,1
A Tempo nm B Tempo h
—&—NRRLY 1214 —@— NRLLY 7124 —@— CBS 6054 —&— NRRLY 1214 —@—NRLLY 7124 —@—CBS 6054
100 100
E . ° E
S 10 S 10
ey )
Q. o
0 0
(0] [}
© ®
g .
S 20 40 60 80 100 120 140 S 0 60 80 100 120 140
o o
01 0,1
C Tempo h D Tempo h

65



Tabela 6: Concentragéo de etanol, rendimento de etanol (Yp/s getanol Jagucar*), eficiéncia fermentativa (Ef %), produtividade
volumétrica (Qp g Lt h™?) e crescimento méaximo especifico (ux h't) das linhagens de leveduras de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY
1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados &cidos hemicelul6sicos ndo suplementados e seus respectivos tratamentos de
destoxificacdo (HAHns, HDOns, HDCAns e HDOCAnsS).

Rendimento de

Produtividade

Amostra de Linhagem de Etanol Final etanol Volumétrica Eficiénc?a
hidrolisado levedura (gL Ypls Qp fermentativa
(Getanol Gagicar ) (gL*h?) (EF%)
NRRLY 1214 0,48+ 0,15° 0,01 + 0,032 0,003+0,002? 2,4 +1,60
HDOnNs NRRLY 7124 0,59+0,30? 0,02 + 0,02 0,004+0,003? 4,6 4,46
CBS6054 0,55+ 0,307 0,01 + 0,012 0,003+0,003? 2,9 +3,07
NRRLY 1214 0,83 +0,40° 0,12 +£0,01° 0,005+0,004° 2,4 +1,60
HDOCAns NRRLY 7124 0,83 +0,30° 0,07 +0,01° 0,005+0,005° 4,6 + 4,46
CBS6054 0,17 +0,30° 0,008 + 0,01° 0,001+0,004° 2,9 + 3,07
NRRLY 1214 0,69+ 0,15° 0,02 +0,03¢ 0,004+0,005¢ 4,7+ 2,84
HDCAns NRRLY 7124 0,80+0,30¢ 0,04 +0,02¢ 0,005+0,007¢ 9,4 +8,16
CBS6054 0,069+ 0,30° 0,002 +0,01° 0,0004+0,002° 0,5+ 4,96
NRRLY 1214 ND ND ND ND
HAHnNs NRRLY 7124 ND ND ND ND
CBS 6054 ND ND ND ND

HDOns = Destoxificacdo por overliming (A); HDOCAns = Destoxificagdo por combinagédo dos tratamentos com overliming e
carvao ativado (B); HDCAns = Destoxificacdo por carvao ativado (C) e HAHns = Sem tratamento de destoxificagdo (D). ND=

nao detectado.
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5.3 Perfil fermentativo das linhagens de Scheffersomyces stipitis nos HAH de torta
de dendé diluidos em meio suplementado, com e sem destoxificacéo

Os resultados concernentes ao desempenho de consumo de agucares redutores e
crescimento celular das linhagens de S. stipitis no processo fermentativo empregando
meio hidrolisado acido hemicelulésico da torta de dendé diluidos em meio suplementado
(HAHSs), com e sem tratamento de destoxificacdo (HAHs, HDOs, HDCAs e HDOCAS),
encontram-se apresentados na Figura 15 A, B, C e D. Os processos fermentativos
realizados com os diferentes hidrolisados acidos hemicelul6sicos da torta de dendé,
independente dos tratamentos aplicados, tiveram duracdo de 90 horas. Em se tratando do
crescimento celular no meio de HAHSs, com e sem destoxificacdo, foi observado que as
linhagens estudadas cresceram de forma congruente. O fato de ter havido crescimento
nestes meios fermentativos, demonstra que as linhagens de leveduras testadas apresentam
certa tolerancia aos componentes inibidores nas concentracdes existentes nos meios, as
quais apos a diluicdo, presumivelmente, se encontram nas concentracdes de 0,245 g L
de furfural, 0,023 g L de 5-Hidrximetilfurfural, 6,01 g L™ de 4cido acético e 0,33 g L™*
de compostos fendlicos.

No processo fermentativo realizado com o meio HAHs destoxificado por
Overlimig foi observada, para a linhagem CBS 6054, a maior concentracdo de células ao
final do processo (1,23x10°%). A linhagem NRRLY7124 apresentou concentracdo de
células equivalente a CBS 6054 até 47 horas de fermentacdo, apds este periodo apresentou
um decaimento celular expressivo em 65,20%, quando comparado ao crescimento da
linhagem CBS 6054.

O fato das células terem sido inoculadas no meio de fermentacdo ja em fase de
crescimento exponencial resultou na auséncia de uma fase de adaptacao celular. Esse fato,
de forma positiva, contribui para um menor tempo de fermentacéo.

As trés linhagens apresentaram um perfil de crescimento semelhante entre si nos
meios de fermentacdo tratados pelos métodos de carvao ativado (HDCAS), combinado
(HDOCAS), e sem tratamento de destoxificacdo (HAHS).

Em relacdo ao consumo dos aglcares para as trés linhagens estudadas, foram
observadas, nos meios de fermentacdo com HAHSs de torta de dendé destoxificado pelo
método Overliming (HDOs) e o combinado (HDOCAS), as maiores eficiéncias de
consumo, acima de 90%. Nos meios HDCA e HAH foram observadas que a eficiéncia de

consumo de agucares redutores variaram entre 51,57 e 68,13 %. Este fato evidencia que
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a concentracdo de inibidores (&cido acético, compostos fendlicos, furfural e 5-
hidroximetilfurfural), presente nos meios de fermentacdo tradados pelos diferentes
técnicas de destoxificagdo (HDOs, HDCAs, HDOCAS), ndo foi um fator limitante para
as linhagens em relacdo ao consumo de aglcares, uma vez que no meio contendo a maior
concentracdo destes inibidores, HDOs, foi onde houve a maior taxa de consumo de
acucares, acima de 90%. Todavia, no HAHs foi observado para as trés linhagens
estudadas, a menor velocidade de consumo dos agucares redutores. Pois, ao final de 90h,
ainda havia em torno de 19,56 a 20,4 g L™ de aglicares no processo, o que representou no
minimo 46,42% de acgucares remanescentes.

Na Tabela 7 encontram-se os resultados da producédo de alcool das linhagens de
S. stipitis nas diferentes condigdes de hidrolise estudada, bem como, as varidveis de
resposta dos processos fermentativos. Em relagédo a producéo de etanol foram observadas
as maiores producdo para as linhagens NRRLY1214 e NRRLY7124 no meio HDOs com
respectivos valores de 6,2 g L e 6,13 g L%, sequido do meio HDCAs com valores de 4,8
gL'e5,2gL? paraas mesmas linhagens.

Ao comparar o desempenho da producdo de etanol entre as trés linhagens
estudadas frente aos diferentes meios de fermentacdo empregados (TAB 7 e TAB 8), foi
observado que: as linhagens NRRLY1214 e NRRLY7124 apresentaram as melhores
taxas de producdo de etanol e que estas ndo diferiram entre si; que a linhagem
NRRLY1214 apresentou taxas de producéo de etanol que diferiram estatisticamente entre
0s meios de fermentacdo utilizados; que a linhagem NRRLY7124 ndo apresentou
diferenca estatistica entre as taxas de producdo de etanol obtidas nos meios de
fermentagdo HDOCAs e HDCAs, mas diferiram dos demais meios, e que 0 menor
desempenho na producdo de alcool observado para estas linhagens ocorreu no meio
HAHs.

Em se tratando da linhagem CBS6054 foi observado um desempenho
fermentativo inferior as demais linhagens no que tange a producéo de alcool nos meios
estudados. Estatisticamente, ndo foi observada diferenca na producéo de alcool para a
linhagem CBS6054 entre os meios HDOs, HDOCAs e HDCAs (Tabela 7), entretanto, foi
observada diferenca estatistica, para este parametro, entre os meios HDCAs e HAHs. A
concentracédo de etanol produzida por essa linhagem nos diferentes meios fermentativos
variou entre 2,4 e 3,6 g L™X. A menor taxa de producéo de etanol (2,0+0,16 g L) foi
obtida no meio HAHSs pela linhagem NRRLY7124 e a maior taxa (6,2+0,15 g L) foi

obtida no meio HDOs pela linhagem NRRLY1214. Comparando estas taxas, ou seja, a
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menor taxa de producéo de etanol obtida, com a maior foi possivel observar uma diferencga
de producdo de etanol de 67,74%. O baixo valor de etanol obtido no meio HAHSs,
provavelmente, deve-se, ao fato do meio de fermentagéo néo ter recebido tratamento de
destoxificacao.

Os melhores valores de rendimento, Yp/s (0,33+0,02 g g) e produtividade
volumétrica, Qp, (0,068+0,003 g g) foram alcancadas pela linhagem NRRLY7124 no
meio HDOs. Em contrapartida, as taxas mais baixas, Yp/s e Qp, com valores de
0,10+0,001 g g* e 0,022+0,001 g L' h?, foram apresentadas pelas linhagens
NRRLY1214 e NRRLY7124, respectivamente, no meio HAHs. Este fato evidencia que
0s compostos toxicos nas concentragbes encontradas no meio HDOs foram menos
nocivos sobre o desempenho fermentativo desta linhagem (NRRLY7124) quando
comparados as concentracbes de compostos toxicos presentes no meio HAHs. O
rendimento em alcool para as linhagens NRRLY 1214 e NRRLY7124, no meio HDOs,
foi 65% maior quando comparadas com o meio sem destoxificacdo (HAHS).

De forma geral (TAB 7 e TAB 8), foi observado que todas as linhagens,
independente das condicdes de destoxificacdo aplicadas nos meios de fermentacdo,
apresentaram taxa de crescimento especifica, sendo esta de no minimo 0,07ux h*. Este
fato nos leva a crer que as linhagens estudadas ndo foram completamente inibidas quanto
ao seu crescimento nas concentracfes de compostos toxicos presentes nos meios de
fermentacdo suplementados. Segundo His (2009) a taxa especifica de crescimento pode
ser interpretada como 0 aumento relativo da biomassa referente ao intervalo de tempo.
Deste modo, para a maior taxa de crescimento observada, 0,22 ux h, para a linhagem
NRRLY1214 no meio HDOCAs, tem-se um crescimento de 22% de biomassa no
intervalo de tempo de uma hora.

No meio HDOs, onde houve baixas taxas de remocdo dos compostos toxicos
foram observadas taxas de crescimento semelhantes aqueles meios cuja destoxificacao
removeu mais de 90% destes compostos. O tratamento utilizando overliming
provavelmente pode ter removido compostos inibidores ndo mensurados neste estudo tais

como, acido férmico, acido levulinico, &cido ferulico e vanilina.
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Figura 15. Perfil do consumo de AR e do crescimento celular das linhagens de Scheffersomyces stipitis (CBS 6054,
NRRLY 1214 e NRRLY 7124) nos meios suplementados: HDOs= Destoxificacdo por overliming (A); HDOCAs=
Destoxificagao por combinagéo dos tratamentos com overliming e carvao ativado (B); HDCAs= Destoxificagéo por
carvao ativado (C) e HAHs= Sem tratamento de destoxificacéo (D).
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Quanto a eficiéncia fermentativa foi observada que as linhagens NRRLY1214 e
NRRLY7124 produziram as melhores taxas (64,46 e 64,89%) no meio HDOs. As
menores taxas de Ef foram observadas no meio sem tratamento de destoxificacdo (HAHS)
para as trés linhagens estudadas, sendo o menor valor apresentado pela linhagem
NRRLY7124, com valor de Ef 16,30+5,96 %.

Quanto aos valores de rendimento e produtividade foi observado que entre as
linhagens estudadas ndo houve diferenca significativa (p<5%) frente ao hidrolisado sem
tratamento de destoxificacdo (HAHSs) e tratado com carvdo ativado (HDCASs). As
variaveis de resposta, Yp/s e Qp para as linhagens NRRLY 1214 e NRRLY 7124 n&o
diferiram estatisticamente entre si no meio HDOs e HDOCAs.

Os valores de Yp/s e Ef obtidos no meio HDOs foram similares a alguns relatos
da literatura. Camesasca et al. (2015) estudando fermentacdo alcodlica frente ao
hidrolisado acido hemiceluldsico do capim elefante destoxificado com overliming obteve
taxas de Yp/s de 0,340,002 Qetanol Jacicar - € Ef de 66% utilizando a linhagem de NBRC
10063. Gupta et al. (2012), também utilizando Pichia stipitis na fermentacdo do
hidrolisado acido da espiga de milho destoxificado com carvdo ativado, obteve
rendimento em etanol de 0,31+0,001 Qetanol Qacucar™ € Ef 60% com 60 horas de
fermentacdo. Huang et al. (2009), descreveram resultados superiores aos aqui
apresentados, para Yp/s (0,37+0,001 Qetanol Jacicar 1) € Ef (72%) na fermentacdo alcodlica
do hidrolisado acido hemicelul6sico da palha de arroz utilizando a levedura Pichia stipitis
BCRC21777 como agente fermentativo, todavia, aplicando técnicas de aclimatacédo
microbiana no proprio hidrolisado.

Os resultados relacionados ao desempenho das linhagens quanto ao consumo de
acucares redutores e glicose das linhagens de S. stipitis no processo fermentativo
empregando HAH da torta de dendé suplementados, sem e com tratamento por diferentes
métodos de destoxificagdo (HAHs, HDOs, HDCA e HDOCAs), encontram-se
apresentados na Figura 16 A, B, C e D.
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Figura 16 - Perfil do consumo de AR e glicose das linhagens de Scheffersomyces stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) em

meios suplementados: HDO= Destoxificacdo por overliming (A); HDOCA= Destoxificacdo por combinacao dos tratamentos com
overliming e carvao ativado (B); HDCA= Destoxificacédo por carvao ativado (C) e HAH= Sem tratamento de destoxificacéo (D).
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Tabela 7 - Dados dos parametros fermentativos (etanol, ETHOs; rendimento de etanol, Yp/s QetanoiGacicar *; €ficiéncia fermentativa, Ef %;

produtividade volumétrica, Qp g L*h™; e crescimento maximo especifico, px ht), obtidos para as trés linhagens das linhagens de leveduras de S.
stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados &cidos hemiceluldsicos e seus respectivos tratamentos de destoxificacao.

Meios Linhagens de Etanol final Rendimento de etanol Produtividade volumétrica Taxa Especifica
Fermentativos leveduras =THOr Yols Qn de Crescimento
(gL? (Qetanol Gatcar ) (gL*h?) pux (h™)
NRRLY1214 6,2+ 0,15% 0,32+ 0,03 0,069+0,0022 0,11°
HDOs NRRLY7124 6,13+0,30% 0,33 +0,022 0,068+0,003? 0,0842
CBS6054 2,7+ 0,30 0,16 +0,01° 0,027+0,003" 0,122
NRRLY 1214 4,13 + 0,40° 0,17 £ 0,01° 0,045+0,004°¢ 0,22°
HDOCAs NRRLY 7124 4,26 +0,30° 0,16 +0,01° 0,047+0,005° 0,13°
CBS6054 3,0 £0,30° 0,11 +0,01¢ 0,033+0,004¢ 0,07¢
NRRLY1214 4,8 £ 0,40° 0,15+ 0,01° 0,053+0,005° 0,07¢
HDCAs NRRLY7124 52 +0,15° 0,12 +0,01f 0,053+0,007¢ 0,12f
CBS6054 3,6 £0,26' 0,12 +£0,01° 0,04+0,002¢ 0,12f
NRRLY1214 2,3+0,15° 0,10 + 0,019 0,027+0,003f 0,139
HAHs NRRLY7124 2,0+0,16° 0,11 +0,001°¢ 0,017+0,001f 0,139
CBS6054 2,4+ 0,15° 0,11 +0,019 0,028+0,001f 0,139

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para 0 mesmo meio fermentativo ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 8 - Dados do desempenho das linhagens de leveduras de S. stipitis (CBS 6054, NRRLY 1214 e NRRLY 7124) frente aos hidrolisados acidos
hemicelul6sicos suplementados submetidos a diferentes tratamentos de destoxificagdo. Parametros analiticos: concentracgéo e rendimento de etanol
(YP!s QetanolQacacar ), produtividade volumétrica (Qp g L ht) e taxa especifica de crescimento (ux ht).

Rendimento de Produtividade Taxa Especifica

Linhagem de Hidrolisado Etanol Final o )
) o etanol Yp/s Volumétrica Qp de Crescimento
levedura Hemiceluldsico (gL
(Qetanol Qagicar ) (gL*h?) pux (h™)
HDOs 6,2+ 0,152 0,32 + 0,032 0,069+0,0022 0,118
HDOCAs 4,13 + 0,40° 0,17 +0,01° 0,045+0,004° 0,22¢
NRRLY 1214
HDCASs 5,2 + 0,40° 0,15+ 0,01P 0,053+0,005° 0,07°
HAHSs 2,3+0,15¢ 0,10 + 0,01°¢ 0,027+0,003¢ 0,132
HDOs 6,13+0,30° 0,33 +0,02¢ 0,068+0,003¢ 0,0844
HDOCAs 4,26 + 0,30f 0,16 + 0,01¢ 0,047+0,005¢ 0,13¢
NRRLY 7124
HDCASs 4,8+0,15 0,12 + 0,01°¢f 0,053+0,007¢ 0,120
HAHSs 2,0+0,169 0,11 +0,001f 0,017+0,001f 0,13¢
HDOs 2,7+ 0,30" 0,16 + 0,019 0,027+0,0032 0,12f
HDOCAs 3,0 + 0,30" 0,11 +0,01" 0,033+0,0042 0,079
CBS 6054
HDCASs 3,6 +0,260" 0,12 +0,01" 0,04+0,002° 0,12
HAHSs 2.4+ 0,15 0,11 +0,01" 0,028+0,0012 0,13

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para a mesma linhagem de levedura, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.



Conforme ja relatado, o tratamento acido da torta de dendé resultou em um
hidrolisado (HAH) com teor de glicose abaixo de 0,65g L™, mostrando assim, que o
tratamento foi positivo, pois indicou ndo ter afetado de forma expressiva a fragéo
celulosica da biomassa. Neste contexto os resultados do teor de glicose evidenciaram que
no meio de fermentacdo a concentracdo majoritaria de acUcares disponiveis para
fermentacdo, presumivelmente, era composta, na sua grande maioria, por pentoses
resultantes da hidrélise da hemicelulose. Na Figura 16, quanto ao consumo da glicose no
meio de fermentacdo foi observado que, independente do tratamento de destoxificacao,
em até 16 horas de fermentacdo esta foi totalmente consumida. Porém, no meio de
fermentacdo HDOCAs foi observado que, a glicose foi consumida mais rapidamente, no
periodo de 12h, pelas trés linhagens estudadas. De acordo com a literatura (LORLIAM et
al., 2013; CADETE et al., 2012; WATANABE et al., 2007) as linhagens de S. stipitis
(Pichia stipitis) em meios de fermentacéo contendo glicose e D-xilose, preferencialmente,
consomem primeiro a glicose, sendo a D-xilose consumida subsequente.

De forma geral, ao comparar a producdo de etanol, Yp/s e os demais parametros
no meio HAH, com e sem diluicdo em meio suplementado, foi possivel constatar que a
producdo de etanol, Yp/s, Ef e Qp, no meio de fermentacdo destoxificado os quais
receberam diluicdo, foi superior em no minimo 86%, 63,3 %, 555 % e 92,7%,
respectivamente. Esses dados permitem inferir que os meios de HAH da torta de dendé,
empregados no processo de fermentacdo para as trés linhagens de S. stipitis, quando
diluidos meio MSI (10 g L de extrato de levedura, 20 g L™ de peptona, 0,47 g L de
(NH4)2S04, 12,8 g L't de KH2PO4, 0,519 Lt de NazHPO4 € 0,47 g L de MgSQO4.7H20)
apresentam melhores resultados no que diz respeito a producéo de etanol, Yp/s, Ef, Qp e
crescimento celular. Este fato reforca os relatos da literatura quanto a necessidade de
nitrogénio, fosfato, enxofre e sais no desempenho da linhagem S. stipitis, evidenciando a

importancia da suplementacédo nos HAH como meio de fermentacéo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo da avaliacao do efeito dos processos de
destoxificacdo por carvao ativado, overliming e na combinacdo dos dois tratamentos no
desempenho de trés linhagens de Scheffersomyces stipitis na fermentagdo alcodlica de
hidrolisados hemicelulésicos da torta de dendé permitiram concluir que:

v O HAH da torta de dendé apresentou percentuais de compostos fendlicos, acido
acetico (em maior concentracdo que os demais), furfural e 5-hidroximetilfurfural em
sua composicao.

v O tratamento de destoxificacdo com carvédo ativado foi 0 mais eficiente na remocéo
dos compostos inibidores avaliados (furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos
fenolicos)

v A destoxificacdo por overlimng resultou na degradacdo de agUcares redutores.

v As linhagens NRRLY 1214 e NRRLY 7124 foram as que apresentaram os melhores
desempenhos na producéo de etanol com valores correspondentes de 6,20 € 6,13 g L
! e taxas de rendimento de Yp/s 0,32 g g* e 0,33 g g* no meio suplementado
destoxificado por overliming (HDOs).

v O processo de destoxificacdo surtiu efeito positivo quanto a producéo de etanol pelas
linhagens testadas nos hidrolisados com e sem dilui¢cdo em meio suplementado.

v A diluicdo utilizando meio suplementado do meio HAH da torta de dendé resultou
em significativa melhora no processo de fermentacdo para as trés linhagens de S.
stipitis.

v As linhagens estudadas (NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS6054) boa adaptacédo
quanto as condic¢des de toxicidade do meio HAHNs da torta de dendé.

v" O uso do HAH da torta de dendé se mostrou viavel como meio de fermentacao para
producédo de etanol 2G. Toda via, sdo necessarios maiores estudos que reflitam na
melhoria das taxas de rendimento e produtividade dos processos.

v" Os dados obtidos contribuirdo de forma positiva no aproveitamento de residuos

agroindustriais, bem como para o0s avancos na area de obtencao de etanol de 2G.
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