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RESUMO

A busca por micro-organismos capazes de fermentar todos os aglicares presentes no
hidrolisado lignocelul6sico, mesmo na presenca de inibidores celulares liberados durante o pré-
tratamento das biomassas, se apresenta como um dos principais desafios para a consolidagao
do processo de produgdo do bioetanol de segunda geragdo. Neste contexto, o presente estudo
tem a finalidade de avaliar o desempenho das linhagens Galactomyces geotrichum UFVIM-
R10, Candida akabanensis UFVIM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-4G utilizando o
hidrolisado acido da torta de carogo de algodao em condigdes operacionais estudadas em meio
sintético. Ao final dos ensaios, a linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131 obteve o
melhor rendimento de 0,24 g g de etanol em hidrolisado lignocelulésico, se destacando dentre
as demais linhagens de leveduras estudadas. Diante dos resultados obtidos, a C. akabanensis
UFVIM-R131 possuem um grande potencial para a producgdo de bioetanol a partir de biomassas

recalcitrantes.

Palavras chave: Etanol lignoceluldsico, xilose, via da pentoses fosfato, biocombustiveis,

bioprocessos.



ABSTRACT

The microorganism by microorganisms presents the challenges of fermenting all the sugars in the
bioethane production process released during the pre-treatment of biomass, it presents itself as one
of the main for the production of bioethane generation. In this context, we present the study of the
UFVJM-R10 strain, the geotric study of Candida orthopsilos UFVJM-R13 and Candida
orthopsilos using the hydrolyzed study of cottonseed cake in synthetic medium. At the end of the
tests, the Candida akabanensis UF gVM-R131 strain had the best yield of 0.24 g. Lignocellulosic
stands out, standing out among the other hydrolyzed yeast strains. In view of the results obtained,
C. akabanensis UFVIM-R 131 has great potential for the production of bioethanol from recalcitrant

biomass.

Keywords: Lignocellulosic ethanol, xylose, via pentose phosphate, biofuels, bioprocesses.
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1. INTRODUCAO
O aumento da demanda de energia, atrelado ao aquecimento global e as alteragdes

climaticas, tem motivado diferentes paises a desenvolverem politicas e medidas que incentivem a
utilizagdo de fontes energéticas renovaveis (ARUMUGAM et al., 2021). Nas ultimas décadas,
uma fonte de energia renovavel e sustentavel que vem sendo largamente estudada ¢ aquela
produzida a partir de biomassas lignocelul6sicas, conhecida por bioetanol de segunda geragao.
Tais biomassas, além de agregar valor a residuos que seriam descartados sem destino
(SADHUKHAN et al. 2019; FAUSTINE et al., 2021; MAITY e MALLICK; 2022); reduzem as
emissdes de gases do efeito estufa (GONZALEZ-GARCIA et al., 2012; TOOR et al., 2020;
VASIC et al.,2021), nao competem por fontes alimentares (ZUCARO et al., 2018) e ainda, podem
influenciar de forma positiva na economia agroindustrial (LIU et al., 2019, ARUMUGAM et al.,
2021).

Os principais componentes quimicos da biomassa lignoceluldsica sdo polimeros complexos,
compostos por carboidratos monoméricos (KO; LEE, 2016; MAHBOUBI et al., 2020). Para a
producdo de bioetanol utilizando a biomassa lignoceluldsica, os micro-organismos precisam ter
acesso aos carboidratos monoméricos livres (YOO et al., 2020), por isso, essa complexidade ¢
quebrada pela etapa conhecida por pré-tratamento, que ¢ realizada por diferentes metodologias,
tais como as fisicas, bioldgicas, térmicas e quimicas (HENDRIKS, ZEEMAN, 2009; ZHAO et al.,
2009; SADHUKHAN et al., 2019; VASIC et al., 2021).

As condi¢des severas do pré-tratamento, além de serem capazes de liberar os carboidratos
monomeéricos, podem formar ainda, compostos quimicos que inibem o processo fermentativo, tais
como os acidos orgénicos fracos, principalmente o 4cido acético, bem como os derivados de
furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural) e os compostos fendlicos (LI et al., 2019; MISHRA;
GHOSH, 2019; WANG et al., 2019; DIONISIO et al.; 2021; VANMARCKE et al., 2021;
TAVARES et al.; 2022). O tipo e a concentracdo dos inibidores gerados na etapa de pré-
tratamento, dependem da composicdo da biomassa e das condi¢des de operagdo realizadas
(MOSIER et al., 2005; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; KRASZNAI et al., 2018; VANMARCKE
etal., 2021).

Visando minimizar os efeitos desses inibidores nos micro-organismos durante o processo
fermentativo, algumas etapas estratégias podem ser empregadas, tais como a destoxificacao,
adaptagdo das linhagens naturais as condi¢des adversas do hidrolisado lignocelulosico,
modificagdo genética de micro-organismos e co-cultura (PARAWIRA; TEKERE, 2011; ROQUE
et al., 2019; ALVES-FERREIRA et al.; 2022). Dentre essas, a destoxificagdo geralmente ¢ a

estratégia mais empregada nos processos de producdo do etanol lignoceluldsico, responsavel pela

12



remocao total ou parcial dos compostos citotdoxicos formados no pré-tratamento (BRITO et al.,
2017, CANDIDO et al., 2020; TAVARES et al.; 2022).

O aproveitamento integral dos agucares provenientes deste processo também pode afetar
diretamente o rendimento final do etanol lignocelulésico (ISHOLA et al., 2015; ARORA et al.,
2020), pois atualmente, ndo existem relatos de linhagens naturalmente ocorrentes que consigam
metabolizar todos os agtcares provenientes de hidrolisados lignoceluldsicos a etanol com o mesmo
desempenho da consagrada levedura fermentadora de hexose, Saccharomyces cerevisiae (LANE
etal.,2020; LEE et al., 2020; TRAN et al., 2020; DIONISIO et al.; 2021; TAVARES et al.; 2022).
Nos ultimos anos, devido ao alto desempenho em processos industriais, varios trabalhos buscaram
o melhoramento genético dessa espécie, a fim de desenvolver a habilidade dessa, na conversao,
além das hexoses, também das pentoses, mesmo na presenca dos compostos quimicos citotoxicos
(LANE et al., 2020).

Uma alternativa para o aproveitamento integral dos agucares provenientes das biomassas
lignocelulosicas, seria a busca por micro-organismos naturais com a capacidade de converter as
pentoses em etanol (TAVARES et al.; 2022). Valinhas et al. (2018) visando essa alternativa,
caracterizaram e identificaram linhagens de leveduras capazes de fermentar a D-xilose em etanol,
tais como Candida akabanensis UFVIM R10 e Galactomyces geotrichum UFVIM R131. Apesar
dos valores de rendimento e produtividade do etanol produzido terem apresentados inferiores aos
consultados na bibliografia, tais espécies ainda ndo haviam sido relacionadas na literatura como
potenciais micro-organismos produtores de bioetanol.

Matos et al. (2017) também estudando essas linhagens, observaram a capacidade dessas em
converter os aglcares disponiveis na fra¢ao liquida do hidrolisado de torta de girassol, mesmo na
presenca de inibidores celulares. Todavia, tais estudos se restringiram a uma unica biomassa, sendo
entdo, incentivador estudar as respostas para outras matérias-primas, bem como testar outras
leveduras detentoras do potencial de fermentacdo de pentoses, que ainda ndo foram relacionadas
na literatura como produtoras de bioetanol. Diante do exposto, o presente estudo visou contribuir
com informagdes que ampliou o leque de conhecimento sobre o potencial de novas linhagens
fermentadoras de pentoses para a conversao dos acticares presentes no hidrolisado hemiceluldsico

da torta de caroco de algodao a bioetanol.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral
Estudar a producdo de bioetanol de segunda geracdo a partir do hidrolisado acido da torta
do caroco de algodao utilizando diferentes linhagens de leveduras fermentadoras de pentoses pré-

selecionadas.

2.2 Objetivos Especificos

L Caracterizar a fragdo solivel oriunda da hidrolise &4cida das biomassas
lignocelulosicas avaliadas torta de carogo de algodao.

II.  Caracterizar e comparar os aspectos quimicos e fisico-quimicos do residuo
agroindustrial antes e apos o pré-tratamento acido.

III. Conhecer os perfis de crescimentos das linhagens de leveduras Galactomyces
geotrichum UFVIM-R10, Candida akabanensis UFVIM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-
4G, bem como a produg¢do de etanol em meio sintético e diferentes parametros fermentativos (pH,
temperatura e velocidade de agitagdo)

IV. Avaliar o potencial das linhagens de leveduras Galactomyces geotrichum UFVJM-
R10, Candida akabanensis UFVIM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-4G para a producao
de etanol a partir da conversao de pentoses presentes na fragao soltivel oriunda da hidrolise acida
da torta do carogo de algodao.

V. Examinar o efeito dos inibidores formados na etapa de hidrélise acida das
biomassas vegetais sobre as linhagens Galactomyces geotrichum UFVJM-R10, Candida

akabanensis UFVIM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-4G.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Bioetanol

O crescimento na demanda global por energia juntamente com o aumento na
conscientiza¢do dos impactos ambientais, econdmicos e socio-politicos, pelo uso excessivo dos
combustiveis convencionais, motivaram estudos para a consolidagao das fontes de energia mais
sustentaveis e renovaveis (LORENZI; ANDRADE, 2019; MACHINENI, 2019; MAHBOUBI
etal.,2020; DEVI et al.,2022). Segundo a Agéncia Internacional de Energia (AIE), o consumo
global de energia elétrica cresceu 2,3% em 2018, sendo considerado o avango mais rapido em
uma década, quase o dobro da taxa média de crescimento desde 2010. Esse consumo
desencadeou o crescimento médio anual nas emissoes de carbono em 2018 de 2,1%, sendo
considerando o maior aumento dentre os ultimos 10 anos. Conforme essa mesma agéncia, as
emissoes globais de didxido de carbono relacionadas a energia aumentaram em 2022 6% em
relagdo a 2021, com total de 36,3 bilhdes de toneladas de CO2, sendo este nivel de emissdo o
mais alto de todos os tempos. Esse aumento se deve principalmente a forte recuperacao da
economia mundial causada pela crise do Covid-19, no qual dependeu fortemente do carvao para
impulsionar esse crescimento.

Conforme dados relatados pela British Petroleum Company (2021), as fontes de
energia renovaveis estdo crescendo rapidamente e espera-se que sejam a principal fonte de
energia até 2050. De acordo com essa companhia as medidas adotas para restringir a
propagacao do coronavirus, conhecido por Covid-19, proporcionaram um vislumbre de um
mundo mais limpo e com menos carbono, devido a melhora na qualidade do ar em muitas das
cidades mais poluidas do mundo. No ano de 2020, a AIE estima que as emissdes globais de
CO» tenham caido em at¢ 2,6 gigatoneladas, devido a reducdo da demanda anual de energia em
aproximadamente 1,5% a cada més de isolamento ao redor do planeta. Segundo British
Petroleum Company (2022), o mundo exige redu¢des semelhante nas emissdes de carbono, para
conseguir chegar a zero os teores de carbonos até o ano 2050. Esse autor relata ainda que para
atingir essa marca de zero teores, necessita ser implementando toda a gama de energias e
tecnologias com zero ou baixo teor de carbono, tais como eletrificagdo, hidrogénio, bioenergia

€ energias renovaveis
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Figura 1: Producdo Brasileira de Cana-de-agticar, Agucar e Etanol. Fonte: Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento

Uma energia renovavel amplamente utilizada ¢ o biocombustivel, capaz de
desempenhar um papel significativo na obtenc¢do do desenvolvimento sustentavel e no aumento
da seguranga energética (ANANTHI et al., 2021). De acordo com Kumar et al. (2020), os
biocombustiveis sdo subdivididos em quatro geragdes, sendo elas: a) A primeira geracao,
aqueles provenientes de fontes alimentares, tais como amilacea, agucaradas e oleoginosas; b)
A segunda geragdo, aqueles que utilizam culturas ndo alimentares, ditas biomassas
lignocelulosicas; ¢) A terceira geragdo, aqueles derivados principalmente de microalgas; d) A
quarta geragdo, aqueles que utilizam plantas e micro-organismos geneticamente modificados
com alta capacidade de captura de carbono.

Nas ultimas décadas, um biocombustivel que vem sendo apreciado pelo mercado de
energia ¢ o bioetanol, conforme demonstrado na figura 1 (JONSSON; MARTIN, 2016;
KAMOLDEEN et al., 2017; ROBAK; BALCEREK, 2018; TRAN ef al., 2020; DIONISIO et
al.; 2021; TAVARES et al., 2022; MAITY e MALLICK; 2022). A comercializagdo desse
biocombustivel se torna interessante, pois pode garantir ao setor de transporte recursos limpos
(AYODELE et al., 2020; VANMARCKE et al., 2021), bem como, ser utilizado na sua forma

\

pura ou misturado a gasolina, promovendo o elevado numero de octanas e do calor de
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vaporizagdo (SRIVASTAVA et al., 2014; COSTA et al., 2020; DAS et al., 2021; MAITY e
MALLICK; 2022).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento- CONAB (2021), o Brasil ¢
o maior produtor mundial de bioetanol proveniente da cana-de-agucar e espera-se que haja um
aumento dessa producdo, devido a safra de 2020/2021 de cana-de-agucar ser em torno de 643,00
milhdes de toneladas, quantidade superior a safra anterior que foi de 635,51 milhdes de
toneladas. Dessa forma, as unidades produtoras de etanol t€ém procurado otimizar seus
processos de produgdo, com o intuito de elevar a eficiéncia dos sistemas operacionais (CONAB,
2021).

O bioetanol pode ser produzido, além da cana-de-agucar, por diversas matérias-primas
e dentre essas, a biomassa lignocelulosica vem se destacando, por ser considerada uma fonte de
carbono amplamente encontrada na natureza (YOO et al., 2020; VASIC et al.,2021). De acordo
Liu et al. (2019), a utilizagdo dessa biomassa, pode evitar a competicdo com o suprimento
alimenticio, ser constituida de fontes relativamente baratas e, ainda, poder estimular a economia
nas areas rurais.

O etanol lignocelulésico denominado de etanol de segunda geragdo, desperta um
interesse potencial na area de bioenergia e possui vantagens em relacao aos combustiveis a base
do petroleo e ao etanol de primeira geracdo (SPATARI et al., 2010; SINGHVI; GOKHALE,
2019; DAS et al., 2021; MAITY e MALLICK; 2022). De acordo com Liu et al. (2020), em seu
estudo do ciclo de vida do bioetanol lignocelulosico, uma dessas vantagens seria a alta reducao
nas taxas de emissoes de gases do efeito estufa.

Conforme Dionisio et al.; (2021), a integracdo entre o processo convencional de
producao de etanol a partir de caldo e melaco de cana-de-agtcar (primeira geracao) € o processo
com aproveitamento da biomassa (segunda geragao) ocasionaria reducao nos custos fixos de
producdo, justamente pelas operagdes unitarias comuns a ambos os processos. Esses autores
ainda relatam que o desenvolvimento da tecnologia de producdo de etanol de segunda geracao,
ou etanol celuldsico, torna-se econdmica e estrategicamente atrativa.

O interesse na producao de combustiveis liquidos a partir da biomassa lignoceluldsica
¢ uma necessidade real, pois como relatado por Kumar et al. (2020), a energia ¢ um fator critico
responsavel pelo desenvolvimento socioecondmico de um pais. Contudo, a concretiza¢do do
uso do etanol lignocelulosico ainda ¢ comprometida por varios obstaculos, incluindo, os efeitos
do pré-tratamento, a liberagado eficiente de acucares do material lignocelulosico, o aumento das

taxas de rendimento e eficiéncia do processo fermentativo, bem como, linhagens microbianas

17



eficientes na conversao de todos os agucares presentes no bioprocesso a etanol, ou, que sao
tolerantes aos inibidores formados na etapa de pré-tratamento e ao proprio etanol produzido

(SILVA, 2012; HASSAN et al., 2019; TOOR et al., 2020) .

3.2 Biomassas lignocelulosicas

O termo biomassa ¢ definido como todo recurso renovavel de origem vegetal ou
animal que provem da matéria organica, podendo ser empregada na producao de energia
(ANEEL, 2008; PEREZ-PIMIENTA et al., 2017; DAS et al., 2021). No amplo contexto da
bioenergia, a produ¢do de biocombustiveis liquidos a partir de biomassa tem sido apreciada
para atender particularmente as necessidades de transporte veicular (REZANIA et al., 2020;
MAITY e MALLICK; 2022). Nesse sentido, os estudos focados na producdo de bioetanol a
partir de residuos lignoceluldsicos se tornam relevantes para contribuir na consolidacdo da
matriz energética (CHAVES; GOMES, 2014; VASIC et al., 2021).

O bioetanol ¢ produto tecnologico proveniente de qualquer biomassa vegetal, como
aquelas provenientes da monoculturas (cana-de-agucar, milho, soja, colza, gramineas e alamo
hibrido), residuos de biomassa (palha de milho, bagaco de cana-de-acucar, bagaco de sorgo
sacarino, palha de arroz, torta de dendé, torta de carogo de algodao, torta de macautba); residuos
de florestas (madeiras, cavacos e serragem) e residuos soélidos urbanos (papel processado e
jornal) (CHANDEL et al., 2011; ARORA et al., 2020; TOOR et al., 2020).

A valorizagao dos residuos provenientes das cadeias agricolas ou agroindustriais, vem
se destacando no fornecimento de matérias-primas para a produgdo de bioetanol (DIAS et al.,
2018; TOOR et al., 2020) como, o bagaco de cana-de acucar (LOPES et al., 2017;
LAMOUNIER et al., 2020), a palha e sabugo de milho (DOS SANTOS-ROCHA et al., 2017;
DU et al., 2020; ARUMUGAM et al., 2021), a palha de trigo (SILVA, 2018; FATMA et al.,
2020; HERMOSILLA et al., 2020), a torta de semente de girassol (MATOS et al., 2018), a
torta de mamona (MELO et al., 2008, SANTOS et al., 2015), a torta de pinhdo-manso
(SANTOS et al., 2018) e a torta de dendé (BRITO et al., 2017).

Dentre estas matérias-primas, merecem destaque a torta de algoddo ¢ um coproduto
oriundo da planta Gossypium hirsutum L., que representa importante fonte energética para a
producao de bioetanol (BANO; IRFAN, 2019). De acordo com Dimos et al. (2019), o
algodoeiro ¢ uma cultura que desempenha um papel fundamental nos assuntos econdmicos,
politicos e sociais do mundo, tendo uma produg¢ao de aproximadamente 26 milhdes de toneladas

por ano. Esses autores reportam ainda, que os subprodutos da producao de algodao, sdo gerados
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em grandes volumes anualmente, aproximadamente 2 toneladas de matéria seca por hectare,
sendo estes, importantes fontes de agucar e com baixo custo. Bano; Irfan (2019) relatam que
esses subprodutos tém alto teor de celulose, em torno de 58,50% e teores de hemicelulose e
lignina del4,40% e 21,50%, respectivamente, possuindo, portanto, alto potencial para ser
utilizado na cadeia produtiva de bioetanol. Dimos et al. (2019) em seu estudo, obtiveram
rendimentos de 52% de bioetanol utilizando a torta de algodado e a levedura Saccharomyces
cerevisiae, sendo assim considerada uma boa matéria-prima a ser empregada na producao de
etanol.

A composi¢cdo da biomassa ¢ uma das variaveis diretas que afetam a eficiéncia da
producao do biocombustivel, sendo influenciadas por variagdes genéticas da planta e pelas
condi¢des ambientais expostas (LATIF; RAJOCA, 2001; KRISHNA et al., 2001; ALMEIDA
et al., 2019). A composicdo estrutural da biomassa vegetal inclui uma rede composta de
polimeros complexos como carboidratos, proteinas, sais minerais ¢ compostos fenolicos
(LEITAO 2015; DOMINGUEZ et al., 2017; KRASZNAI et al., 2018; MACHINENI, 2019),
que fornece propriedades protetoras e estruturais a planta (SUN et al., 2011; KUMAR et al.,
2020; MAHBOUBI et al., 2020).

Considerando essa constituicao, cerca de 90% da massa seca ¢ composta por polimeros
complexos, tais como celulose, hemicelulose e lignina, sendo os 10% restantes representados
por compostos extrativos e minerais (GiRIO et al, 2010; CHEN, LEE, 2020). Desses
componentes, a celulose e a hemicelulose se destacam como elementos promissores para a
producdo de biocombustiveis, pois podem ser convertidos a carboidratos monoméricos (D-
glicose, D-xilose e L-arabinose) e, entdo, convertidos a bioetanol de segunda geragao (VORHA
etal., 2014).

A celulose ¢ um polimero linear constituido de unidades repetitivas de D-glicose,
unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4 e compde cerca de 30 a 50% da massa seca da parede
celular vegetal (STICKLEN, 2008; KRASZNALI et al., 2018; MACHINENI, 2019). Este
polimero ¢ estabilizado por ligagdes de hidrogénio intermolecular entre os grupos hidroxilas
das cadeias de celulose e, apresentam uma forte tendéncia em formar ligagdes de hidrogénio
intramolecular (BINOD et al., 2019; UMMALYMA et al., 2020). As interagdes ocorrem entre
as hidroxilas presentes nos mondmeros da celulose, fato que contribui para o aumento da sua
rigidez e insolubilidade na maioria dos solventes organicos (SIQUEIRA, 2015; TEIXEIRA et
al.,2017). Devido a essas interagdes, a celulose € um componente estrutural importante para as

paredes celulares, sendo responsavel pela forca mecanica das plantas (ALEXANDRIDIS et al.,
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2018). A solubilidade do polimero de celulose ocorre pela quebra simultanea da maioria das
ligacdes glicosidicas, todavia, em temperaturas amenas, a celulose ¢ insoluvel, tanto em agua
quanto em solventes organicos comuns (INGLE et al., 2020).

A hemicelulose ¢ um polimero heterogéneo composto quimicamente por pentoses (D-
xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose, D-glicose, D-galactose) e acidos hexuronicos (acido
D-glucurénico, acido D-4-O-metilgalacturonico e acido D-galacturdnico) e, dependendo da sua
origem bioldgica estd presente na parede celular compondo cerca de 15 a 35% da biomassa
vegetal (KRASZNALI et al., 2018; TOOR et al., 2020). O principal componente presente na
hemicelulose ¢ a xilana, polissacarideo formando por subunidades de D-xilose, que constitui
cerca de 20 a 30% da biomassa de madeiras duras e plantas herbaceas (GRAY et al., 2006;
GIRIO et al., 2010; HOUFANI et al., 2020) e cerca de 50% em tecidos de gramineas e cereais
(GIRIO et al., 2010). As unidades de D-xilose se encontram na forma de xilopiranoses,
conectadas entre si por ligacdes B-1,4, representando cerca 80% dos aglicares totais da
hemicelulose (FENGEL; WEGENER, 1989; CANILHA et al., 2013; MACHINENI, 2019). A
L-arabinose, representa cerca de 10% destes actcares, e ao contrario da D-xilose, em que os
estudos relacionados ao metabolismo tém sido conduzidos extensivamente visando a melhoria
dos bioprocessos, este nao tem recebido a devida atengao (YE et al., 2019)

A lignina, representando cerca de 10 a 30% da biomassa vegetal (KRASZNAI et al.,
2018, MACHINENI, 2019) ¢é um polimero complexo, amorfo e altamente ramificado
constituido essencialmente por grupos aromaticos e alifaticos, tais como os dalcoois p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico (ANWARA et al., 2014; CHEN; WAN, 2017). A lignina
se dispde em uma rede tridimensional interligada entre os polimeros de polissacarideo, que
promove resisténcia a impactos € compressao, e ainda, impermeabilidade a parede celular das
plantas (RAMIRES, 2010; SHAHZADI et al., 2014; GORDOBIL et al., 2016; YOO et al.,
2020).

Os compostos quimicos presentes na biomassa lignocelulésica interagem intimamente
entre si na construc¢do da parede celular dos vegetais e, essas interacdes se encontram fortemente
entrelagadas através de ligagdes quimicas (LEITAO, 2015; DOMINGUEZ et al., 2017;
MAHBOUBI et al., 2020). As interacdes podem ser observadas na Figura 2, onde se apresenta
esquematicamente a estrutura lignocelulosica.

O principal obstaculo para o uso dessa matéria-prima na sua conversao a etanol reside
na natureza complexa e recalcitrante da parede celular das plantas (WANG et al., 2019,

HOUFANI et al., 2020; VANMARCKE et al., 2021). Neste sentido, o processo conhecido por
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pré-tratamento deve ser realizado para a liberacdo dos agiicares monomeéricos (TRAVAINI et

al.,2014; KUMAR et al., 2020).

SodE / "

| HEMICELULOSE

Fonte: CORREIA, 2011 (adaptada).

Figura 2: Esquema ilustrativo da estrutura lignoceluldsica da biomassa vegetal.

3.3 Processos hidroliticos

3.3.1 Pré-tratamento

A viabilidade econdémica e consolidagdo do bioetanol lignocelulésico tem como
requisito indispensavel o emprego de todos os polissacarideos presentes na constituicdo da
matéria-prima lignocelulésica (PEREZ-PIMIENTA et al., 2017; TOOR et al., 2020). Na
bioconversao da biomassa em etanol, o pré-tratamento garante a desconstru¢ao desse material
em acucares fermentesciveis, sendo considerado a etapa mais onerosa de todo o processo
fermentativo (SADHUKHAN et al., 2019).

A etapa de pré-tratamento ¢ realizada com base nas caracteristicas individuais das
matérias-primas, uma vez que o material lignoceluldsico apresenta diferentes propriedades
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fisico-quimicas (WANG et al., 2019). Nas ultimas décadas, as metodologias utilizadas na
dissociacdo dos mondmeros fermentesciveis leva em consideracdo a estrutura da lignina, pois
sua remocao aumenta a area superficial interna o que, consequentemente, permite o maior
acesso das enzimas hidroliticas a celulose (ARORA et al., 2020). As metodologias podem ser
concretizadas por métodos quimicos, fisicos, fisico-quimicos, bioldgicos e a combinagao destes
(SADHUKHAN et al., 2019; BHATIA et al., 2020). A Figura 3 demonstra o efeito desses
métodos nos polimeros da biomassa lignoceluldsica e o Quadro 1 mostra os principais métodos,

as técnicas utilizadas, bem como as suas vantagens e desvantagens.

Lignina

”\'llll\ elulose

Celulose ®

3
A 1A

Fonte: MICROBEWIKI, 2016 (adaptada).

Figura 3: Esquema dos pré-tratamentos na estrutura da biomassa lignoceluldsica.

A biomassa lignoceluldsica quando submetida a etapa de pré-tratamento libera varios
acucares passiveis de fermentagao, tais como, D-xilose, L-arabinose, D-manose, D-glicose, D-
galactose (AWOYALE et al., 2020). Neste contexto, o rendimento obtido do bioetanol
dependera das condi¢des operacionais ideais, principalmente da escolha de uma técnica
eficiente na etapa de pré-tratamento (MOOD et al., 2013). No entanto, nenhum protocolo de
pré-tratamento ja existente ¢ adequado para atender a variedade de biomassa disponivel, pois,

as tecnologias aplicadas geralmente sao combinagdes de varios métodos, que visam
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compensagodes para obter o maximo de aglicares com geracdo minima de inibidores (ARORA

et al.,2020).

Quadro 1: Principais Técnicas utilizadas no pré-tratamento abordando suas vantagens e desvantagens.

Pré-tratamento

Métodos Técnica Aciio Vantagens Desvantagens Referéncias
. . - . Nao produz inibidores Alto consumo de VIDAL et al. (2011)
Moinhos de bola Tritura¢do do material celulares energia GHAFFAR et al. (2015)
=] . . ~
ZE Micro-ondas Clivagem das ligages por Geragdo minima de inibidores Alto consumo de ARORA et al. (2020)
= alto calor energia
Explosdo da biomassa em Técnica de facil acesso com Aumento nos teores
Campo elétrico pulsado P ~ baixa energia por curta dos polifenois e ARORA et al. (2020)
alta tensao ~ .
duragdo proteinas
Consumo baixo de acido, )
oo S . . menor corrosio do Formagao alta de GIRIO et al. (2010)
Diluido Hidrolise das microfibrilas equipamento e reducéo dos produtos degradagao ARORA et al. (2020)
- processos industriais.
z Opera em temperaturas
< baixas/médias, levando a Gera alto teor de .
Concentrado Hidrolise das microfibrilas re_dugz}o dos custos - compostos acidos e GIRIO et al. (2010)
operacionais e com formagdo .
. COrTosivos
baixa de produtos de
degradagdo.
. . Clivagem das ligacdes ~ . . BJERRE et al. (1996)
'g Metais alcalinos covalentes e de hidrogénio Remogao efetiva dos ésteres KLINKE et al. (2002)
s ~ Lo
& 2 . —— Transformagéo da lignina BJERRE et al. (1996)
Z Metifrf;‘;‘ilsm"s em CO,, H,0 e dcidos Reagenéisstf)‘;m altos KLINKE et al. (2002)
- carboxilicos. Decompde as cadeias laterais ARORA et al. (2020)
de ésteres e glicosideos.
Ambnia Clivagem das ligacdes ALVIRA et al. (2010)
covalentes e de hidrogénio ARORA et al. (2020)
Rea_goe§ de SO]VOllie na Alta produgio de xilose, Liberagao de ALVIRA et al. (2010)
Organosolv lignina e na fragao : L ~ ARG
. efetiva deslignificacao. compostos inibitorios WU et al. (2014)
hemicelulose,
» Rea.(;oe's de ozonoll~se na Efetiva desllgmﬁcz}gao em AltoAcqsto pglo uso de ALVIRA e al. (2010)
Ozonolise lignina e na fracdo temperatura ambiente e Oz0nio e ndo leva a
. ~ ~ o ZHANG et al. (2013)
hemicelulose, pressdo normal. formacdo de inibidores
Processo mais econdmico, HENDRIKS; ZEEMAN
° Exploracio a vapor Ruptura das ligagdes com menor necessidade de Liberagéo de (2009)
E plorag P intermoleculares energia e auséncia de compostos inibitéorios | RABEMANOLONTSOA
‘5 reciclagem. et al. (2016).
=)
1 Clivagem do éter e éster Recuperacio de
= AFEX no complexo de lignina Menor perda de xilanas, baixa amonia ndo ¢ efetiva BJERRE ef al. (1996)
- através da explosdo formagao de inibidores. para alta concentragao KLINKE et al. (2002)
utilizando nitrogénio de lignina
Baixo requerimento de Perda da celulose WAN; LI (2012)
Biologicos Uso de micro-organismo Producdo de enzimas energia, efetiva ] RABEMANOLONTSOA

deslignificagio.

baixa taxa de hidrolise.

et al. (2016).

Fonte

3.3.2 Pré-tratamento por via quimica

: SANTOS et al. (2012) (adaptado)

O pré-tratamento quimico aplica substancias acidas ou basicas capazes de promover

hidrolise nas moléculas presente na estrutura quimica dos polissacarideos da biomassa

lignoceluldsica (SADHUKHAN et al., 2019). O pré-tratamento acido, geralmente, € a principal

metodologia utilizada no processo de produgdo do etanol, por promover a reagao de hidrélise
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na estrutura da hemicelulose, com elevada eficiéncia no processo de separacdo dos agucares,
bem como custo relativamente baixo (OGEDA; PETRI, 2010; YOO et al., 2020). Neste sentido,
os acidos garante ao final do tratamento um sobrenadante rico em monossacarideos, conhecida
como fragdo hemicelulosica (GONZALES et al., 2016). De acordo com Sun; Chend (2005),
sdo utilizados catalisadores acidos diluidos, tais como os acidos nitrico, cloridrico, fosforico e
o sulfirico para a desestruturagdio das fibras vegetais. Acidos com concentracdes elevadas
também podem ser utilizados para a desestruturagdo da biomassa lignocelulésica, contudo
necessitam ser recuperados ao final da reagdo de hidrolise, para que o processo se torne
economicamente viavel (SIVERS; ZACCHI, 1995, ARORA et al., 2020).

De forma geral, a hidrélise acida € realizada utilizando-se acido sulfurico (H2SO4) ou
cloridrico (HCI) em concentragdo entre 1 e 5%, temperatura por volta de 150°C e pressdo de
até¢ 10 atm. Sadhukhan et al. (2019) reportam que o rendimento de bioetanol usando esse tipo
de pré-tratamento, seguido de hidrolise enzimatica ¢ cerca de 76%, sendo menor em
comparac¢ao com a matéria-prima a base de agucar ou amido e, devido a isso, o pré-tratamento
se mostra uma grande barreira para a comercializacdo do bioetanol lignocelulosico. A
comercializagdo do bioetanol lignocelulésico também pode ser comprometida pela etapa de
pré-tratamento por ser capaz de produzir varios compostos inibidores celulares, os quais, podem
exercer efeito negativo na etapa de fermentagdo da producdo do bioetanol lignoceluldsico

(JONSSON et al., 2016; LIU et al., 2019).

3.3.3 Compostos inibidores formados na etapa de pré-tratamento

O principal obstaculo para o uso da matéria-prima lignoceluldsica na conversao a
etanol reside na natureza complexa e recalcitrante da parede celular das plantas, o que torna
desafiador desconstruir e extrair os acucares fermentesciveis (WANG et al.,, 2019;
VANMARCKE et al., 2021). Durante a desconstru¢do dos polissacarideos sdo formados
compostos inibidores celulares, independentemente da técnica empregada, capazes de exercer
efeito citotoxico ao agente fermentativo utilizado na produgdo do bioetanol lignocelulésico
(MOOD et al., 2013; JONSSON; MARTIN, 2016; LIN et a/.,2020).

De acordo com Mussatto; Roberto (2004) os inibidores formados apresentam um
efeito sinérgico entre si, atuando sob o agente fermentativo do processo, o que resulta na
inibicao da conversao dos agucares presentes no hidrolisado a etanol. Singh ez al. (2018) relatam
que aproximadamente 60 compostos quimicos sdo formados e foram identificados como

inibidores da fermentacdo no hidrolisado lignoceluldsicos. Os compostos inibidores celulares
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Acido levulinico

sao organizados em torno de trés grupos principais, sendo estes, os derivados furanos, os acidos
alifaticos e os compostos fenodlicos, que estdo representados na Figura 4 (LI ef al., 2019;
CANDIDO et al.,2020). De acordo com Singh et al. (2019), as concentragdes desses compostos

dependem da matéria-prima lignocelulésica empregada e do processo de hidrolise realizado.

Material
lignocelulésico

Lignina

R
 T— - % Compostos
Manose ./ Hemicelulose ~, /\ilosen. : fenélicos -~
Galactose ) \ .
\ £/ Sk \ Arabinose
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Fonte: MATOS, 2017 (adaptado)

Figura 4: Esquema geral dos principias inibidores gerados a partir do material lignocelulésico durante o pré-

tratamento acido.

Os derivados furanos sdo compostos provenientes da hidrélise dos acucares liberados
no pré-tratamento, tais como: o furfural, proveniente dos mondmeros da hemicelulose,
predominantemente a xilose e 5-hidroximetil-furfural (HMF) derivado das hexoses, constituido
de glicose (HARMSEN et al., 2010; SINGH et al., 2019; LIN et al., 2020; VANMARCKE et
al., 2021). De acordo com Meier (2020), varios mecanismos tém sido propostos para essa
reacdo, no entanto permanecem controversas, uma vez que a instabilidade dos intermedidrios
permitir seguir as rotas aciclicos ou ciclicos.

O HMF ¢ considerado um composto com menor toxicidade que o furfural e esta

presente em menor concentracdo nos hidrolisados hemiceluldsicos do que nos hidrolisados
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celuldsicos (SUN et al., 2019). Os efeitos negativos que os furanos causam as células
microbianas estao relacionados a inibicao do crescimento e da produgdo de etanol, conforme
exemplificados na Figura 5. De acordo com Van Der Pol (2014), os furanos podem diminuir o
crescimento e a produtividade da célula, por afetar a via metabdlica pela inibicdo de enzimas
desidrogenases, bem como, em alguns casos, alterar a acdo das enzimas piruvato, alcool e
aldeido desidrogenase. Os compostos furanos quando presentes no meio reacional podem atuar
reduzindo a multiplicagdo celular, levando a longas fases de laténcia, afetando a produtividade

dos processos microbiologicos (SANCHEZ; BAUTISTA, 1998; ALMEIDA et al., 2009).

Enzimas
0\\ oM N\ ‘- )

il G O Sl

i HyS )\ “ea H;C—O0OH

Etanol

Piruvato

Acido formico

Q
T
C__.-k\ : H™ H’ 0
v H*
. A e N
Acido acético 7 H" H
Parcialmente jontzado > HA

Acetado ATPase

| E
H" °H'

Fonte: MATOS, 2017 (adaptado)
(A) Lise da membrana celular; (B) Modificagdo na enzima piruvato desidrogenase; (C) Modificagdo nas enzimas piruvato e élcool
desidrogenase; (D) Degradagdo da molécula de DNA; (E) Danos a membrana do vactiolo; (F) A conversdo em outros compostos reduzem o
ATP intracelular; (G) Actimulo de ions aumenta a pressio de turgéncia ocasionando a ruptura celular; (H) Aumento de H" o que diminui pH
intracelular afetando o metabolismo celular; (I) Exportagdo de H' pela ATPase, a fim de controlar o pH intracelular e redu¢do de ATP

intracelular comprometendo o crescimento celular e vias dependentes de ATP.
Figura 5: Esquema dos principais efeitos dos inibidores na célula.
Inibidores acidos alifaticos, como o acido acético, féormico e levulinico sdo derivados

de grupos acetil presentes na hemicelulose ou ainda, decorrente da decomposi¢do do furfural e
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HMF (ALMEIDA et al., 2009). A formacao de acido acético nao pode ser evitada, entretanto,
processos conduzidos com pH em torno de 5 ou 6 minimiza seus efeitos inibitdrios (CASEY et
al.,2010; LEE et al., 2011). Esses acidos organicos, quando ndo dissociados, podem se difundir
através da membrana citoplasmatica das células microbianas diminuindo o pH intracelular,
como demonstrado na Figura 5 (CARMELO et al., 1997; LOHMEIER-VOGER et al., 1998).
Desta forma, a célula bombeia o excesso de H" para o meio extracelular por a¢do da
adenosinatrifosfatases (ATPase) as custas de ATP, o qual seria empregado no crescimento e
em outras atividades celulares. (PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1989; PINTO et al., 1989).
O meio acidificado ocasiona assim a redugdo de ATP disponivel, pois essa molécula ¢ usada
como fonte de energia pela ATPase para realizar o transporte de protons para o meio
extracelular, com o intuito de regular o pH dentro da célula (PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS,
2000; OLIVA et al., 2006). Esse acumulo de ions no citoplasma também pode aumentar a
pressdo de turgéncia, e acarretar em um/no aumento de volume da célula pela entrada de 4gua,

levando a ruptura da membrana celular.

3.4 Destoxificacao do hidrolisado hemicelulésico

Ao longo dos anos, os pesquisadores vém estudando algumas estratégias capazes de
minimizar os efeitos inibitérios das substancias formadas na etapa de pré-tratamento, afim de
aumentar o rendimento em etanol, tal como a destoxificagdo (ROQUE et al., 2019). A
destoxificagdo ¢ uma das primeiras estratégias descrita na literatura datando dos anos 40
(PERLMAN et al., 1944; LEONARD et al., 1945) e apresenta como principal objetivo eliminar
ou diminuir as substancias citotoxicas proveniente da etapa de pré-tratamento, bem como
promover a remoc¢ao dos inibidores do processo fermentativo através do uso de diversos
métodos, tais como os bioldgicos, fisicos ou quimicos, podendo ser empregados de forma
individual ou combinados entre si (KUNDU et al., 2015; CANDIDO et al., 2020).

A destoxificagdo bioldgica envolve o uso de enzimas ou micro-organismos capazes de
modificar as estruturas dos compostos citotoxicos presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos
(MUSSATTO; ROBERTO; 2004; SINGH et al., 2019), enquanto os processos quimicos se
resumem em alteragcdo de pH e adi¢do de compostos redutores (LEE et al., 2014; BRITO et al.,
2018; LIN et al., 2020). Os procedimentos fisicos sdo realizados por meio da remog¢do dos
compostos, sem que ocorram mudangas nas estruturas quimicas dessas substancias, através da
adsor¢ao promovida por forgas de interagdes entre as superficies dos adsorventes e as moléculas

adsorvidas (KLASSON et al., 2013; CANDIDO et al., 2020; LIN et al., 2020).
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Dentre os principais métodos, o carvao ativado e hidroxido de calcio (overliming) tém
sido referéncia nos processos de destoxificacdo do hidrolisado hemiceluloésico (MATEO et al.,
2013; BRITO et al., 2018). Rocha et al. (2006) definem que a presencga significativa de grupos
funcionais presentes nos poros do carvao ativado sdo os responsaveis pela alta adsor¢do dos
inibidores celulares nesse adsorvente.

A destoxificagao por meio da combinagdo das técnicas pode também ser empregada
na remog¢ao dos compostos inibidores celulares (CANDIDO et al., 2020). De acordo com Nasidi
et al. (2015), as técnicas de overliming e carvao ativado foram capazes de remover os inibidores
citotoxicos, bem como de aumentar a produtividade de alcool em 25% quando comparado ao

uso do hidrolisado nao destoxificado.

3.5 Micro-organismos fermentadores de pentoses

Um dos desafios na obtencdo de resultados mais eficientes na producao de bioetanol
de segunda geragdo ¢ o emprego de micro-organismos capazes de fermentar todos os agucares
livres (pentoses e hexoses) disponiveis nos hidrolisados. Ao longo dos anos, varios estudos
abordaram sobre diferentes micro-organismos capazes de converter pentoses a etanol, tais como
bactérias, fungos filamentos e leveduras (WIEGEL et al., 1979; SCHERNEIDER et al.;1981;
MCMILLA et al., 1993; CADETE et al., 2009; KURTZMAN et al., 2015, MATOS et al.,2017
VALINHAS et al., 2018, LI et al., 2019). A histéria dos fermentadores de pentose estd
representa na Figura 6, incluindo a descoberta dos micro-organismos capazes de converter as
pentoses a etanol e ainda, as estratégias utilizadas para minimizar os efeitos dos inibidores e

consequentemente aumento do rendimento do etanol lignocelulosico.
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3.5.1 Metabolismo

A transformacgao bioquimica de carboidratos a etanol e CO; ¢ constituida de uma série
de reagdes ordenadas, na qual cada etapa ¢ catalisada por enzimas especificas (BETTIGA et
al.,2009). Essa cascata de reacdes ocorre no citoplasma celular, onde os subprodutos finais sao
sintetizados e expelido para o exterior da célula (DEMEKE et al., 2013)

A transformacao bioquimica das pentoses realizadas por micro-organismos, ocorre
inicialmente pelo transporte dessas moléculas para o interior do citoplasma (VERAS et al.,
2019). Esse transporte ocorre por dois diferentes sistemas: a) difusdo facilitada que, com auxilio
de proteinas impulsionadas pelo gradiente de soluto conseguem ultrapassar a barreira da
membrana plasmatica, sendo ainda, compartilhado pelas moléculas de glicose e hidrogénio
(KILIAN; UDEN, 1988; FONSECA et al., 2007); b) simporte de prétons de alta afinidade (co-
transporte H'/agticar) (SPENCER-MARTINS, 1994; STAMBUK et al., 2003; HAHN-
HAGERDAL et al.,2007), no qual o agicar juntamente com os protons atravessam a membrana
plasmatica, na mesma dire¢do (simporte) ou em direcdo contraria (antiporte) (LAGUNAS,
1993; BALDWIN, 2000).

A xilose, uma vez dentro das células, sofre reagdes metabolicas consecutivas,
iniciando pela redugdo da xilose em xilulose e ocorre de duas maneiras dependendo do micro-
organismo utilizado, a via oxido-redutiva de assimilacdo de pentoses e a via da isomerase
(WOHLBACHET et al., 2011).

Na via oxido-redutiva feita por fungos filamentosos e leveduras, representada na
Figura 7, sdo envolvidas a enzima xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) para a
conversao de xilose a xilulose. A enzima xilose redutase NADPH/NADH-dependente cataliza
areagdo de reducdo do grupo carbonil da xilose em xilitol, sendo assim, o xilitol ¢ oxidado pela
enzima xilitol desidrogenase NAD"-dependente em xilulose (RIZZI et al., 1988; JEFFRIES,
2006; WATANABE et al., 2007; MOYSES et al., 2016).

Na via da isomerase realizado por bactérias e alguns fungos, ocorre a isomerizacao da
xilose diretamente para xilulose, sem necessitar de cofatores redox, ocorrendo assim a
conversao da xilose em xilulose em apenas uma etapa reacional (KARHUMAA et al., 2007,
BRAT et al., 2009; DEMEKE et al., 2013), pela agao da enzima xilose isomerase.

O sistema de metabolizacdo da L-arabinose em xilulose-5-fosfato ocorre de forma
semelhante a via de metabolizacdo da xilose, ou seja, de duas maneiras, podendo seguir a via
oxido-redutiva ou a via da isomerase (BETTIGA et al., 2009; YE et al., 2019). A via oxido-

redutiva ¢ utilizada principalmente por fungos e a via da isomerase, por bactérias.
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A via oxido-redutiva, na maioria dos fungos, converte naturalmente L-arabinose em
L-arabitol através da reagdo de reducdo catalisada pela enzima aldose redutase que ¢ dependente
do cofator NADPH. Em seguida ocorre a oxidagdo do L-arabitol em L-xilulose por agdo da
enzima L-arabitol-4-desidrogenase, dependente de NAD". A L-xilulose ¢ entdo, convertida pela
enzima xilose redutase em xilitol, o qual ¢ oxidado a D-xilulose por agdo da enzima xilitol
desidrogenase (YE et al., 2019). Essas conversdes sao estritamente dependentes de cofatores.
A D-xilulose ¢ fosforilada por acdo da enzima xiluloquinase a xilulose-5-fosfato dando inicio
a via da pentose fosfato (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Independente da via utilizada, na reagao seguinte, a xilulose formada ¢ fosforilada pela
enzima xiluloquinase, com consumo de ATP, a xilulose-5-fosfato, dando entrada a rota
metabolica conhecida por via das pentoses fosfato (WEBB; LEE, 1990). Os metabolitos
originados ao final da via das pentoses fosfato, como gliceraldeido-3P e frutose-6P, sdo
inseridos na glicolise ou via EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) e convertidos a piruvato
(MATSUSHIKA et al., 2009). O piruvato formado, de acordo com disponibilidade de oxigénio,
pode ser metabolizado na cadeira respiratéria (fosforilagdo oxidativa) através do Ciclo de
Krebs, ou por agdo da enzima piruvato descarboxilase formar acetaldeido, o qual ¢ entao,
reduzido a etanol por acdo da enzima alcool desidrogenase, havendo a reoxidagdo de NADH

(CHU, LEE, 2007). Na Figura 7 encontra-se a rota de metabolizagdo pentoses em leveduras.

Xilose
NAD(P)H  Xilose
NAD(P)* redutase
Xilitol
lc NAD" Xilitol
desidrogenase
NADH
Xilulose

Xilulocinase
\/

Xilulose-5P

4

|
|
l Glicolise

Etanol

Fonte: VERAS, 2019 (adaptada).
Figura 7: Esquema representativo das vias metabolicas envolvidas na conversdo de xilose a formagéo

do etanol.
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3.5.2 Leveduras fermentadoras de pentoses

3.5.2.1 Leveduras

As leveduras sao micro-organismos unicelulares heterotréficos pertencentes ao
dominio Eukarya, reino Fungi, que apresentam parede celular rigida e nucleo organizado com
membrana nuclear (KURTZMAN, 1994; KURTZMAN et al., 2011). A parede celular de
levedura contem trés grupos principais de polissacarideos, como os polimeros de manose
(manoproteina, cerca de 40% da massa seca da célula), polimeros de glicose (B-glucano 60%
da massa seca da célula) e polimeros de N-acetilglucosamina (quitina, cerca de 2% da massa
seca da célula) (AGUILAR-USCANGA; FRANCOIS, 2003) que sdo responsaveis pela
protecdo fisica das estruturas internas das células (OSUMI, 1998; PADUA et al., 2000;
FUKUDA et al., 2009). O citoplasma ¢ composto por uma fracdo fluida onde se encontra as
organelas, enzimas, carboidratos de reserva e ribossomos, sendo local onde ocorre a hidrélise
de agucares, tais como, frutose e glicose (JAHANGEER et al., 2019). O vactolo é uma estrutura
importante na célula, pois € utilizado para armazenar diversas enzimas, bem como aminoacidos
necessarios para a sintese proteica no metabolismo (LICHKO et al., 1982; JAHANGEER et
al., 2019) e também participa do mecanismo de desintoxicagdo das células eucaridticas

(WYSOCKI, TAMAS, 2010). Essas estruturas estio representadas na Figura 8.
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RETICULO
ENDOPLASMATICO ENDOSSOMA
GRANULO DE . o—
L IPIDEO MEMBRANA VACUOLAR
PEROXISSOMA

MEMBRANA PLASMATICA
PAREDE CELULAR

Fonte: KARL, 2017 (adaptada)

Figura 8: Representagdo esquematica da célula de levedura.
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As leveduras sdao encontradas em varios ambientes (BLACKWELL et al., 2007;
SATYANARAYANA; KUNZE, 2009; COMPAGNO; DASHKO; PISKUR, 2014) e de acordo
com Rosa; Péter (2006) o tipo de nutriente presente por habitat pode determinar a diversidade
de espécies em diferentes nichos. Os nutrientes sao exigidos pelos micro-organismos em
diferentes quantidades e, dependendo da sua exigéncia sdo denominados de macro ou
micronutrientes (ALEMAN-RAMIREZ et al., 2019; FITZGERALD et al., 2019). Os
macronutrientes sdo aqueles requeridos em maiores quantidades pelos organismos e, sao
componentes essenciais de macromoléculas tais como, carbono, nitrogénio, oxigénio, fésforo
e enxofre. Em contrapartida, os micronutrientes sdo aqueles necessarios em menores
quantidades, como por exemplo, magnésio, cobre, zinco, manganés, selénio, niquel e
molibdénio (DOMBEK; INGRAM, 1986; ARIGONY et al., 2013; SUN et al., 2019).

A concentragdo de micro ou macronutriente no meio de cultivo deve ser levada em
consideragdo, pois em baixas concentragdes podem limitar o crescimento celular, e em altas
concentragdes podem provocar um efeito inibitdrio sobre as células microbianas (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2009).

Dentre os macronutrientes o carbono e nitrogénio correspondem a 57 e 15% do peso
seco da biomassa celular, respectivamente (MCMILLAN, 1994; SATYANARAYANA;
KUNZE, 2009; COMPAGNO et al., 2014, ZHANG; ELSER, 2017) ¢ sdo considerados
essenciais, pois dentre os varios fatores ocasionados pela sua auséncia, tem-se a restricdo da
sintese do material celular (EGLI, 1991). O carbono € responsavel pelo fornecimento de energia
as células e atuam como blocos de construcdo para a biossintese de todas as macromoléculas,
sendo assim, indispensavel para os organismos (GORKE; VOGEL, 2008). Esse nutriente ¢
proveniente de varios aglcares, tais como glicose, galactose, maltose, xilose, arabinose,
celobiose, lactose (NGUYEN ef al., 2019). Em se tratando das pentoses ha relatos de varios
estudos em torno do seu uso como fonte de carbono.

A relacao C:N (carbono:nitrogénio) se constitui em um dos fatores importantes no
equilibrio da biomassa para o crescimento microbiano, pois tanto o excesso quanto a falta de
nitrogénio sdo fatores limitantes para o desenvolvimento do micro-organismo, além de afetar o
seu perfil enzimatico (BENTIL, 2019). O nitrogénio ¢ um componente basico na formacdo de
aminoacido, e um importante nutriente na sustentacdo do crescimento microbiano (PICK;
LEAN; 1987; MCMILLAN, 1994; SU et al., 2020). De acordo com Carmouze (1994), a célula

microbiana assimila com maior facilidade o nitrogénio na forma amoniacal (NH4"), enquanto
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as demais fontes de nitrogénio necessitam ser transformadas em ions amonio no interior da

célula para serem assimiladas.

3.5.2.2 Caracterizacio microscopico e macroscopio das leveduras

Os aspectos microscopios € macroscopicos das coldnias sdo importantes ferramentas
para uma efetiva classificagdo morfologica (KURTZMAN et al., 2011). Microscopicamente,
as leveduras podem apresentar formas variadas, tais como esféricas, ovais, elipticas, apiculadas
e triangulares. As formas reprodutivas, sexuada ou assexuada, a qual, esta ltima, ocorre por
gemulacdo ou por fissdo bindria, também sdo ferramentas para classificacdo das leveduras
(FUENTEFRIA, 2007; DIAS, SCHWAN, 2010; KURTZMAN et al., 2011; SOARES, 2015).
A gemulacdo consiste no surgimento de uma célula adjacente a estrutura do micro-organismo,
produzindo outro organismo de forma independente ao originado, enquanto a fissdo binaria
baseia-se em um processo em que a célula se divide em duas, por mitose, e gera duas células
geneticamente idénticas (ALEIXO, 1996; JAHANGEE et al., 2019). Algumas espécies
apresentam dimorfismo sexual e podem produzir pseudo-hifa e hifas verdadeiras durante seu
crescimento (DIAS, SCHWAN, 2010). Nos aspectos microscopicos também se observa
presenca de filamentos, bem como o tipo e a morfologia dos esporos, como a formagao de
ascosporo (ascomicetos) e basidiésporos (basidiomicetos, que classifica de modo generalizado
em Ascomycota e Basidiomycota, respectivamente (KURTZMAN et al., 2011; ASSUNCAO,
2015).

Os aspectos macroscopicos sdo observados os aspectos da colonia quanto coloragao,
textura, tamanho, elevagao, tipo de borda (lisa, irregular, ondulada), brilho, forma e perfil (lisa,
rugosa, concava, convexa, achatada) (SCWAN et al., 2008). As analises macro e microscopica
de colonias de leveduras compdem etapas necessdrias no processo de identificagdo,
possibilitando classifica-las em morfotipos (GUIMARAES, 2016). Os dados obtidos por essas
observagdes devem ser comparados com dados ja catalogados. As subdivisdes e algumas
classes e até géneros podem ser diferenciados com base na morfologia celular, na qual se podem
verificar variagdes quanto ao tipo de reproducao, local de geracao da célula filha, forma celular
entre outros (DIAS; SCHWAN, 2010). Todavia, os testes bioquimicos e fisioldgicos, tais como
fermentacdo de carboidratos, assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio e crescimento em
variadas temperaturas, sdo necessarios para uma melhor caracterizagdo destes micro-

organismos (PITTY; HOCKING, 2009; KURTZMAN et al., 2011).
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As andlises supracitadas sdo complementadas com os testes moleculares a fim de
conferir maior seguranca ¢ agilidade aos processos de identificagdo, principalmente para as
linhagens, cuja diferenciagdo ndo ¢ possivel por meio das caracteristicas morfologicas
essenciais (ROSA, PETER, 2006; PITTY; HOCKING, 2009; KURTZMAN et al., 2015,
GUIMARAES, 2016).

3.5.2.3 Leveduras conhecidas como fermentadoras de pentose

As leveduras tém beneficiado a humanidade ha milénios, e apresentam papel
fundamental na industria (BERNARDI; WENDLAND, 2020). Neste sentido algumas linhagens
desempenham papel relevante nos processos biotecnologicos, principalmente nos setores de
producao de bebidas, alimentos, farmacos, dentre outros (SOUZA, 2011, KURTZMAN, FELL,
BOEKHOUT, 2011; ELIODORIO et al., 2020). Algumas espécies tém papel chave na
producdo de biocombustiveis, dentre elas, a na industria do bioetanol de primeira geragao, tal
como a linhagem Saccharomyces cerevisae, que ¢ uma levedura comumente empregada nos
processos de fermentacdo para producdo de bioetanol utilizando hexoses (KOMESU et al.,
2020). De acordo com Santos et al. (2017), essa levedura apresenta em seu genoma genes
necessarios para a metabolizagdo da xilose, todavia, a expressdo dessas enzimas ¢
extremamente baixa, ndo suportando o crescimento em pentoses. Nesse sentido, nos ultimos
anos, vem se estudando melhorias genéticas para aumentar o desempenho dessa levedura em
processos de fermentacdo utilizando a fracdo hemiceluldsica. Contudo, os estudos ainda nao
desenvolveram um micro-organismo com caracteristicas ideais para o processo de conversao
da pentose a bioetanol, em altos rendimentos (CORTIVO, 2017, TABANAG et al., 2018).

Nos ultimos anos, dentre as leveduras nativas estudadas, a Sheffersomyces stipitis tem
sido mencionada como uma das linhagens que apresenta a maior habilidade de fermentar xilose
a etanol com altas taxas de rendimento (RUCHALA et al., 2020). Essa levedura, além de utilizar
a xilose, tem a capacidade de usar todos os principais aglcares provenientes do material
lignocelulésico (OZCAN et al., 1991; PHAM et al., 2020). Todavia, apresenta baixa tolerancia
ao etanol e ndo € capaz de crescer em condi¢gdes de anaerobiose, fato que se compde como um
dos gargalos da cadeia de producao do etanol lignocelulosico (RUCHALA et al., 2020).

Santos et al. (2017) reporta que na tentativa se obter um micro-organismo capaz de
atender a todas as caracteristicas ideais para a bioconversdo dos aglcares em etanol, foi

realizada a introducdo de fragmentos gendmicos de Scheffersomyces stipitis na espécie de
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levedura Saccharomyces cerevisiae, no qual altas taxas de crescimento foram alcancadas,
contudo o produto principal formado foi o xilitol, obtendo baixos rendimentos de etanol.

Cadete et al. (2012) em seus estudos, demonstraram que uma nova espécie
Spathaspora passalidarum capaz de converter xilose a etanol em altos rendimentos, e devido a
isso ¢ considerada promissora ao mercado industrial de energia. Esses pesquisadores
observaram que a levedura, em condi¢gdes de microaerobiose foi capaz de converter a pentose
em etanol, em rendimentos de cerca de 0,37 Zetanol Exilose -

Nos estudos de Cadete et al. (2009), S. arboriae também demonstrou a capacidade de
fermentar as pentoses presente nos hidrolisados lignoceluldsicos de casca de arroz e de casca
de soja, exibindo rendimentos de etanol de 0,45 e 0,38 etanol Exilose ', respectivamente. Essa
levedura ainda apresenta a capacidade de sintetizar o xilitol, resultando em maiores rendimentos
de conversdo do S. passalidarum (DA CUNHA-PEREIRA et al., 2011; CADETE; ROSA,
2018).

No estudo de Valinhas et al. (2018) foram descritas linhagens de leveduras, & das
espécies Candida akabanensis ¢ Galactomyces geotrichum com habilidade de fermentar
pentoses, carateristica que ndo haveria sido relatada até entdo. Os autores observaram que as
leveduras Candida akabanensis e Galactomyces geotrichum em meio sintético contendo xilose,
eram capazes de converter 20 g L™ a pentose em etanol, obtendo um rendimento de 0,29 e 0,35
Getanol Cxilose |, respectivamente. Nesse mesmo periodo, Matos et al. (2017) testaram essas
leveduras em hidrolisado da torta de semente de girassol, no qual, em 96 horas de fermentagao
as linhagens foram capazes de converter os aguicares presentes no hidrolisado lignoceluldsico
em etanol, apresentando rendimentos de cerca de 0,29 Zetanol Exilose -

Dien et al. (1996) realizaram um estudo de rastreamento em 116 diferentes linhagens
de leveduras, avaliando a capacidade dessas em assimilar pentoses, como arabinose e xilose.
Esses autores foram capazes de encontrar quatro linhagens de leveduras das espécies (Candida
auringiensis, Candida succiphila, Ambrosiozyma monospora e outra do género Candida) com
habilidade de fermentar as pentoses a etanol, obtendo um rendimento méaximo de 0,18 Zetanol
gxilose'l.

Cobalto et al. (2018) observaram que uma linhagem de levedura da espécie Dekkera
bruxellensis, utilizando 80 g L™! de L-arabinose como fonte de carbono, em 120 horas, permitiu
um rendimento de 0,34 Zetanol Exilose . €m etanol. Portanto, nesse estudo foi possivel encontrar

um micro-organismo promissor na producao de etanol a partir de hidrolisado lignoceluldsico.
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Neste contexto, um dos principais desafios para o custo-beneficio da producgao do
bioetanol lignoceluldsico € a busca por micro-organismos capazes de fermentar eficientemente
todos os agucares disponibilizados pela biomassa lignoceluldsica, mesmo em presenca de

compostos quimicos toxicos (CADETE et al., 2016; NOGUE; KARHUMAA, 2015).

3.5.2.4 Leveduras fermentadoras de pentoses utilizadas no presente estudo

a) Candida orthopsilosis

De acordo com Ciurea et al. (2020), as espécies de Candida pode causar uma grande
variedade de doengas em humanos, variando de candidiase oral a doengas invasivas
disseminadas, contudo, na area industrial essa espécie apresenta pouco conhecimento para seu
emprego. De acordo com Kanti, Sudiana (2015), devido habilidade da Candida orthopsilosis
em converter celulose a lipidios, tais como acido palmitico, acido estearico, acido linoleico e
acido oleico, poderiam ser utilizado como matéria-prima para producao de biodiesel. Rasmey
et al. (2020) relata que essa levedura tem a capacidade de metabolizar os materiais
lignocelulésicos em glicerol com rendimentos de 0,3576 g g'!. Barbosa (2017) reportou a C.
orthopsilosis tem a capacidade de produzir etanol lignoceluldsico utilizando os aglicares de
cinco e seis carbonos. De acordo com esse autor, a espécie C. orthopsilosis, macroscopicamente
tem aspecto cremoso, coloragdo creme, superficie e bordas lisas, e perfil achatado, e essa
descricdo também corrobora com a descrita por Kurtzmanm et al. (2011). Esse autor retrata
também que microscopicamente, essa espécie apresenta ascOsporo e blastoconidios, com
reprodu¢do por brotamento multilateral, conforme descrito por Lachance et al. (2011).

b) Candida akabanensis

De acordo com Valinhas (2017) outra espécie do género Candida também pode ser
utilizada para a conversdo de agucares de cinco carbono em etanol, apresentando poucos relatos
sobre o seu emprego na area industrial. Na literatura, Valinhas ef al. (2018) e Matos et al. (2017)
foram os primeiros autores a relacionarem essa espécie na producao de etanol lignocelulosico.
James et al. (2013) relata que as linhagens de C. akabanensis vém sendo isoladas de plantas e
excremento de insetos e de acordo com Valinhas (2017) essa espécie apresenta colonias com
aspecto cremoso, superficie e bordas lisas, perfil achatado e coloracdo branco-amarelada.
Microscopicamente, esse autor relata a presenca de células globosas e ovoides, com a formagao

de pseudo-hifa e presenca de ascosporo e blastoconidios.
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¢) Galactomyces geotrichum

Segundo Altun et al. (2020) Galactomyces geotrichum é um fungo dimorfico com
processos de transi¢des entre as formas, com as cepas geralmente ndo patogénicas e comumente
encontradas em bebidas alcoodlicas e no solo, além de alimentos como leite e queijo. Esses
autores relatam que as cepas de G. geotrichum podem ser empregadas como cultura inicial na
preparacao de varios queijos e bebidas, bem como ser usados na biorremediacao de produtos
quimicos téxicos. Grygier et al. (2020) mostraram que G. geotrichum tem potencial para
produzir lipidios, no entanto, o emprego de residuos ou subprodutos agricolas como substrato
para a producao de lipidios, ainda nao foi testada. De acordo com Valinhas (2017), Barbosa
(2018) e Matos et al. (2018), essa espécie € capaz de produzir etanol utilizando pentoses
presentes em meios sintéticos e hidrolisados lignocelulosicos. Primeira vez retratada por
Valinhas et al. (2018) como habilidade de metabolizar xilose em etanol, essa capacidade
também foi descrita por Lamounier et al. (2020), que investigou ainda, a capacidade de
sacarificagdo realizadas pelas suas enzimas. Esses autores relatam que a G. geotrichum,
apresentaram colonias em forma circular, superficie com estria concéntrica, borda e aspecto
filamentoso e crescimento radial. Microscopicamente, esses autores relatam que a levedura
apresenta a formacdo de hifas verdadeiras hialinas com ramifica¢des dicotomicas, que
apresentam desarticulagdo em artroconideos cilindricos. Barbosa (2018) observou também a
presenca de ascosporos, clamidosporos, e tubo germinativo. Todas as caracteristicas observadas

estdo de acordo com as observagdes de Hoog, Smith (2011).

3.6 Parametros Fermentativos

Os parametros cinéticos do processo fermentativo contribuem para o melhor
entendimento das respostas da conversao dos aglcares a bioetanol. De acordo com Fukuda et
al. (2019) esses parametros contribuem ainda, para a redug¢do de custos do processo
fermentativo. Phisalaphong ef al. (2006) reportam que os parametros do processo sao
determinados por variagdes na transferéncia de massa e no comportamento metabolico dos
micro-organismos e sdo baseados em calculos matematicos. Esses autores demonstram ainda,
que alguns dos parametros do processo, podem ser: a) rendimento em etanol (Yp/s gp gs™'); b)
produtividade volumétrica de etanol (Qp g L' h'), ¢) eficiéncia fermentativa, Ef (%), d)
velocidade de crescimento celular (g L) e, e) tempo de geracdo (h). Essas variaveis de
respostas encontram-se apresentadas no Quadro 2, constando suas formulas matematicas e suas

respectivas unidades.
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Quadro 2: Parametros dos processos fermentativos.

PARAMETROS DO PROCESSO FORMULA UNIDADE
Rendimento p__7F -
Ys T Si—sf £s
.. o P 1yl
Produtividade volumétrica Qp = < gL' h
yP
Eficiéncia Fermentativa — S %
Ef 0511 x100
T d i t I X t L—l
axa de crescimento — =
n Xo H &
N t
Tempo de geragao tg =— H
n

De acordo com Kuhad ef al. (2011) um micro-organismo eficiente para a produgdo de
etanol a partir de pentoses presentes em hidrolisados lignoceluldsicos, deve apresentar alguns
requisitos, tais como: a) elevado rendimento em etanol, b) alta produtividade, c) ter uma boa
tolerancia contra inibidores, d) gerar altas concentragdes de etanol e, e) apresentar uma
capacidade de fermentar em pH e temperatura ideais. Desse modo, ao longo dos anos varios
estudos abordaram sobre diferentes micro-organismos capazes de converter pentoses a etanol,

tais como bactérias, fungos filamentos e leveduras (WIEGEL et al., 1989; SUES et al., 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

A condugdo desse estudo se encontra organizada em quatro etapas principais, conforme
esquematizadas no fluxograma abaixo, a saber: 1) Obtencao e caracterizagdo fisico-quimica da
torta de caroco de algoddo; bem como obtencdo, reativagdo, manuten¢do e autenticagdo dos
micro-organismos; 2) Obtencdo e caracterizagdo quimica do hidrolisado hemicelulosico, e
ainda uma investigacdo dos parametros fermentativos (Temperatura, Velocidade de agitacdo e
pH), buscando a melhoria na producdo de etanol; 3) Destoxificacdo do hidrolisado

hemicelulosico e 4) Processo fermentativo.

[ Tratamento fisico ]

1° Etapa

Investigacao

4° Etapa
Analise do crescimento
celular

Fonte: AUTOR
Figura 9: Fluxograma da metodologia da produgdo de etanol utilizando as linhagens fermentadoras de pentoses.
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As etapas experimentais foram realizadas nos laboratorios de: a) Laboratério de
Bioprocessos e Biotransformagdo (LabBbio); b) Laboratério de Pré-tratamento e
Caracterizagao de Biomassas Energéticas (LabPCBE) e ¢) Laboratério de Microbiologia para
Biocombustiveis (LabMBio) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri,
localizados no Campus JK, Diamantina-MG. As linhagens foram devidamente registradas no

SISGEN, sob ntimero de cadastro A18446E.

4.1 Matéria-prima

4.1.1 Obtencio da matéria-prima

A matéria-prima estudada, a torta de carog¢o de algodio (Gossypium hirsutum L.) foi
proveniente da industria de Oleo, Ragdo e Plasticos Montes Claros LTDA, localizada no

municipio de Montes Claros- MG (SANTOS, 2012)

4.1.2 Tratamento fisico da biomassa lignocelulésica

A torta de carogo de algodao foi submetida a secagem em estufa com circulacio de ar
forcada a 60°C por 48 horas, e, em seguida, cominuida em moinho de facas macro tipo Willey
com peneiras de reten¢do em ago inox AISI 304 e malha de 1,0 mm. A biomassa cominuida foi
acondicionada em potes plasticos e mantidas a temperatura ambiente (25+£2°C) para estudos

posteriores, conforme representado na Figura 10.

Secagem
48 h/60 °C

A 4

Cominuida em
malhas de

1,0 mm
Fonte: SANTOS (2012)

Figura 10: Fluxograma da obtencéo e tratamento fisico da torta de carogo de algodao.
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4.1.3 Caracterizacio quimica da biomassa lignoceluldsica

A origem e o tratamento da torta de carogo de algoddo utilizada nesse estudo, foi a
mesma usada nos estudos de Santos (2012), que observou na caracterizagdo dessa biomassa
teor de hemicelulose de 15,98%, teor de celulose de 8,76%, teor de amido de 45,32% e Agucares
soluveis totais (AST) de 2,39%, conforme representados no Quadro 3.

Quadro 3: Composigdo fisico-quimica da torta do carogo de algodao (Gossypium sp).

Matéria-prima lignocelulésica
Fracoes
Torta de algodao (%)

Umidade 3,27+0,08
Lipideos 3,38+0,06
Cinzas 3,70+0,13
Fibra Bruta 23,04+0,05
Proteinas Totais 4,44+0,55
AST 2,39+0,35
Amido 45,32+1,80
FDA 52,19+0,14
FDN 33,29+1,13

Fonte: SANTOS (2012)

AST: Acgucares soluveis totais; FDA: Fibra soluvel em detergente acido; FDN: Fibra soluvel em detergente neutro.

4.2 Obtenc¢io do hidrolisado lignocelulodsico por hidrolise quimica acida

A torta de carocgo de algoddo previamente seca e cominuida, conforme o item 4.1.2,
foi submetida a um pré-tratamento quimico, afim de proporcionar a desestruturagao das fibras
vegetais e produzir um hidrolisado hemiceluldsico rico em acgucares para ser utilizado em

ensaios fermentativos futuros, segundo representado na Figura 11.

Biomassa lignocelulosica seca e

cominuida

[ Solu¢io acida diluida, 121 °C, ]

1 atm
Caracterizaciio quimica do Hidrolisado Caracterizagio quimica do
residuo sélido emicelulésic| hidrolisado lignocelul6sico

Figura 11: Fluxograma da obtencdo e caracterizagdo quimica dos hidrolisados.

Fonte: AUTOR
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4.2.1 Preparo do hidrolisado hemiceluldsico

A torta de carogco de algoddo foi pesada e colocada em um frasco conico tipo
Erlenmeyer de 1 litro com solucdo de 8 % de acido sulfurico (H2SO4) e relagdo de 31%
solido/liquido, segundo o estudo de Santos (2012). Em seguida, o frasco conico contendo a
amostra foi colocado na autoclave vertical a temperatura de 121°C, 1 atm e no tempo de 38
min. Apos o resfriamento do produto formado, esse foi filtrado a vacuo utilizando um papel de
filtro (grau 292, 100 x 150 mm Sartorius®). Apds o processo de filtragdo, foi obtido duas
fragdes do produto formado: a fracdo liquida e a frag@o solida. A fra¢do so6lida remanescente
foi caracterizada quanto ao teor de hemicelulose, lignina e celulose, e, esses teores foram
utilizados para realizar o céalculo de balango de massa, afim de observar a eficiéncia do pré-
tratamento empregado. Apds a caracterizacdo quimica, o residuo so6lido remanescente foi
armazenado para futuros estudos. A fracao liquida constituiu o hidrolisado lignoceluldsico, que
inicialmente foi mensurado o pH e adicionado uma solugdo supersaturada de Ca (OH), P.A, até
a sua completa neutralizagdo. O hidrolisado hemicelul6sico neutralizado foi armazenado a 4°C

para realizacao dos processos fermentativos posteriores.

4.2.2 Caracterizacio quimica do residuo sélido

O residuo solido remanescente do processo de hidrolise quimica foi lavado sucessivas
vezes com agua destilada utilizando a filtragdo a vacuo em papel de filtro (grau 292, 100 x 150
mm Sartorius®). Em seguida o residuo foi levado para estufa com circula¢ao de ar forcada a
65°C por 24 horas. Apds a secagem, foi determinado em triplicatas, os teores de celulose,

lignina, hemicelulose (VAN SOEST, 1966; 1967).

4.2.2.1 Hemicelulose
O teor de hemicelulose foi determinado pela diferenca entre a massa da amostra
resultante das andlises de Fibra solivel em detergente neutro (FDN) e Fibra soluvel em

detergente acido (FDA). O teor foi calculado de acordo com a Equacao 1 representada abaixo:

HEM=[m (FDA)—m (FDN) Peso da amostra] x 100 Equacao (1)

HEM %= teor de hemicelulose (%)

m(FDA)= massa da amostra remanescente da analise de FDA (g)
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m(FDN)= massa da amostra remanescente da analise de FDN (g)

a) Fibra solivel em detergente neutro (FDN): A FDN foi determinada pela digestao
de 0,25 g do residuo sélido, colocados em tubos de ensaios e em seguida foi adicionado 25 mL
de solugdo de detergente neutro. Os tubos de ensaios contendo a amostra foram acondicionados
em bloco digestor por 30 minutos a 110°C. O produto remanescente foi filtrado em filtros de
placa sinterizada previamente pesados e desumidificados em estufa a 105°C. Apos ser filtrado,
o residuo foi lavado com agua destilada a quente (65+2°C) e posteriormente, lavado com
acetona para retirada total do detergente. Os filtros contento as amostras foram levados para
secagem em estufa a 105°C até peso constante. O teor de fibras soliveis em detergente neutro

foi expresso em gramas de FDN por 100 g-1, calculado usando a Equacao 2:

FDN=[(Fs—Fv) Peso da amostra] x 100 Equagdo (2)

FDN= teor de fibra bruta solivel em detergente neutro (%)
Fs=massa do filtro de vidro sinterizado com residuo depois de lavado e seco (g)

Fv=massa do filtro de vidro sinterizado vazio (g)

b)  Fibra solivel em detergente acido (FDA): A FDA foi determinada utilizando
0,25 g de residuo solido colocado em tubos de ensaios juntamente com 25 mL de solug¢do de
detergente 4cido. Os tubos de ensaios contendo a amostra foram colocados em bloco digestor
por 30 minutos a 110°C. Ao final do processo, o produto foi filtrado a vacuo em filtros de placa
sinterizada com pesos conhecidos, lavado com agua destilada quente (65+2°C) e em seguida
lavado com acetona. Apos a lavagem, o residuo foi submetido a secagem em estufa a 105°C até
o peso constante. O teor de fibras soluveis em detergente acido foi expresso em gramas de FDA

por 100 g-1 e calculado usando a Equagao 3:

FDA= [(Flv—Fv) Peso da amostra] x 100 Equagdo (3)

FDA= teor de fibra bruta solivel em detergente acido (%)
Flv=massa do filtro com residuo depois de lavado e seco (g)

Fv=massa do filtro vazio (g)
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4.2.2.2 Celulose

A determinagdo do teor de celulose foi realizada pela adigdo de 30 mL de acido
sulfurico a 72% em filtros de placa sinterizada remanescentes da andlise de FDA, e submetidos
a agitacdo em um agitador magnético a velocidade vigorosa. Em seguida, os filtros contendo a
amostra foram lavados com agua destilada quente (95+1°C), secos em estufa a 105°C e
resfriados até peso constante. O peso de celulose foi calculado pela diferenga entre o peso do
filtro antes e depois da adicao da solucao de acido sulfurico a 72%. O resultado encontrado de

acordo com a formula descrita a Equag@o 4 e expresso em porcentagem de massa integral.

CEL=[(Fi—-Fd) Peso da amostra] x 100 Equacdo (4)

CEL-= teor de celulose (%)

Fi= massa do filtro sinterizado com residuo depois de lavado e seco, antes da adigao
do acido sulfurico (g)

Fd= massa do filtro de vidro sinterizado com residuo depois da adi¢do do acido

sulfurico (g)

4.2.2.3 Lignina

O teor de lignina foi determinado utilizando os residuos remanescentes da andlise de
celulose presentes nos filtros de placa sinterizada. Esses residuos contidos nos filtros foram
colocados em mufla a 550°C e em seguida os filtros foram deixados em um dessecador até
atingir temperatura ambiente (25+2°C). O teor de lignina foi calculado pela diferenca entre a

massa do filtro de placa sinterizada antes e ap0s a incineragdo representado na equacgao 5.

LIG= [(Fi—Fm) Peso da amostra] x 100 Equacao (5)

LIG= teor de lignina (%)

Fi= massa do filtro de vidro sinterizado contendo residuo lavado e seco depois da
adicao do 4cido sulfurico (g)

Fm= massa do filtro de vidro sinterizado contendo residuo depois de incinerados em

mufla (g)
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4.2.3 Caracteriza¢io quimica do hidrolisado hemiceluldsico

A fracdo hemicelulosica foi analisada quanto as concentra¢des de agucares (L-
arabinose, D-xilose, D-glicose) e teores de inibidores formados durante o processo de hidrolise
acida (4cido acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)), bem como o glicerol, conforme
os padrdes representados na Tabela 1. A determinagdo das concentracdes dos compostos
presente no hidrolisado foi realizada através da metodologia de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com uso do sistema Shimadzu Prominence FPLC 20A, equipado com coluna
Rezex ROA-Shodex® (300 x 7.5 mm), conforme as condigdes operacionais detalhadas na

Tabela 2.

Tabela 1: Padrdes utilizados na quantificagdo dos compostos quimicos

Padroes Concentracoes
D-glicose 10gL!
D-xilose 10gL!
L-arabinose 10gL!
Glicerol 10gL!
Acido acético 10gL!
Furfural 10gL!
Hidroximetilfurfural 10gL!

Tabela 2:Condigdes operacionais das analises realizadas por CLAE para determinacdo de agucares e inibidores

toxicos provenientes do pré-tratamento quimico acido na torta de carogo de algoddo.

Eluente Acido sulfarico H2SO4 0,0025 mol L*!
Vazio de fase movel 0,6 mL min™!

Volume de amostra (loop) S uL.

Temperatura externa (coluna) 60°C

Temperatura interna (detector) 40°C

4.3 Destoxificacio do hidrolisado acido da torta de caroco de algodao

4.3.1 Procedimento de destoxificacdo do hidrolisado

O hidrolisado hemicelulésico foi acondicionado em um Becker contendo 5% (m/v) de
carvao ativado, e esse foi colocado em um agitador magnético sob agitagdo vigorosa por 30

minutos a 50°C, em seguida foi filtrado a vacuo, segundo os estudos de Brito et al. (2017). O
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liquido remanescente foi congelado a temperatura de 4°C para uso posterior nos processos

fermentativos.

4.3.2 Caracterizacdo dos compostos presentes no hidrolisado hemiceluldsico
destoxificado
O hidrolisado destoxificado foi caracterizado por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE), conforme os padrdes e parametros operacionais descritos no item 4.2.3.

4.4 Micro-organismos
Os micro-organismos fermentadores de pentose foram estudados conforme as
seguintes etapas: 1) Aquisi¢do dos micro-organismos; 2) Reativacdo dos micro-organismos; 3)
Autenticagdo dos micro-organismos; 4) Manutencao dos micro-organismos e, 5) Investigacao

dos melhores parametros fermentativos para producao de etanol.

4.4.1 Aquisicao, reativacido e manutencio dos micro-organismos

As linhagens de leveduras utilizadas nesse estudo Galactomyces geotrichum UFVIM-
R10, Candida akabanensis UFVIJM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-4G foram
provenientes do banco de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia para
Biocombustiveis (LabMBio), localizado na Universidade dos Vales Jequitinhonha e Mucuri
(UFVIM). As amostras disponibilizadas estavam conservadas em microtubos tipo Eppendorf
em meio Yeast extract-Peptone-Malt-Dextrose-YEPM (3,0 g L™ de extrato de levedura; 3,0 g
L' de extrato de malte; 5,0 g L' de peptona de sojae 10 g L' de glicose) e 10% de glicerol,
por aproximadamente 1 ano. Essas linhagens foram reativadas em meio YEPMX (3,0 g L! de
extrato de levedura; 3,0 g L™ de extrato de malte; 5,0 g L™ de peptona de soja e 10 g L™ de
xilose) acrescido de 1,5% (m/v) de dgar-agar, por indculo em estria, com incubagao a 28°C por
48 horas, para os posteriores ensaios descritos a seguir. Para a manutengdo das linhagens
estudadas, essas foram crescidas em meios YEPMX e armazenadas nesse mesmo meio

contendo glicerol 10%.
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4.4.2 Autenticacido dos micro-organismos

As linhagens leveduriformes utilizadas neste estudo, foram submetidas ao processo de
autenticacdo por andlises macroscopicas € microscopicas, garantindo assim, que se
encontravam em condi¢des axénicas para uso, bem como verificar a autenticidade dessas

linhagens estudadas.

4.4.2.1 Analises macroscopicas
As linhagens de leveduras, apos a reativacao, foram transferidas para um microtubo tipo
Eppendorf com 1 mL de dgua destilada estéril e deixadas por 48 horas a 28°C. Em seguida as
linhagens foram inoculadas, por microgotas (10 puL), em duplicatas nos meios YEPMX e foi
acompanhando o crescimento por 7 dias. Alguns pardmetros macroscopicos da colonia foram
observados, tais como o tamanho, a cor, o tipo de borda (lisa, irregular, ondulada) e perfil (lisa,

rugosa, concava, convexa, achatada) das culturas.

4.4.2.2 Analises microscopicas
As andlises microscopicas foram realizadas por leitura direta em laminas, microscopio
optico e, ainda, pela técnica de Riddell (RIDDELL, 1950) utilizando meio YEPMX, com
incubacdo de 28°C por até 48 horas. Na microscopia foram observadas as caracteristicas
estruturais e reprodutivas das leveduras, tais como: tipo de reprodugao, formag¢ao de pseudohifa
e hifa verdadeira, forma da célula e presenga de clamiddsporo e conidios. As observagdes foram
realizadas em microscopio Optico (microscopio bioval e Bel Photonic) utilizando as lentes

objetivas de 40x e 100x.

4.4.5 Perfil de crescimento dos Micro-organismos

4.4.5.1 Curva de crescimento
O perfil de crescimento dos micro-organismos estudados foi monitorado em meio
sintético descrito por Oliveira (2010), composto por 12,5 g LT MgSO4x7H,0; 1,25 g L!
CaClx2H,0; 12,5 g L' de 4cido citrico; 0,9 g L''de FeSO4x7H20; 0,19 g L' de MnSO4; 0,30
g L' de ZnSO4x7H,0; 0,025 g L' de CuSO4x5H,0; 0,025 g L' de CoCl,x6H,0; 0,035 g L
de NaMoOsx2H>0; 0,050 g L' de H3;BOs; 0,009 g L' de KI e 0,0125 g L' de Alx(SO4)s,
realizado em triplicata. Em frascos conicos tipo Erlenmeyer de 125 mL foi realizado um indculo

utilizando uma algada das culturas de leveduras em 50 mL de meio sintético e incubadas a 28°C
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sob velocidade de agitacdo de 150 rpm por 24 horas. O monitoramento do processo foi realizado

por aliquotas de 200 uL a cada 1 hora, seguido de centrifugacao a 14000 rpm por 10 minutos.

O precipitado celular foi ressuspenso em 1 ml de dgua destilada estéril e submetido a leitura

espectofotométrica a 610 nm (Densidade Optica- D.O. 610 nm). Uma aliquota desse precipitado

foi utilizada para contagem celular na camera de Neubauer e uma para a medicao do peso seco,

conforme descrito a seguir.

a)

b)

Densidade optica: A Densidade otica foi avaliada por espectrofotometria com leitura
de absorbancia a 610 nm, feita a partir de 1 mL do meio fermentativo, seguido de
centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o precipitado de células
formado foi lavado e ressuspenso em agua destilada, sendo submetido a leitura (D.O.
61onm)., €nquanto o sobrenadante foi descartado.

Peso seco: As culturas foram preparadas em duplicada em frascos conicos de 125 mL,
e incubadas a 28°C sob agitagdo de 150 rpm por 24 horas. A biomassa celular formada
foi centrifugada e ressuspensa em 15 ml de agua estéril. A suspensdo microbiana foi
dividida em fragdes de 0,5 mL a 5 mL (variando as amostras em 0,5 mL), medida por
espectrofotometria com leitura de absorbancia a 610 nm e colocado em placas de petri,
previamente pesadas. Essas placas foram levadas para estufa 4 105°C até peso
constante, sendo novamente pesadas. Os valores encontrados na diferenga da pesagem
da placa de petri antes e depois do acondicionamento da suspensdo celular das
leveduras, foram utilizados para construgao das curvas celulares, posteriormente usadas
para célculos de rendimentos fermentativos.

Quantificacdo celular: A determinacdo da viabilidade celular das linhagens de
leveduras foi realizada pela solugdo a 1% de azul de metileno e contagem em cdmara
de Neubauer, conforme a metodologia de Alves (1998) e descrito na Figura 12. O azul
de metileno ¢ empregado como indicativo de viabilidade celular, ou seja, as células
vivas se apresentaram incolores e as c€lulas ndo viaveis na coloragdo azul, quando
observadas no microscopio Optico. O resultado da contagem celular foi expresso em

niimero de células mL™! de acordo com a Equacio 7.

células _ nxfd

— 0001~ 1000 Equagao (7)

Onde:
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n=média de cinco contagens
fd= fator de diluicao
1000= fator de conversao de mm3 para cm3

0,004= volume do quadrado onde foi realizada a contagem.
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Fonte: PANTOJA (2006)

Figura 12: Desenho esquematico da cdmara de Neubauer evidenciando a area de contagem.

4.4.6 Investigacao dos parametros fermentativos

Visando conhecer as melhores condi¢des operacionais para a condugdo dos processos
fermentativos no hidrolisado do carog¢o de algoddo utilizando as linhagens de leveduras
Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida akabanensis UFVIM-R131, e Candida
orthopsilosis UFVIM-4G como agentes do processo, os parametros de temperatura, velocidade
de agitag¢do e pH foram investigadas.

Os processos foram conduzidos em frascos conicos tipo Erlemayer de 125 mL contendo
50 mL de meio Yeast extract-Peptone-Malt-Xylose (YEPMX) (3,0 g L' extrato de levedura;
3,0 g L' malte; 5,0 g L' caseina de soja; 10,0 g L™! D-xilose), seguido de 10% de indéculo

descrito abaixo. Os processos foram realizados em trés repeticoes.

4.4.6.1 Preparo do indculo
O in6culo foi preparado por meio da transferéncia de uma algada da linhagem de
levedura, a ser estudada, em meio YEPMX para o meio liquido proposto por Oliveira (2010),
composto por 12,5 g L't MgS04x7H20; 1,25 g L' CaClox2H,0; 12,5 g L™! de 4cido citrico; 0,9
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g L'lde FeSOsx7H20; 0,19 g L' de MnSO4; 0,30 g L' de ZnSO4x7H,0; 0,025 g L' de
CuS04x5H,0; 0,025 g L' de CoClox6H20; 0,035 g L' de NaMoO4x2H,0; 0,050 g L' de
H3BOs; 0,009 g L' de KI e 0,0125 g L' de Alx(SO4);. Em seguida, esse meio contendo a
levedura foi incubado por 12 horas, a temperatura de 28°C e velocidade de agitacdo de 150
rpm. Apos o periodo de crescimento necessario para que as leveduras sejam capazes de atingir
uma densidade Optica, esse meio liquido foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos. A
biomassa microbiana proveniente do processo de centrifugacao foi recuperada e ressuspensa
em agua destilada estéril até a concentragdo de uma densidade Optica em leitura
espectrofotométrica a 610 nm (D.O 610 nm). As condi¢des de investigacdo dos parametros

mencionados se encontram descritos a seguir:

4.4.6.2 Investigacio da temperatura

A investigacdo da temperatura foi realizada nos meios YEPMX como descrito
anteriormente. Apds indculo, os meios fermentativos foram submetidos a incubacdo na
velocidade de agitagdo de 150 rpm nas temperaturas de 26 °C, 28 °C e 30°C e pH 5.2. A
velocidade de agitacdo de 150 rpm foi utilizada nesse primeiro ensaio, devido ter sido
empregada em pesquisas anteriores destas linhagens (VALINHAS; 2017; BARBOSA, 2017).

A temperatura obtida como melhor resultado para a producao de etanol no bioprocesso,
foi selecionada para a investigacdo da velocidade de agitacdo a 50 e 100, além da rotacdo
estudada, 150 rpm. Cabe ressalta que as velocidades de agitagdo de 50 e 100 rpm surgiram da
curiosidade em obter respostas quanto ao desempenho das linhagens estudadas empregando a
temperatura selecionada para a producdo de etanol. Os processos fermentativos foram
monitorados a cada 12 horas quanto ao crescimento celular (densidade oOtica e contagem de
células), teor de agucar (D-xilose) e alcoois (etanol, xilitol e glicerol).

a) crescimento celular: Foi avaliado por densidade 6tica e contagem de células (viaveis
e inviaveis) conforme descrito no item 4.4.5.

b) teor de aciicar: A concentracdo de D-xilose foi avaliada pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959) e pela técnica de CLAE, conforme descrito
o item 4.2.3. A quantificacdo de agtcar pelo método de DNS foi realizado em triplicada e
microplacas, utilizando 100 pL. do meio fermentativo (centrifugado e devidamente diluido em
agua destilada), seguidos por adi¢io de 100 uL do reagente de DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico)
e deixados em banho de 4gua fervente (70+1 °C) por um periodo de 25 minutos. Apos o

resfriamento dos constituintes, procedeu-se a leitura da intensidade de cor formada pelo método
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colorimétrico em espectrofotdmetro a 540 nm. Uma curva analitica, utilizando xilose a 1 g L™!
como padrdo, foi preparada a fim de se obter a regressao linear para o calculo da concentragdo
de xilose presentes nas amostras. Os teores de xilose foram calculados em g L.

¢) teor de alcool: A concentragdo de etanol, xilitol e glicerol foram mensuradas através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com uso do sistema Shimadzu Prominence
FPLC 20A, equipado com coluna Rezex ROA-Shodex® (300 x 7.5 mm), conforme os

parametros operacionais e padrao descritos na Tabela 3 ¢ 4.

Tabela 3: Padroes utilizados para a quantificagao de xilitol e etanol pela técnica CLAE.

Padroes Concentracoes
Xilitol 10gL!
Etanol 10gL!
Glicerol 10gL!

Tabela 4: Condigdes operacionais das analises realizadas por CLAE para determinagdo de agucares e alcool.

Eluente Acido sulfarico H2SO4 0,0025 mol L*!
Vazio de fase movel 0,6 mL min’!

Volume de amostra (loop) S uL.

Temperatura externa (coluna) 60°C

Temperatura interna (detector) 40°C

O processo fermentativo foi avaliado ainda, quanto aos parametros de rendimento em
etanol (Yp/s gp gs'), quanto produtividade volumétrica de etanol (Qp g L' h'), eficiéncia
fermentativa, Ef (%) e fator de rendimento de agucares em biomassa (Yx/s) :(HISS, 2013).,

conforme descritos a seguir:

a) Fator de rendimento de produgio de etanol - Ypis gp gs™!
O fator de rendimento em etanol foi calculado pela relacdo entre o valor de etanol
produzido em gramas e os agucares totais consumidos em gramas. Os resultados foram

eXpressos em Eproduto € substrato - O calculo foi baseado na Equacio 8.
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Equagao (8)

Ypis = rendimento em etanol (gp gs)
P= concentragio final de etanol (g L)
Si= concentracio inicial de agucar presente no meio (g L)

Sf= concentragdo final de agucar presente no meio (g L)

b) Produtividade volumétrica de etanol - Qp g L' h'!
A produtividade volumétrica de etanol foi expressa com base na quantidade de etanol
produzido (g L") por tempo de fermentagdo (h) e, calculada de acordo com a Equagdo 9, a

seguir:

P ~
Qp= 7 Equagéo (9)
Qp- produtividade volumétrica (g L' h'!)

P= concentracdo final de etanol (g L)

t=tempo de fermentagdo (h)

¢) Eficiéncia Fermentativa - Ef (%)

A eficiéncia fermentativa, expressa em %, representa a razdo entre o fator de
rendimento (Ypss gp gs') obtido experimentalmente e o fator de rendimento teérico (Yt) de 0,511
g g’! de glicose e/ou xilose consumida. Os valores foram obtidos por meio da Equagio 10, a
seguir:

Y ~
Ef= Ql;—/lslx100 Equagio (10)
E f= eficiéncia fermentativa (%)

Yopis g gs'1= rendimento em etanol (g g'l)

d) Taxa especifica de crescimento celular - px

A taxa especifica de crescimento ¢ calculada de acordo com a Equagao 11 abaixo:

X ~
In Yo = Mt Equagao (11)
X=massa celular final (g L")

Xo= massa celular inicial (g L)
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t= tempo final (fase exponencial)

e) Tempo de geracio - tg
O tempo de geragdo ou duplicagdo de um micro-organismo ¢ definido como o tempo
necessario para que ocorra formacao de 2 novas células a partir da célula existente. Os valores

sdo célculos baseado na Equagao 12:
tg = % Equagao (12)
X=Xox 2"
Log X=log Xo x nlog 2
X= massa celular final (g L")
Xo= massa celular inicial (g L)
t= tempo final (fase exponencial)
tg= tempo de geragdo

n= numero de geragdes

f) Fator de rendimento de agticares em biomassa - (Yx/s)
O fator de conversao, o qual se expressa a massa de biomassa produzida por massa de

xilose consumida em gramas, foi calculada pela seguinte equagao:

AX Xf-Xo
AS Sf-So

Onde, Xf e Xo, concentragdo final e concentracao inicial de células livres, Sf e So

concentracgao final e inicial de acucares.

4.4.6.3 Investigacao da velocidade de agitaciao

A investigacdo da velocidade de agitagcdo foi realizada no meio YEPMX descrito no
item 4.4.6, seguida de indculo das linhagens de levedura G. geotrichum UFVIM-R10, C.
akabanensis UFVIM-R131, e C. orthopsilosis UFVIM-4G, para cada bioprocesso. A
investigagdo foi conduzida na temperatura selecionada conforme mencionado acima, nas
velocidades de 50, 100 e 150 rpm. Os processos fermentativos foram monitorados a cada 12,

como ja descrito acima.
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4.4.6.4 Investigacdo da influéncia do pH

A investigacdo da influéncia do pH também foi realizada no meio YEPMX como ja
descrito anteriormente empregando a melhor temperatura e velocidade de agitacdo encontrada
no ensaio anterior. As condi¢des dos processos foram avaliadas em meios com pH ajustados
4.2, 5.2 ¢ 6.2. Os processos fermentativos foram monitorados a cada 12, como ja descrito

anteriormente.

4.5 Processo fermentativo utilizando hidrolisado lignoceluldsico

O ensaio fermentativo esquematizado na Figura 13, foi realizado em batelada simples
e conduzido em frascos conicos tipos Erlenmeyer de 125 mL utilizando o hidrolisado
lignocelulésico em duas condi¢des: hidrolisado hemiceluldsico destoxificado e nao
destoxificado. O hidrolisado destoxificado foi realizado conforme o item 4.2. Os hidrolisados
foram acondicionados em Erlenmeyer de 125 mL e levados para esterilizagdao 4 121°C, 1 atm
por 3 minutos, seguido para a afericdo do pH em amostras ndo utilizadas no processo
fermentivo. O processo fermentativo foi realizado utilizando as condi¢des operacionais

selecionadas como descritas no item 4.3.

1 hora

14000 rpm

10 minutos

50 mL
12h L.».‘:l'- ‘.‘n:p -
HHE I ; . Feor de glicose -método
S enzimatico GOD POD
D 0O 600
-~ — Teor agucares redutores-
‘ " método do acido 3,5-
Camera de ' dinitrosalicilico- Miller
Neubauer (1959)
Pellet Sobrenadante

leor de etanol- HPLC
sistema Shimadzu

200 ul. Prominence

- 1000 rpm-10 mun |

Fonte: BARBOSA, 2017 (adaptada)
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Figura 13: Fluxograma da quarta etapa: fermentagdo utilizando diferentes hidrolisados hemiceluldsicos para

producdo de etanol utilizando linhagens fermentadoras de D-xilose.

4.5.1 Preparo do inoculo

O indculo foi preparado por meio da transferéncia de uma al¢ada das linhagens de
leveduras utilizando o meio sintético proposto por Oliveira (2010) descrito no item 4.3 e

seguido para incubagdo por 12 h, a 28°C e 150 rpm.

4.5.1.1 Fermentacao a partir de hidrolisado de torta de caroco de algodao nao
destoxificado

O ensaio fermentativo foi realizado em trés repeti¢cdes contendo 50 mL de hidrolisado
ndo destoxificado e 10% de indculo preparado como descrito no item 4.7.1. O hidrolisado
contendo as células foi colocado em estufa com agitacdo orbital a 28°C, 100 rpm e pH 6,2. A
investigagdo de todos os pardmetros fermentativos foi monitorada a cada 12 horas quanto ao:

a) crescimento celular: conforme a metodologia de densidade dtica e contagem de
células como no item 4.4.5.

b) teores de acucares: concentracdo de D-xilose e D-arabinose foram quantificados
de acordo com o método do acido 3,5-dinitrosalicilico, descrito por Miller (1959) e a técnica
de CLAE, conforme o item 4.2.3.

¢) concentracdo de D-glicose: conforme o procedimento padrio enzimatico Glicose-
oxidase/peroxidase-GOD/POD (LLOYDE; WHELAN, 1969), descrito a seguir e a técnica de
CLAE, conforme o item 4.2.3. O teor de glicose foi realizado seguindo o procedimento padrao
enzimatico Glicose-oxidase/peroxidase-GOD/POD (LLOYDE; WHELAN, 1969). A quantificacao
pelo método enzimatico GOD/POD por meio do Kit enzimatico GLICOSE Liquiforme,
LABTEST® utilizou glicose a 1 g L' como padrio. Aliquotas de 10 uL do sobrenadante
proveniente do processo fermentativo com concentragio méxima de 5,0 g L (limite de
linearidade do teste) foram adicionadas nas microplacas com adigao de 300 pL da solucao
enzimatica. O padrio foi preparado a partir da adi¢do de 10 pL da solugdo de glicose a 1 gL,
nas mesmas condicdes ja retratada anteriormente. As microplacas foram colocadas em banho-
maria a 37°C por 10 minutos e depois do resfriamento foi determinado a absorbancia em
espectrofotometro a 510 nm.

d) concentracio de etanol. xilitol e glicerol, conforme a metodologia de CLAE,

seguindo os pardmetros operacionais conforme o item 4.2.3;
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e) concentracdes dos inibidores (4cido acético, furfural e 5-HMF) também pela
metodologia de CLAE, utilizando os padrdes e parametros operacionais descrito no item 4.2.3.
O processo fermentativo foi avaliado ainda, quanto aos parametros de rendimento em
etanol (Yp/s gp gs'), quanto produtividade volumétrica de etanol (Qp g L' h''), eficiéncia
fermentativa, Ef (%) e fator de rendimento de agticares em biomassa (Yx/s), conforme descritos

anteriormente.

4.5.1.2 Fermentacio utilizando hidrolisados de torta de caroco de algodao destoxificado
O ensaio fermentativo contendo 50 mL de hidrolisado destoxificado foi realizado
conforme descrito no item 4.7.1.1. O hidrolisado destoxificado contendo as linhagens de
leveduras foi colocado em estufa com agitagdo orbital a 28°C, 100 rpm e pH 6,2. Os processos
fermentativos foram monitorados a cada 12 h e avaliado os parametros de rendimento como ja

descrito acima.

4.6 Analises estatisticas

Os ensaios fermentativos foram conduzidos com trés repeticdes e as analises do
monitoramento do processo foram realizadas em triplicatas. Os dados experimentais obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia. As andlises serdo

conduzidas utilizando o software ASSISTAT-Versdao7.7-2017.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteriza¢ao quimica do residuo solido remanescente do pré-tratamento da torta

do caroco de algodao

No residuo sélido remanescente ao processo de pré-tratamento foram recuperados 46,33 +
1,18% de celulose, 10,85+0,27% de hemicelulose e 15,57+0,30% de lignina. As quantificagdes das
fragdes de carboidratos e lignina presentes nos residuos antes e apos tratamento quimico estao
descritas na Tabela 5. Nesse estudo, também foi calculado os valores de FDA e FDN do residuo
solido, sendo 42,80 % e 53,65%, respectivamente, resultados utilizados para os calculos do teor de
celulose, hemicelulose e lignina. O efeito do pré-tratamento na torta de carogo de algoddo também
pode ser observado na Tabela 6, onde a hemicelulose apresentava uma massa inicial na biomassa

de 159,56 g, enquanto no residuo sélido de 77,30 g, assim, mostra a eficiéncia do processo.

Tabela 5: Composi¢do quimica da torta de caroco de algoddo antes e apds o pré-tratamento quimico.

Fracao solida da

Fracoes Torta de caroco de algodao (%)
Antes Apos
Celulose 33,29+1,13% 46,33+1,18°
Hemicelulose 19,76+0,92° 10,85+0,27°
Lignina 14,27+0,082 15,57+0,30*

Valores nas linhas (médias + desvio-padrdo) seguidos pela mesma letra ndao diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR

Segundo Santos (2012), utilizando a mesma torna de carogo de algodao, apos o tratamento
quimico nas mesmas condi¢des operacionais do presente estudo, o residuo solido apresentou teores
de 42,72% celulose, 5,77% hemicelulose e 24,17% lignina. Silva (2012) avaliando o pré-tratamento
com 4acido diluido em torta de carogo de algodao, obteve uma redugdo de 70% de hemicelulose,
enquanto a celulose aumentou 12% e a lignina 13%, quando comparada aos teores iniciais. Nesse
estudo a redugao foi de 80% de hemicelulose e um aumento em torno de 13% de celulose. Conforme
a Tabela 5, o teor de lignina no residuo sélido foi de 15,57+£0,30 %, enquanto na biomassa
lignoceluldsica antes do tratamento foi de 14,27+0,08 %, ndo havendo diferenca estatisticamente
entre os teores. Esse mesmo resultado, pode ser observado na Tabela 6, em que a massa inicial da
lignina foi de 109,35 g e a massa final de 110,92 g. De acordo com Shi et al. (2020), a hidrolise da

lignina libera compostos fenodlicos que mesmo em baixas concentragdes, sdo considerados
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citotoxicos na etapa de pré-tratamento. Portanto, a auséncia de hidrolise da lignina nas condicdes

trabalhadas no presente estudo, beneficia a produgdo de etanol utilizando as linhagens de leveduras.

Tabela 6: Balango de massa da fragdo solida resultante do pré-tratamento acido da torta de carogo de algodao

Residuos solidos (g) Massa total Celulose | Hemicelulose Lignina
Inicial 809,00? 269,32° 159,86 109,35%
Final 712,41 330,06 77,30 110,92

Valores nas colunas (médias + desvio-padrao) seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.
Fonte: AUTOR

5.2 Caracterizacdo quimica do hidrolisado acido da torta de caroco de algodao: nao

destoxificado e destoxificado
Na Tabela 7 encontra-se os valores obtidos no processo de hidrolise 4cida da torta de carogo
de algodao destoxificado e ndo destoxificado. No hidrolisado nao destoxificado apresentou 19,97 g

L' de D-xilose, 6,95 g L'! de L-arabinose, 6, 23 g L'! de D-glicose (Tabela 7).

Tabela 7: Composi¢do quimica do hidrolisado acido hemiceluldsico proveniente da torta de algodao apds o pré-

tratamento quimico com H,SO4 diluido (destoxificado e ndo destoxificado)

Componentes (g L) Naio destoxificado | pestoxificado
D-Glicose 6,23+0,00* 5,76+0,00 2
D-Xilose 19,97+0,00° 18,80+0,00°
L-Arabinose 6,954+0,00°¢ 5,29+0,00 ¢
Acucares redutores 42,80+0,00 ¢ 40,02+0,00 ¢
Glicerol 0,90+0,00 ¢ 1,08+0,00 ¢
Acido acético 2,85+0,00 2.82+0,00 "
Furfural 1,65+0,00 8 0,17+0,00"
5-hidroximetilfurfural 0,17+0,00 0,040,007

Valores nas linhas (médias = desvio-padrdo) seguidos pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.
Fonte: AUTOR

Silva (2012) estudando um processo de otimizacao do pré-tratamento acido diluido na torta
de carogo de algoddo, no hidrolisado formado a concentragio de agticar redutor foi de 59,23 g L™!
enquanto no presente estudo foi encontrado uma concentracio de 42,80 g L.

O pré-tratamento da torta de carogo de algodao utilizado no presente estudo, além de liberar

os carboidratos, produziu os compostos inibidores como o acido acético na concentracdo na
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2,85+0,00 g L', furfural na concentragdo de 1,65+0,00 g L' e 5-hidroximetilfurfural (HMF) na
concentragio de 0,17+0,00 g L! (Tabela 7). Conforme Santos (2012), estudando a hidrolise 4cida
da torta de carog¢o de algoddao nas mesmas condigdes operacionais, em seu hidrolisado formado
apresentou 4cido acético na concentragio de 2,25 g L!, o furfural na concentragdo de 1,65 gL' e
5-hidroximetilfurfural (HMF) na concentragio de 0,17 g L™, corroborando com os resultados do
presente estudo.

Visando diminuir os possiveis impactos causados pelos compostos citotoxicos, foi
proposto a etapa de destoxificacdo segundo Brito et al. (2017). Apds o tratamento com carvao
ativado os teores de furfural que inicialmente eram de 1,65 g L' reduziu para 0,17 g L a
concentragio do HMF também foi reduzida, sendo inicialmente de 0,17 g L' e no final do
tratamento de 0,04 g L!. O 4cido acético estatisticamente nio apresentou diferenca na concentragio
ap6s o tratamento com o carvio ativado, apresentando inicialmente a concentragdo de 2,82 g L' e
ao final do tratamento uma concentracdo de 2,82 g L'

O tratamento de destoxificagdo com carvao ativado, segundo Brito (2017), também nao
alterou estatisticamente os valores dos carboidratos, apresentando no hidrolisado destoxificado D-
Xilose na concentracdo de 18,80 g L', L-arabinose na concentragio de 5,29 g L'! e D-glicose na

concentracio de 5,76 g L', resultado promissor para a produgio de etanol lignocelulésico.

5.3 Micro-organismos
5.3.1 Autenticacio dos micro-organismos
As linhagens de leveduras estudadas apresentaram tamanhos de halo de crescimento entre

0,8 e 6,0 cm, conforme representado na Tabela 8.

Tabela 8: Tamanho das linhagens Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida akabanensis UFVIM-R131,
Candida orthopsilosis UFVIM-4G estudas durante 7 dias, no meio YEPMX

IDENTIFICACAO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 7

Candida orthopsilosis UFVIM-4G 0,8 cm 1,0 cm 1,2 cm 2,4 cm
Galactomyces geotrichum UFVJM-R10 1,2 cm 2,3 cm 3,2cm 6,0 cm
Candida akabanensis UFVIM-R131 1,1 cm 2,1 cm 2,8 cm 6,0 cm

Fonte: AUTOR
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Figura 14: Aspecto macroscopico e microscopica das linhagens de leveduras com 7 dias e 48 horas de cultivo em meio
YEPMX, respectivamente. Imagens com aumento de 100x e barra de escala = Sum A) Candida orthopsilosis UFVIM-
4G, B) Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 e C) Candida akabanensis UFVIM-R131.

Na Figura 14 encontram-se as imagens macroscopicas e microscopicas das linhagens de
leveduras A) Candida orthopsilosis UFVIM-4G, B) Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 e C)
Candida akabanensis UFVIM-R131 com 7 dias e 48 horas de cultivo em meio YEPMX,

repectivamente. A C. orthopsilosis (UFVIM-4G) durante 7 dias de cultivo apresentou coloragao
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creme e o crescimento em radial, com um crescimento de 2,4 cm e microscopicamente com 48 horas
de cultivo apresentou células oblongas e ovaladas, bem como a presenca de blastoconidios e
ascosporos, com a reproducdo por brotamento. Barbosa (2017), estudando essa linhagem também
observou essas caracteristicas.

A linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVJM-R10 em 7 dias de cultivo
apresentou crescimento radial, com a borda filamentosa, coloragdo branca e um tamanho de 6,0 cm,
microscopicamente ¢ com 48 horas de cultivo, a linhagem apresentou células cilindricas com
presenca hifas verdadeiras, tubo germinativo positivo e presenga de clamidosporos. Valinhas
(2017), estudando essa linhagem também observou essas caracteristicas. A linhagem de levedura
Candida akabanensis (UFVJM-R131) ap6s 7 dias de crescimento apresentou macroscopicamente
colonia cremosa com aspecto de superficie, borda lisa e perfil achatado, tamanho de 6,0 cm,
microscopicamente em 48 horas de cultivo apresentou células globosas e ovoides, bem como a
formacao de pseudo-hifas e brotamento unilateral, corroborando com os estudos de Valinhas (2017)

¢ Barbosa (2017).

5.3.2 Perfil de crescimento das linhagens
O perfil de crescimento celular das linhagens de Galactomyces geotrichum UFVJM-R10,
Candida akabanensis UFVIM-R131, Candida orthopsilosis UFVIM-4G inoculadas em meio
sintético (OLIVEIRA; 2010) a 28°C e 150 rpm, se encontra na Figura 15.
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Figura 15: Perfil do crescimento celular das linhagens A) Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, B) Candida
akabanensis UFVIM-R131 e C) Candida orthopsilosis UFVIM-4G em meio sintético (OLIVEIRA; 2010) a 28°C, 150
rpm e por 29 horas.
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Figura 16: Curvas de correlacdo entre concentragdo celular em massa seca (g) e densidade otica a

610 nm para as linhagens de A) Galactomyces geotrichum UFVIJM-R10, B) Candida akabanensis UFVIM-
R131, C) Candida orthopsilosis UFVIM-4G.
63



Na fase Lag ou fase de laténcia o crescimento celular ¢ praticamente nulo devido a
adaptacdo das células, neste estudo esta fase praticamente ndo foi notada para nenhuma das
linhagens de leveduras estudadas, conforme ilustrado na Figura 15. A fase exponencial (fase Log)
apresentou 0 mesmo comportamento entre as linhagens, com inicio nas primeiras 5 horas de
fermentagdo e término cerca de 20 horas apos a inoculagdo dos micro-organismos. No final da fase
Log foi observado uma populagdo de células de 0,016 g L para a linhagem Galactomyces
geotrichum UFVIM-R10; 0,008 g L' para a Candida akabanensis UFVIM-R131 ¢ 0,012 g L™ para
a Candida orthopsilosis UFVIM-4G conforme observado na Figura 16. As velocidades de
crescimentos foram de 0,13 px h'! para a Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, 0,16 ux h™! para
a Candida akabanensis UFVIM-R131 e 0,12 px h! para a Candida orthopsilosis UFVIM-4G. O
tempo de geragdo para as linhagens de leveduras foram de 5,2 horas para a G. geotrichum UFVIM-
R10, 4,2 horas para a C, akabanensis UFVIM-R131 e 5,6 horas para C. orthopsilosis UFVIM-4G.
Na Figura 16 se encontra a curva de correlacao entre massa seca e densidade otica a 610nm utilizada

para o monitoramento da concentragdo celular nos experimentos fermentativos subsequentes.

5.3.3 Investigacao dos parametros fermentativos para a melhoria na producio de

etanol

A investigacdo fermentativa ¢ uma valiosa contribuicdo para o conhecimento de micro-
organismos ndo convencionais, tais como Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida
akabanensis UFVIM-R131 e Candida orthopsilosis UFVIM-4G, em relagdo as melhores condigdes
experimentais, relacionadas a temperatura, velocidade de agitagdo e pH, contribuindo assim, para
uma maior produg¢do de etanol. Du Preez (1994) reporta que o efeito dos fatores como pH,
temperatura, oxigenacao, concentra¢cdo de nutrientes e concentragdao de massa celular ¢ fator chave
para a melhoria no desempenho sobre o processo de fermentacao de pentose a etanol. Nesse sentido

foram obtidos os resultados mencionados a seguir:

5.3.3.1 Investigaciao da temperatura
A temperatura desempenha um papel importante na produg¢do de bioetanol, segundo
Menezes (2019), esse parametro pode afetar diretamente a atividade da levedura e indiretamente a
taxa de conversao dos acgucares em alcool durante o processo fermentativo. A cinética da
fermentacdo das linhagens de leveduras em meio YEPMX a 150 rpm, pH 5.2 e essas diferentes

temperaturas, encontra-se descrita nas Figuras 17, 18 e 19.
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Figura 17: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzida a

150 rpm nas temperaturas de 26°C, 28°C e 30°C.

A linhagem de levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G a 150 rpm e pH 5.2 foi capaz de
consumir totalmente a xilose, todavia ndo produziu etanol em nenhuma das temperaturas estudadas,
conforme apresentado na Tabela 9. Barbosa (2017) estudando essa linhagem a 28°C, 150 rpm em
meio sintético, YEPMG (10 g L' de xilose, 10 g L' de glicose, g L™! de extrato de levedura, 2,0 g
L' de KH2PO4, 2,0 g L' de (NH4)2S04, 1,0 g L' de MgS04.7H,0, 0,1 g L'! de MnSO..), observou
uma produgio de etanol com rendimento de Ypisde 0,20 g g em 89 h. Este fato se deve a presenga
de glicose utilizada como fonte de carbono, a qual nao foi utilizada no meio de fermentacdo utilizada
neste estudo. Esta hipotese também pode ser confirmada por Valinhas (2017), que estudando essa
linhagem no mesmo meio de fermentacdo, entretanto, utilizando como fonte de carbono glicose
além da xilose, observou Yps0,35 g g”! de etanol. Govindaswamy e Vane (2007) reportaram que de
modo geral, em meios fermentativos contendo as duas fontes de carbono, glicose e xilose, as
leveduras utilizam preferencialmente a glicose. Esses autores reportaram ainda, que a cinética de
crescimento das leveduras, se diferenciam quando o meio fermentativo contendo glicose, além da
D-xilose.

A linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G apesar de nao ter produzido etanol em

nenhuma das temperaturas estudadas, foi capaz de produzir xilitol a 26°C e 28°C, com
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concentragdes de 1,66+0,02 g L' e 2,16+0,05 g L™ e rendimentos de Ypisde 0,20 g g' ¢ 0,15 g g,
respectivamente (Tabela 10).

Na Tabela 10 encontram-se ainda, os rendimentos de biomassa celular obtidos sendo estes
Yxis= 0,071g g na temperatura de 26°C, Yxis= 0,102 g g”! na de 28°C e Yxis= 0,066 g g'! na
temperatura de 30°C, valores esses, que demonstra a utilizagdo de xilose na manutengao do

crescimento celular dessa levedura.

Tabela 9: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida orthopsilosis UFVIM-4G, a 150 rpm conduzidos em temperaturas 26°C, 28°C ¢ 30°C por 72 h.

PRODUT 14 Temperatura
ODUTOS (1) 26°C 28°C 30°C
Xilose ND ND ND
Etanol ND ND ND
Acido acético ND ND ND
Xilitol 1,66+0,02 | 2,16+0,05 ND

ND= Nio detectado
Fonte: AUTOR

Tabela 10: Resultados dos Parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G, a 150 rpm conduzidos nas temperaturas 26°C, 28°C e 30°C.

Yes(gg") | Qe(gL'h") | Ef (%) | Yxs(gg") [TEMPO| Yes(g8g") | Qe(gL'h?) | Ef (%)
Temperatura h
Etanol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
26°C - - - 0,071 72,00 0,15 - -
28°C § - - 0,102 72,00 0,20 ; :
30°C § - - 0,066 72,00 - ; -

Yeis (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxis (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a biomassa celular; Qp (g L' h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagao alcodlica.

Fonte: AUTOR

Na Figura 18 encontra-se os resultados da cinética do bioprocesso utilizando a linhagem
Galactomyces geotrichum UFVJM-R10 em meio YEPMX conduzido sob rotacdo a 150 rpm, nas
temperaturas de 26°C, 28°C e 30°C. Essa linhagem, apesar de ter consumido toda a xilose presente
no meio, ndo produziu etanol em nenhuma das temperaturas estudadas, conforme apresentado na
Tabela 11. Nos estudos realizados por Barbosa (2017), com essa linhagem, foi observado uma
produgdo de etanol 1,00+£0,04 g L' a 28°C por 150 rpm, utilizando no meio de fermentagio

adicionado de glicose como fonte de carbono, além de xilose, ndo sendo observado nesse estudo.
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Figura 18: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVJM-R10

conduzida a 150 rpm nas temperaturas de 26°C, 28°C ¢ 30°C.

Na Tabela 12 encontram-se descritos os rendimentos de biomassa celular obtidos, sendo
estes: Yxis= 0,079 g g'a26°C, Yxs= 0,158 g g a 28°C e Yx/s= 0,088 g ¢! a 30°C. Este fato pode
estar atrelado ao uso do substrato consumido para o seu crescimento e ou para a formagao de outros
metabolitos ndo avaliados. Matos (2018) estudando essa linhagem em hidrolisado de torta de
girassol suplementado, observou que com 92 horas de processo fermentativo, a levedura
Galactomyces geotrichum entrou em estado de diauxia, ou seja, consumiu todo etanol produzido
apos o esgotamento de todos os monossacarideos presentes no meio fermentativo, o que também

pode ter ocorrido no presente estudo.

Tabela 11: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, a 150 rpm conduzidos em temperaturas 26°C, 28°C e 30°C por 72 h.

1 Temperatura
PRODUTOS (g L) 36°C 585C e
Xilose ND ND ND
Etanol ND ND ND
Acido acético ND ND ND
Xilitol ND ND ND

ND= Nio detectado
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Fonte: AUTOR

Tabela 12: Resultados dos pardmetros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, a 150 rpm conduzidos nas temperaturas 26°C, 28°C ¢ 30°C.

Yres(gg") | QrgL'h") [Ef(%) | Yxs(gg") |[TEMPO| Yes(gg") | Qe(gL'h") | Ef (%)
Temperatura = TE
Etanol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
26°C - - - 0,079 72,00 - - -
28°C - - - 0,158 72,00 - - -
30°C - - - 0,088 72,00 - - -

Yess (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a lcool; Yxs (g g): rendimento da conversdo dos aglicares a biomassa celular; Qp (g L' h™'):

Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagdo alcoolica.
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Figura 19: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R131 conduzida

a 150 rpm nas temperaturas de 26°C, 28°C e 30°C.

A linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R131 em meio sintético YEPMX

com pH 5.2 conduzida em 150 rpm foi capaz de consumir totalmente a xilose, independente da

temperatura empregada, contundo, apenas a 28°C foi observada a producdo de etanol, com

rendimento de 0,42 g g”!, eficiéncia fermentativa de 45,89% e taxa de produtividade de 0,07 g L''h°

!'(Tabela 14). Valinhas (2017) observou em seus estudos que esta linhagem apresentou rendimento

em etanol de 0,29 g ¢! em meio sintético (YEPMG) utilizando glicose e xilose como fonte de
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carbono. Os valores de rendimento foram 1,45 vezes maiores do que os relatados por Valinhas
(2017), nas mesmas condigdes experimentais, tendo como unico diferencial a fonte de carbono, ou
seja, a adicdo de glicose a0 meio fermentativo. Este autor observou ainda, que em processos
fermentativos conduzidos com essa levedura, utilizando o meio sintético suplementado de minerais
(OLIVEIRA,2010) (20,0 g L' de D-xilose, 1,25 g L' de ureia, 1,1 g L' de KH,PO4, 2,0 g L de
extrato de levedura e 40 mL L' da solucdo de micronutrientes (12,5 g L' de MgSO47H20, 1,25 g
L de CaCl2, 12,5 g L! de 4cido citrico, 0,9 g L' de FeSO47H-0, 0,19 g L' de MnSO4, 0,3 g L!
de ZnSO47H,0, 0,025 g L' de CuSO45H:0, 0,025 g L' de CoCL6H,0, 0,035 g L de
(NH4)6M00244H,0, 0,05 g L' de H3BOs3, 0,009 g L' de KI e Al(SO4); 0,0125 g L) e apenas
xilose como fonte de carbono, o valor de rendimento de 0,34 g g™ foi maior do que aquele obtido
no meio contendo glicose e xilose (YEPMG). O valor obtido neste estudo, foi maior 1,45 vezes
quando comparado aos encontrados nos estudos de Valinhas (2017) em meio sintético YEPMG e
meio sintético Oliveira (2010). As condi¢des mencionadas e os resultados obtidos sugerem que até
no momento o uso apenas de xilose como fonte de carbono a 28°C sob agitacdo de 150 rpm, sdo as

melhores condigdes para a produgdo de etanol.

Tabela 13: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida akabanensis UFVIM-R131, a 150 rpm conduzidos em temperaturas 26°C, 28°C e 30°C por 72 h.

PRODUTOS (& L1 Temperatura
€L 26°C 28°C 30°C
Xilose ND ND ND
Etanol ND 5,2240,65 ND
Acido acético ND ND ND
Xilitol ND ND ND

ND= Nio detectado
Fonte: AUTOR

Tabela 14: Resultados dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida akabanensis UFVIM-R131, a 150 rpm conduzidos nas temperaturas 26°C, 28°C e 30°C.

Yes(gg") | Qe(gL'h) | Ef(%) | Yxs(gg") | TEMPO | Y s (gg") | Qe(gL'h™) | Ef (%)
Temperatura o T
Etanol Etanol | Etanol | Bjomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
26°C - - - 0,045 60,00 - - -
28°C 0,42 0,07 45,89 0,096 36,00 - - -
30°C - - - 0,050 72,00 - - -

YP/S (g g): rendimento da conversdo dos aglicares a alcool; YX/S (g g'): rendimento da conversido dos aglicares a biomassa celular; QP (g L™ h™'):

Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagao alcodlica.

Fonte: AUTOR
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5.3.3.2 Investigacdo das velocidades de agitacao

Os resultados de rendimento (0,42 g g') e produgdo de etanol (5,22 g L!) obtidos nos
ensaios de temperatura relacionados acima, despertaram a curiosidade quanto ao desempenho das
linhagens estudadas frentes a outras condi¢des de agitacdo para a producdo de etanol. A velocidade
de agitagdo influencia no equilibrio redox no meio fermentativo, uma vez que o nivel de oxigénio
dissolvido pode influenciar de forma direta no rendimento final da produg¢do de etanol (RIZZI et al.,
1988; JEFFRIES, 2006; WATANABE et al., 2007; MOYSES et al., 2016). Neste sentido na Figura

20 foi possivel observar o perfil cinético das linhagens estudadas frente a 50, 100 e 150 rpm.
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Figura 20: Cinética da fermentagdo utilizando a linhagem de levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzida a

28°C nas velocidades de agitacdo de 150 rpm, 100 rpm e 50 rpm.

Na Figura 20 encontra-se o perfil cinético fermentativo da linhagem Candida orthopsilosis
UFVIM-4G a 28°C no meio YEPMX com pH 5.2 nas velocidades de agitagao 50, 100 e 150 rpm,
quanto ao consumo de agucar e o crescimento celular. Na velocidade de agitacdo de 50 rpm, a
linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G nao consumiu totalmente a xilose. Ao final de 96 horas
foi observado um remanecente de 4,82+1,52 g L! de xilose no meio fermentativo, nessa condi¢io
de agitacdo (Tabela 15). Nessa condi¢cdo também foi observado que ndo houve produ¢do de etanol

e nem mesmo de xilitol, no entanto apresentou rendimento de Yx/s= 0,106 g g!' de biomassa celular,
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o que indica provavelmente, que a fonte de carbono disponivel foi utilizada para a manutencao do
crescimento da célula.

No ensaio fermentativo utilizando a velocidade de agitagao de 100 rpm, a linhagem Candida
orthopsilosis UFVIM-4G foi capaz de consumir totalmente a xilose, e ainda de produzir 4,63+0,07
g L! de etanol, com rendimento de etanol de Y ps0,38 g g’!, taxa de produtividade de 0,05 g L'h!
e 41,99% de eficiéncia fermentativa, conforme apresentado na Tabela 16. No ensaio utilizando a
velocidade de agitagdo de 150 rpm, a linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G produziu
2,1620,05 g L! de xilitol, com rendimento de 0,21 g g’!, por 72 h a 28°C. Barbosa (2017) estudando
essa levedura, observou 0,20 g g™ de rendimento de etanol conduzido a 28°C, 150 rpm em meio
sintético composto por 10 g L de xilose, 10 g L-! de glicose, 0,5 g L! de extrato de levedura, 2,0
g L'l de KH2PO4, 2,0 g L' de (NH4)2S04, 1,0 g L' de MgS04.7H20, 0,1 g L' de MnSO4. As
condi¢des mencionadas e os resultados obtidos sugerem a velocidade de agitacdo e a composi¢do
do meio fermentativo influenciam de forma direta a produgdo de etanol pela levedura Candida

orthopsilosis.

Tabela 15: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzidos a 28°C e diferentes velocidades de agitagdo por 72 ¢ 96 h.

Velocidade de agitacao
PRODUTOS (g L)
50 rpm | 100 rpm | 150 rpm
Xilose 4,82+1,52|0,75+0,17 ND
Etanol ND 4,63+0,07 ND
Acido acético ND ND ND
Xilitol ND ND 2,16+0,05

ND= Nao detectado
Fonte: AUTOR

Tabela 16: Resultados dos pardmetros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G, conduzidos nas temperaturas 28°C ¢ diferentes velocidades de agitagéo.

Velocidade | Yps(gg") | Qe(gL'h™) | Ef (%) | Yxs(gg") | TEMPO | Yes(ggh) | Qe(gL'h) | Ef (%)
de agitacio | pianol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
50 rpm - - - 0,106 96,00 - - -
100 rpm 0,38 0,05 41,99 0,085 96,00 - - -
150 rpm - - - 0,102 72,00 0,20 - -

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos agticares a biomassa celular; Qp (g L h'):

Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagao alcodlica.

Fonte: AUTOR
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Na Figura 21 encontra-se apresentada a cinética fermentativa da linhagem Galactomyces
geotrichum UFVIM-R10 em meio YEPMX conduzida a 28°C nas velocidades de agitacao 50, 100

e 150 rpm quanto ao consumo de agtlicar e crescimento celular.
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Figura 21: Cinética da fermentagdo utilizando a linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVIM-R10
conduzida a 28°C nas velocidades de agita¢do de 150 rpm, 100 rpm e 50 rpm.

Na velocidade de 50 rpm, a levedura G. geotrichum nao consumiu a xilose totalmente,
apresentando remanescente 5,64+0,18 g L' desse aglicar no meio fermentativo, apds 96 horas
(Tabela 17). Nessa mesma condi¢do, a linhagem ndo produziu etanol e ou xilitol, podendo a fonte
de carbono ter sido utilizada para a manutencao celular, pois a levedura obteve rendimento de Yx/s=
0,198 g g'! de biomassa celular (Tabela 18). No ensaio fermentativo utilizando a velocidade de 150
rpm, essa levedura também ndo produziu etanol, contudo foi capaz de consumir toda a xilose como
fonte de carbono, podendo também ter usado a xilose para o seu crescimento, pois a levedura

Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 obteve um rendimento de biomassa celular de Yx/s= 0,158

ggl
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Tabela 17: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 conduzidos a 28°C e diferentes velocidades de agitagéo por 72 ¢ 96 h.

Velocidade de agitacao

-1
PRODUTOS (g L) 50 rpm | 100 rpm | 150 rpm
Xilose 5,64+0,18| ND ND
Etanol ND |542+0,19| ND
Acido acético ND  {0,92+0,08| ND
Xilitol ND ND ND

ND= Nao detectado
Fonte: AUTOR

Tabela 18: Resultados dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, conduzidos nas temperaturas 28°C e diferentes velocidades de

agitagdo.

Velocidade | Y pis (g2") | Qe(gL'h™) | Ef (%) | Yxs(gg") | TEMPO| Y es(gg") | Qe(gL'h™) | Ef (%)
de agitacdo | peanol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
50 rpm - - - 0,198 96,00 - - -
100 rpm 0,48 0,06 52,53 0,086 96,00 - - -
150 rpm - - - 0,158 72,00 - - -

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos aglicares a biomassa celular; Qp (g L h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagao alcodlica.

Fonte: AUTOR

No ensaio fermentativo empregando a velocidade de agitacdo de 100 rpm, a linhagem
Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 consumiu a xilose totalmente produzindo 5,42+0,19 g L!
de etanol, com um rendimento de Y ps 0,48 g g”!, taxa de produtividade de 0,06 g L'h! e 52,53%
de eficiéncia fermentativa, conforme descrito na Tabela 20. Nos estudos realizados por Valinhas
(2017) a linhagem Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 obteve um rendimento de etanol de Ypss
0,35 g ¢!, conduzida a 28°C por 96 h, sob agitagio de 150 rpm e no meio YEPMG. Conforme
discutido anteriormente, as fontes de carbono influenciaram de forma direta a producao de etanol
pelas leveduras estudadas, podendo ser a resposta para o aumento do rendimento final (0,48 g g!)
obtido nesse ensaio. Outra hipodtese € a influéncia direta da velocidade de agitacdo na produgdo do
etanol, pois segundo Barbosa (2017), a levedura Galactomyces geotrichum produziu 0,27 g g e
taxa de produtividade de 0,01 g L''h' em meio sintético suplementado de nutrientes, conforme
descrito por Oliveira (2010) a 150 rpm. De acordo com os resultados encontrados por esses autores,
além de corroborar com a influéncia das fontes de carbono, este estudo indica que utilizando a
velocidade de agitacdo de 150 rpm, o rendimento final de 0,27 g g de etanol é menor do que o

rendimento de etanol encontrado na velocidade de 100 rpm (0,48 g g™!).
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A cinética fermentativa da linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131 no meio
YEPMX com pH 5.2 conduzida a 28°C nas velocidades de agitagao 50, 100 e 150 rpm, se encontra
descrita na Figura 22. O consumo de agucar e o crescimento celular desempenhado por essa levedura
se mostra diferente a medida que as velocidades de agitagdo sdo alteradas. Na velocidade de 50 rpm,
a Candida akabanensis UFVIM-R131 ndo consumiu a fonte de carbono presente no meio
fermentativo, restando 11,23+0,34 g L™ de xilose, conforme descrito na Tabela 19. Provavelmente
a linhagem de levedura utilizou a pequena parte consumida xilose para manutencao celular, devido

ao rendimento de Yxis= 0,027 g g”! de biomassa celular, conforme apresentado na Tabela 10.
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Figura 22: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Candida akabanensis UFVJM-R131 conduzida

a 28°C nas velocidades de agitagdo de 150 rpm, 100 rpm e 50 rpm.

A linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131, no ensaio fermentativo utilizando a
velocidade de agitacdo de 100 rpm, consumiu totalmente a xilose como fonte de carbono e ainda,
produziu 6,08+0,88 g L de etanol (Tabela 19), com rendimento de Y ps 0,49 g g’!, taxa de
produtividade de 0,06 g L''h™! e 53,50% de eficiéncia fermentativa, conforme descrito na Tabela 20.

No ensaio fermentativo utilizando a velocidade de agitacao de 150 rpm, essa levedura produziu
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5,22+0,65g L' de etanol, com rendimento de 0,42 g g’!, eficiéncia fermentativa de 45,89% e taxa
de produtividade de 0,05 g L"'h’!, por um tempo de 72 h e 28°C, conforme demonstrado na Tabela
20.

Tabela 19: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida akabanensis UFVIM-R131 conduzidos a 28°C e diferentes velocidades de agitagdo por 72 e 96 h.

Velocidade de agitaciao
PRODUTOS (g L)
50 rpm 100 rpm | 150 rpm
Xilose 11,23+0,34 ND ND
Etanol ND 6,08+0,88 | 5,22+0,65
Acido acético ND ND ND
Xilitol ND ND ND

ND= Nio detectado
Fonte: AUTOR

Os resultados encontrados nesse ensaio demonstram a influéncia direta da velocidade de
agitacdo no desempenho das linhagens Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida
akabanensis UFVIJM-R131, Candida orthopsilosis UFVIM-4G na produgdo de etanol. O
rendimento de etanol de Yp/s 0,49 g g! obtido pela linhagem de levedura Candida akabanensis
UFVIJM-R131 nesse estudo quando comparado aos rendimentos de etanol de Yp/s 0,47 g ¢! e Yp/s
0,40 g g’!, alcangando pela levedura Pichia stipitis (OLIVEIRA, 2010; SILVA et al., 2012), hoje
conhecida como Scheffersomyces spitis reportada na literatura como uma das melhores
fermentadoras de pentose (AGBOGBO et al., 2006; MATEO et al., 2015; GUPTA, VERMA, 2015),
torna a C. akabanensis UFVIM-R131 uma linhagem de levedura promissora para a produgdo de

etanol lignoceluldsico, nas condi¢des operacionais estudadas.

Tabela 20: Resultados dos pardmetros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida akabanensis UFVIM-R131, conduzidos nas temperaturas 28°C e diferentes velocidades de agitagdo.

Velocidade | YPs(gg") | Qe(gL'h™) | Ef (%) | Yxs(gg™") | TEMPO| Yrs(gg") | Qe(gL'h™) | Ef (%)
de agitacio Etanol Etanol | Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
50 rpm - - - 0,027 96,00 - - -
100 rpm 0,492 0,06 53,50° 0,062 96,00 - - -
150 rpm 0,42° 0,05" 45,89° 0,096 72,00 - - -

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a 4lcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos agticares a biomassa celular; Qp (g L h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentag@o alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR
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5.3.3.3 Investigacido da pH

O pH ¢ outro parametro importante que pode afetar a fermentacdo de hidrolisados
lignocelulosicos (MATSUSHIKA, SAWAYAMA; 2012). Esses autores também relataram que em
baixo pH, como resultado do aumento do gradiente de protons através da membrana plasmatica,
pode ocorrer a inibi¢do do crescimento microbiano, bem como pode afetar a viabilidade celular.
Visando nessas alteracdes, bem como nos resultados obtidos dos ensaios fermentativos de
temperatura e velocidade de agitacao, despertou a curiosidade em conhecer o desempenho das
leveduras Galactomyces geotrichum, Candida akabanensis, Candida orthopsilosis nos meios

YEPMX com os pH 4.2 e pH 6.2.

___16 10
H —
1 i
:lo 14 o
— 12 1 20
8 S
2 10 (®©
— =
X 8 0,1 D
Q Q
o 6 ©
g 4 001 &
= =
a 0
c et
O O 0,001 @
© 0 12 24 36 48 60 72 84 96 5o
—
Tempo (h)
G- 4.2 = 4G -5.2 = 1G-6.2
= DO- 4.2 DO-5.2 == DO-6.2

Fonte: AUTOR
Figura 23: Cinética da fermentagdo utilizando a linhagem de levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzida a

28°C, 100 rpm nos pH 4.2, 5.2 ¢ 6.2

A cinética fermentativa da linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzida a 28°C,
100 rpm nos diferentes pH, est4 representada na Figura 23. No ensaio fermentativo com pH 4.2, a
linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G ndo consumiu totalmente a xilose, restando uma
concentragio de 4,74+0,98 g L' no meio fermentativo apos 96 h (Tabela 21). Nesse mesmo pH, a

levedura ndo produziu etanol, todavia produziu 0,69+0,04 g L™! de xilitol, com rendimento de 0,09
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g g’!, bem como realizou a manuten¢io da biomassa celular com rendimento de 0,147 g g™ (Tabela
22). No ensaio fermentativo com o pH de 6.2, a linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G
também ndo consumiu totalmente a xilose, restando 3,91£1,90 g L' desse aglicar no meio
fermentativo, conforme apresentado na Tabela 21. Nessas mesmas condi¢des, a linhagem nao
produziu etanol, contudo produziu 0,91£0,02 g L' de xilitol com rendimento de 0,11 g g e
biomassa celular com rendimento de 0,080 g g!. Os resultados desse ensaio fermentativo
demonstram que alterando o pH do meio de cultivo, a linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-
4G desempenha comportamentos distintos ao consumo de agucar, bem como a produgdao de
metabolitos, apresentando a melhor condicdo experimental para producao de etanol, para esta
levedura, 0 meio de cultivo com pH de 5.2, pois obteve um rendimento de Y /50,38 g g”! de etanol,

apos 96 h.

Tabela 21: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida orthopsilosis UFVIM-4G conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH e 96 h.

R pH
QILDINER B ILT) 4.2 5.2 6.2
Xilose 4,74+0,98 10,75+0,17 | 3,91+1,90
Etanol ND 4,63+0,07 ND
Acido acético ND ND ND
Xilitol 0,69+0,04 ND 0,91£0,02

ND= Nao detectado
Fonte: AUTOR

Tabela 22: Resultados dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G, conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH.

Yes(gg") [ Qe(gl'h™) | Ef (%) | Yxs(gg") |TEMPO| Y s (gg") | Qe(gL'h™) | Ef(%)
pH Etanol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
4.2 - - - 0,147 96 0,09 - -
5.2 0,38 0,05 41,99 0,085 96 - - -
6.2 - - - 0,080 96 0,11 - -

Yess (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a biomassa celular; QP (g L' h™):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagao alcoolica.

Fonte: AUTOR

Na Figura 24 encontra-se descrita a cinética fermentativa da linhagem Galactomyces
geotrichum UFVJM-R10 conduzida a 28°C por 100 rpm, onde observa diferenga no consumo de

acucar e o crescimento celular desempenhado por essa levedura nos diferentes pH.
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Fonte: AUTOR
Figura 24: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVJM-R10
conduzida a 28°C, 100 rpm nos pH 4.2, 5.2 ¢ 6.2.

No ensaio fermentativo utilizando meio sintético YEPMX com o pH de 4.2, por 100 rpm
a 28 °C, a linhagem Galactomyces geotrichum UFVJM-R10 ndo consumiu totalmente a fonte de
carbono, restando a concentragio de 1,33+1,24 g L' de xilose ao final do processo, conduzido por
96 h (Tabela 23). Nessas mesmas condi¢des essa levedura produziu 5,17+0,2 6g L' de etanol, com
rendimento de 0,48 g g'!, taxa de produtividade de 0,05 g L""h! e 52,71% de eficiéncia fermentativa,
conforme apresentado na Tabela 24. A linhagem Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, nessas
mesmas condigdes experimentais, também produziu 0,23+0,16 g g™! de xilitol, com rendimento 0,02
g g!. Portanto, a alteragio do pH 5.2 do meio de cultivo YEPMX para o pH de 4.2, a linhagem de
levedura Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 difere no seu comportamento de consumo de
acucar, bem como na produtividade do alcool, sendo ainda, o melhor comportamento até o momento

no pH 5.2, com rendimento em etanol de 0,48 g g

Tabela 23: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH e 96 h.

PRODUTOS (g L) pH
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4.2 5.2 6.2
Xilose 1,33+1,24| ND |0,81+0,05
Etanol 5,17+0,26 | 5,42+0,19 | 5,74+0,1

Acido acético ND ND  |0,92+0,08
Xilitol 0,23+0,16| ND ND

ND= Nao detectado
Fonte: AUTOR

No ensaio fermentativo utilizando o pH 6.2, a linhagem Galactomyces geotrichum UFVIM-
R10 produziu 5,74+0,1 g L™! de etanol, com rendimento de 0,42 g g!, taxa de produtividade de 0,05
g L'h! e 46,11% de eficiéncia fermentativa conduzidos por um tempo de 96 h, conforme descrito
na Tabela 24. Nessas mesmas condi¢des a levedura produziu ainda, 0,92+0,08 g L' de 4cido acético
e biomassa celular com rendimento de 0,136 g g'! (Tabela 4). Conforme discutido anteriormente, a
linhagem Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 obteve um melhor desempenho para a produgao

de etanol no o pH 5.2, pois apresentou um rendimento de Y ps 0,48 g g de etanol.

Tabela 24: Resultados dos pardmetros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Galactomyces geotrichum UFVJM-R10, conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH.

Yes(gg") |Qe(gL'h") | Ef(%) |Yxs(gg')|TEMPO| Yrs(gg") |Qe(gl'h") | Ef(%)
pH Etanol Etanol Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
4.2 0,48 0,05 52,712 0,136 96 0,02 - -
5.2 0,48 0,06 52,53b 0,086 96 - - -
6.2 0,42° 0,05 46,11° 0,092 96 - - -

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxis (g g'): rendimento da conversdo dos agucares a biomassa celular; Qp (g L' h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagdo alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.
Fonte: AUTOR

A cinética fermentativa da linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R131,
representada na Figura 25, se comportou diferente quanto ao consumo de agucar e crescimento

celular conduzida por 100 rpm a 28°C nos pH de 4.2, 5.2 ¢ 6.2.
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Figura 25: Cinética da fermentacdo utilizando a linhagem de levedura Candida akabanensis UFVJM-R131 conduzida

a28°C, 100 rpmnos pH 4.2,5.2 ¢ 6.2.

O ensaio fermentativo utilizando o meio YEPMX com o pH de 4.2, conduzido por 100 rpm

a 28°C, a linhagem Candida akabanensis UFVIJM-R131 foi capaz de consumir a xilose presente no

meio fermentativo, restando 0,44+0,62 g L' desse agtcar, conforme a Tabela 25. Nessas mesmas

condi¢des experimentais, essa linhagem de levedura produziu 2,79+0,26 g L de etanol, com

rendimento de 0,16 g g!, taxa de produtividade de 0,02 g L"'h™! e 17,95% de eficiéncia fermentativa

conduzidos por um tempo de 96 h (Tabela 26).

Tabela 25: Produtos obtidos ao final do processo fermentativo em meio YEPMX utilizando a linhagem de levedura

Candida akabanensis UFVIM-R131 conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH e 96 h.

- pH
2 SOIDUTOR (21 4.2 5.2 6.2
Xilose 0,44+0,62 ND ND
Etanol 2,79+0,26 | 6,08+0,88 | 6,31+0,61
Acido acético ND ND 1,01+0,07
Xilitol ND ND ND

ND= Nio detectado
Fonte: AUTOR
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No ensaio fermentativo utilizando o meio de cultivo com pH de 6.2, a levedura Candida
akabanensis consumiu totalmente a xilose dissolvida no meio fermentativo e ainda foi capaz de
produziu 6,31+0,61 g L' de etanol, com rendimento de 0,50 g g, taxa de produtividade de 0,07 g
L'h! e 55,47% de eficiéncia fermentativa por um tempo de 96 h (Tabela 26). Nessas mesmas
condi¢des experimentais, esta linhagem produziu ainda, 1,01+0,07g L' de acido acético e biomassa
celular com rendimento de 0,005 g g”!. Como discutido anteriormente, a alteragdo do pH no meio
de cultivo, influéncia de forma direta no consumo de agucar e na producao de etanol, bem como em
outros metabodlitos. Observando a Tabela 26, estatisticamente para a linhagem de levedura Candida
akabanensis UFVIJM-R131 o melhor desempenho para producao de alcool foi no pH de 6.2, onde

obteve um rendimento de Y ps0,50 g g\

Tabela 26: Resultados dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida akabanensis UFVIM-R131, conduzidos por 100 rpm a 28°C nos diversos pH.

Yes(gg") [Qe(gl'h") | Ef (%) | Yxs(gg") |[TEMPO | Yes(gg") | Qe(gL'h™) | Ef(%)
P Etanol | Etanol | Biomassa (h) Xilitol Xilitol Xilitol
42 0,16 0,02° 17,95 0,933 96 - - -
52 0,49° 0,06 53,500 0,062 96 - - -
6.2 0,50° 0,07¢ 55,47¢ 0,055 96 - - -

Yess (g gh): rendimento da conversdo dos aglcares a dlcool; Yyxs (g g'): rendimento da conversdo dos aglicares a biomassa celular; Qp (g L' h'):

Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagdo alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra néo

diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR

Os ensaios fermentativos realizados nesse trabalho foram importantes para otimizar as

melhores condi¢des experimentais para a producdo de etanol, utilizando como fonte de

carboidrato a xilose. A Candida akabanensis UFVJM-R131, alterando o pH do meio de cultivo

YEPMX para 6.2, a temperatura de 28°C e velocidade de agitagao 100 rpm, foi capaz de produzir

etanol em rendimentos significativos (0,50 g g'). Conforme a literatura, esse rendimento é

promissor, pois de acordo com YU ef al. (2015), a espécie Scheffersomyces stipitis por possuir

dois sistemas enzimaticos capazes de favorecer a via metabodlica pentoses fosfato para produgao

de alcool, conseguiu atingir consideraveis rendimentos de etanol, de 0,49 g g'1 € Cadete et al.

(2012) em seus estudos, demonstraram que a espécie Spathaspora passalidarum foi capaz de

converter xilose a etanol a rendimentos de 0,37 g gl
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5.4 Processo Fermentativo
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Figura 26: Cinética dos processos fermentativos utilizando as linhagens de leveduras nos hidrolisados com o pH 6.2:

A) destoxificado e B) ndo destoxificado conduzida a 28°C ¢ 100 rpm.

O presente ensaio fermentativo objetiva conhecer o comportamento das linhagens de
leveduras Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida orthopsilosis UFVIM-4G e Candida
akabanensis UFVIM-R131 no hidrolisado de caroco de algoddo. Visando minimizar os efeitos
inibitorios, bem como aumentar a producdo de etanol, foi realizado a etapa de destoxificagao desse
hidrolisado utilizando carvao ativado a 5%. Esse estudo ainda, foi realizado nas melhores condigdes

encontradas nos ensaios fermentativos sintéticos anteriores, sendo entdo, os proximos ensaios
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conduzidos na temperatura a 28°C, velocidade de agitacdo a 100 rpm e hidrolisados de carogo de
algodao destoxificado e ndo destoxificado com o pH ajustado em 6,2. As cinéticas fermentativas
desses ensaios estdo descritas na Figura 26.

Na Figura 26 ¢ possivel observa que a glicose foi totalmente consumida nas primeiras 20
horas por todas as linhagens de leveduras, mesmo no hidrolisado destoxificado e nao destoxificado.
Esse comportamento diverge dos estudos de Matos (2018), que segundo esse, as linhagens de
leveduras G. geotrichum UFVIM-R10 e C. akabanensis UFVJM-R131, em hidrolisado 4cido de
torta de girassol suplementado, conseguiram consumir totalmente a glicose nas primeiras 12 horas,
enquanto, em hidrolisado nao suplementado, apenas a C. akabanensis UFVIM-R131 foi capaz de
consumir a glicose nas 12 primeiras horas e a G. geotrichum UFVIM-R10, sendo concluido com 60
horas. Silva (2012), em seus estudos com hidrolisado 4cido de torta de carogco de algodao
destoxificado, observou que a glicose também foi consumida nas primeiras 20 horas, corroborando
com os resultados encontrados nesse trabalho. Os demais actcares presentem nos hidrolisados

estudados, foram consumidos ao longo das 96 h.
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Figura 27: Cinética fermentativas da linhagem de levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G no hidrolisado acido de

torta de algodao destoxificado e ndo destoxificado com o pH 6.2 conduzida a 28°C por 100 rpm.
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A cinética fermentativa da linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G no hidrolisado
detoxificado e ndo destoxificado com pH 6.2, a 28°C por 100 rpm se encontra descrita na Figura
27. No hidrolisado lignoceluldésico ndo destoxificado a Candida orthopsilosis UFVIM-4G nao
consumiu totalmente a xilose presente, restando 2,04+0,07 g L' desse acticar no meio fermentativo
(Tabela 27). Nessas mesmas condi¢des experimentais, essa levedura produziu 2,98+0,10 g L' de
etanol, com rendimento de Y ps 0,12 g g, taxa de produtividade de 0,03 g L'h'! e 13,22% de

eficiéncia fermentativa por um tempo de 96 h, conforme descrito na Tabela 28.

Tabela 27: Compostos quimicos presentes no hidrolisado acido hemicelulésico destoxificado e ndo destoxificado antes

e apo6s a fermentagdo com pH 6.2 utilizando a linhagem de Candida orthopsilosis UFVIM-R131 a 28°C por 100 rpm

. Candida orthopsilosis UFVIM-4G
Produtos da fermentac¢ao do HND HD
hidrolisado acido de torta de caroco de
il Valores Valores Valores Valores
godao e e e s . e e e .
iniciais finais iniciais finais
Glicose (g/L) 6,04+0,02 0,38+0,07 | 4,07+0,18 | 0,24+0,07
Glicerol (g/L) 2,72+0,30 1,93+0,06 0 0,76+0,03
Acido acetico (g/L) 3,94+0,02 4,10+0,21 | 3,46+0,143 | 1,84+0,16
Furfural (g/L) 0 0 0 0
Hemifurfural (g/L) 0,023+0,91 |0,001+0,11 0 0
Xilose (g/L) 21,05+£0,09 | 2,04+0,07 |18,04+0,498| 1,24+0,13
Etanol (g/L) 0 2,98+0,10 0 3,65+0,09
Celobiose (g/L) 0 0 0
Arabinose (g/L) 3,92+0,38 0,66+0,02 0 0

HND=Hidrolisado ndo detoxificado, HD= Hidrolisado destoxificado
Fonte: AUTOR

No ensaio utilizando o hidrolisado destoxificado, essa levedura produziu 3,65+0,09 g L™!
de etanol, com rendimento de etanol de Y ps 0,17 g g, taxa de produtividade de 0,04 g L''h'!' e
18,80% de eficiéncia fermentativa (Tabela 28). Conforme os rendimentos obtidos pela linhagem de
levedura Candida orthopsilosis UFVIM-4G, essa apresentou um melhor desempenho no
hidrolisado 4cido da torta de carogo de algoddo destoxificado (Y ps0,17 g g'') quando comparado
ao hidrolisado ndo destoxificado (Y ps 0,12 g g™!). Esse resultado é promissor para a producio de
etanol lignoceluldsico utilizando essa levedura, pois segundo Barbosa (2017), utilizando a levedura
Candida orthopsilosis a 28°C por 150 rpm no meio YEPMG obteve um rendimento de Yp/sde 0,20
g ¢! em 89 h para a producio de etanol. Entdo, mesmo que a levedura nesse presente ensaio tenha
obtido um rendimento inferior aos estudos de Barbosa (2017), esse estudo foi realizado em meio
sintético, livre de influéncia dos compostos inibidores. A influéncia dos compostos inibidores, pode
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ainda ser a resposta pelo rendimento maior de 1,40 vezes no hidrolisado destoxicado quando

comparado ao hidrolisado ndo destoxificado.

Tabela 28: Resultado dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de levedura

Candida orthopsilosis UFVIM-R131 no hidrolisado lignocelulésico com pH 6.2, a 28°C por 100 rpm.

] Y pis (gg! L'h') | Ef(%
HIDROLISADO ACIDO rs (gg”) | QegL7hT) | EF(%)
Etanol Etanol Etanol

Hidrolisado destoxificado 0,172 0,042 18,80°
Hidrolisado nao destoxificado 0,12° 0,03° 13,22°

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a alcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos agticares a biomassa celular; Qp (g L h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentag@o alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR

A cinética fermentativa da linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVIM-R10,
no hidrolisado detoxificado e ndo destoxificado com pH 6.2 conduzida a 28°C por 100 rpm se
encontra representada na Figura 28. Nessas condigdes experimentais a linhagem Galactomyces
geotrichum UFVJM-R10 ndo consumiu a xilose totalmente presente no hidrolisado acido ndo
destoxificado, restando 2,13£0,09 g L' desse agtlicar, no entanto, essa levedura foi capaz de
consumir arabinose e a glicose presente (Tabela 29). Nessas mesmas condigdes, a linhagem nao
produziu etanol ou mesmo xilitol, o que pode ser explicado pelos efeitos citotoxicos provenientes
das fragdes solidas de biomassas lignoceluldsico presentes nos hidrolisados apos o pre-tratamento
acido. Essa hipotese pode ser comprovada, pois no ensaio utilizando o hidrolisado destoxificado,
essa levedura apresentou um comportamento diferente, onde foi capaz de produzir 2,84+0,18 g L™!
de etanol, com um rendimento de Y ps 0,18 g g, conforme apresentado na Tabela 30. Segundo
Matos (2018), utilizando a G. geotrichum UFVJM-R10 em hidrolisado acido de girassol
suplementando apresentou rendimento de Y ps0,29 g g’!, taxa de produtividade de 0,12 g L'h! e
56,49% de eficiéncia fermentativa, conduzido por 48 h. Essa diferenca de rendimentos entre os
estudos, pode ser justificada, pelo efeito de diauxia realizada por essa levedura, a qual consume todo

o etanol produzido, apds o esgotamento de todos os monossacarideos.
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Figura 28: Cinética fermentativa da linhagem de levedura Galactomyces geotrichum UFVJM-R10 no hidrolisado acido

de torta de algoddo destoxificado e ndo destoxificado com pH 6.2 conduzida a 28°C e 100 rpm.

Tabela 29: Compostos quimicos presentes no hidrolisado acido hemiceluldsico destoxificado e ndo destoxificado antes

e apos a fermentag@o com pH 6.2 utilizando a linhagem de Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 a 28°C por 100 rpm.

Galactomyces geotrichum UFVJM-R10
Produtos da fermentacao do hidrolisado HND HD
acido de torta de caroco de algodao Valores Valores Valores Valores
iniciais finais iniciais finais
Glicose (g/L) 6,23+0,22 0,47+0,11 4,87+0,03 | 0,84+0,00
Glicerol (g/L) 2,19+0,03 1,19+0,03 0 0
Acido acetico (g/L) 3,75+0,21 0,97+0,11 3,79+0,14 0
Furfural (g/L) 0 0 0 0
Hemifurfural (g/L) 0,024+0,06 | 0,003+0,42 0 0
Xilose (g/L) 21,77£0,96 | 2,13+0,09 | 18,13+0,49 | 5,944+2,08
Etanol (g/L) 0 0 0 2,84+0,18
Celobiose (g/L) 0 0 0 0
Arabinose (g/L) 3,95+0,27 0,49+0,01 0 0

HND=Hidrolisado nio detoxificado, HD= Hidrolisado destoxificado
Fonte: AUTOR
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Tabela 30: Resultado dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de levedura

Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 no hidrolisado lignocelulésico com pH 6.2, a 28°C por 100 rpm.

, Y pis (gg! p (gL h! Ef (%
HIDROLISADO ACIDO (gg”) Qe (gL 7h7) (%)
Etanol Etanol Etanol
Hidrolisado destoxificado 0,18 0,032 19,202
Hidrolisado nio destoxificado 0,00° 0,00° 0,00°

Yess (g g'): rendimento da conversdo dos agticares a dlcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos aglicares a biomassa celular; Qp (g L' h''):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentag@o alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra nao

diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR

O perfil cinético fermentativo da linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R131
utilizando hidrolisado detoxificado e ndo destoxificado com pH de 6.2, a 28°C por 100 rpm se

encontra apresentado na Figura 29.
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Figura 29: Cinética fermentativa da linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R131 no hidrolisado acido
de torta de algodao destoxificado e néo destoxificado com o pH 6.2 a 28°C por 100 rpm.
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A linhagem Candida akabanensis UFVJM-R131 em hidrolisado acido da torta de carogo
de algoddo com pH de 6.2 conduzidos a 28°C por 100 rpm, ndo consumiu totalmente a xilose
presente no meio, restando 2,27+0,26 g L' desse agucar no hidrolisado 4cido ndo destoxificado,
conforme apresentado na Tabela 31. Nessas mesmas condigdes operacionais a levedura produziu
2,4240,08 g L' de etanol, com rendimento de Y p;s 0,18 g g!, taxa de produtividade de 0,03 g L
'h'l € 9,28 % de eficiéncia fermentativa, conforme a Tabela 32. Esse resultado, pode ser explicado
pelos efeitos citotdxicos provenientes das fragdes solidas de biomassas lignoceluldsico presentes
nos hidrolisados, pois no ensaio utilizando o hidrolisado destoxificado, essa levedura, obteve um
desempenho, onde foi capaz de produzir 4,14+0,15 g L' de etanol, com rendimento de Y pss 0,24

g ¢!, taxa de produtividade de 0,04 g L'h e 25,87% de eficiéncia fermentativa (Tabela 32).

Tabela 31: Compostos quimicos presentes no hidrolisado acido hemiceluldsico destoxificado e ndo destoxificado antes

e ap6s a fermentagdo com pH 6.2 utilizando a linhagem de Candida akabanensis UFVIM-R131 a 28°C por 100 rpm.

Produtos da fermentac¢ao do Candida akabanensis UFVJM-R131
hidrolisado acido de torta de Valores Valores Valores Valores
caroco de algodao iniciais Finais iniciais Finais
Glicose (g/L) 5,96+0,12 0,34+0,03 4,99+0,18 0,24+0,02
Glicerol (g/L) 2,32+0,03 2,09+0,39 0 0,97+0,02
Acido acetico (g/L) 3,96+0,01 3,92+0,80 | 3,67+0,143 1,14+0,23
Furfural (g/L) 0 0 0
Hemifurfural (g/L) 0,025+0,19 0 0
Xilose (g/L) 20,98+0,06 | 2,27+0,26 | 18,94+0,498 | 5,72+0,55
Etanol (g/L) 0 2,42+0,08 0 4,14+0,15
Celobiose (g/L) 0 0 0
Arabinose (g/L) 3,89+0,37 0,59+0,08 0 0

Fonte: AUTOR

Matos (2018) estudando essa levedura, em hidrolisado 4cido de girassol suplementado,
obteve um rendimento de 0,27 g g”!. Esse rendimento encontrado por esses autores se encontra
superior 1,12 vezes ao encontrado pela linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131, contudo no
presente estudo o hidrolisado ndo foi suplementado, podendo ser essa a resposta para a diferenca
entre os rendimentos. Segundo Santos (2012), em estudos com o hidrolisado 4acido de torta de
algoddo utilizando a levedura Scheffersomyces spitis, obteve um rendimento de Y ps 0,13 g g™,
sendo um valor de rendimento inferior (0,24 g g') obtido pela levedura C. akabanensis, nas
condi¢des operagdes estudas no presente trabalho. Nigam (2001) relata que a linhagem de S. spitis

NRRLY-7124 adaptada em hidrolisado hemiceluldsico de madeira de carvalho contendo 0,27 g L
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! de furfural e 6,90 g L™ 4cido acético, apresentou rendimento em etanol de 0,27 g g' superior a
linhagem no adaptada que obteve um rendimento de 0,15 g g'. Observando esses resultados e o
presente ensaio fermentativo utilizando a levedura Candida akabanensis selvagem em hidrolisado
4cido de torta de carogo de algoddo contendo 0,17 g L' de furfural e 2,82 g L' de 4cido acético,
essa obteve um rendimento em etanol de 0,24 g g™!. Isso é um indicativo que esta levedura apresenta

maior resisténcia aos inibidores celulares do que a levedura Scheffersomyces spitis.

Tabela 32: Resultado dos parametros fermentativos obtidos no processo fermentativo utilizando a linhagem de

levedura Candida akabanensis UFVIM-R131 no hidrolisado lignocelulésico com pH 6.2, a 28°C por 100 rpm.

, Y ps (gg” L'hY) | Ef(
HIDROLISADO ACIDO ps(gg7) | Qe(gl7h7) )
Etanol Etanol Etanol
Hidrolisado destoxificado 0,242 0,042 25,877
Hidrolisado nio destoxificado 0,09° 0,03° 9,28°

Yeis (g g): rendimento da conversdo dos agucares a 4lcool; Yxs (g g'): rendimento da conversdo dos agticares a biomassa celular; Qp (g L h'):
Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagdo alcodlica. Valores nas colunas (médias) seguidos pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste Tukey a p>0,05.

Fonte: AUTOR

O resultado encontrado nos ensaios fermentativos estudados, utilizando temperatura de
28°C por 100 rpm e hidrolisado acido de torta de carogo de algodao destoxificado com pH de 6.2
se torna promissor para a produgdo de etanol pela Candida akabanensis UFVIM-R131. Conforme
reportado anteriormente pelos diversos autores, o ensaio fermentativo utilizando hidrolisado de
carogo de algodao sem suplementar com micronutrientes, levedura selvagem, ou seja, levedura nao
adaptada e ainda, comparando o rendimento de Y ps 0,13 g g de etanol utilizando 0o mesmo
hidrolisado 4cido da torta de carog¢o de algoddo estudado, com a levedura dita a melhor
(Scheffersomyces spitis) produtora de etanol lignoceluldsico, a levedura Candida akabanensis
obteve um rendimento de etanol significativo (Y pis 0,24 g g'), sendo entdo promissora para a

producao de etanol de segunda geragao.
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6. CONCLUSAO
O presente estudo teve como intuito conhecer o potencial de linhagens fermentadoras

de pentoses selvagens utilizando o hidrolisado acido de torta de algoddo na produgdo de
bioetanol. Os ensaios foram montados utilizando triplicadas de hidrolisado acido nao
destoxificado e destoxificado com carvao ativado a 5%. Nesse trabalho também foi realizado
uma investigacdo dos melhores parametros fermentativos utilizando as linhagens de
leveduras Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, Candida akabanensis UFVIM-R131 e
Candida orthopsilosis UFVIM-4G. Ao final dos ensaios, a linhagem Candida akabanensis
UFVJM-R131 no hidrolisado acido de torta de caroco de algodao destoxificado com pH de
6.2 conduzidos a 28°C, 100 rpm obteve o melhor rendimento dentre as demais leveduras,
apresentando rendimento de Y pis 0,24 g g”! etanol, taxa de produtividade de 0,04 g L''h! e
25,87% de eficiéncia fermentativa, por um tempo de 96 horas. O resultado encontrado nesse
trabalho com a linhagem de levedura Candida akabanensis UFVIM-R13 se mostra
promissor para a melhoria da producdo de etanol lignoceluldsico. Contudo, € necessario
realizar estudos futuros em torno dessa linhagem, pois cada micro-organismo possui
caracteristicas particulares de adaptacdo ao meio em que se encontra. Portanto, estudos sobre
o efeito dos fatores além dos pesquisados aqui, tais como concentragdo de nutrientes e
concentracdo de massa celular, podem melhorar ainda mais o desempenho dessa levedura

ainda pouco conhecida para a produgdo de etanol lignocelulésico.
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