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RESUMO

Os materiais lignocelul6sicos sdo gerados em grande quantidade por residuos industriais, da
agricultura, residuos urbanos, entre outros. Estes podem ser utilizados como fonte de biomassa
para a producéo de etanol de segunda geracdo. Os biocombustiveis apresentam uma combustdo
que agride menos a atmosfera quando comparado com a queima dos combustiveis fdsseis. 1sso
torna indispensavel a pesquisa por etanol celulésico. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
produzir etanol de segunda geracgdo a partir de hidrolisados &cidos de sabugo de milho, sisal e
residuos de mandioca. Para isso, esses materiais foram hidrolisados com &cido sulfarico diluido
em diferentes concentracdes (0,0 até 5,5%) e dois tempos de aquecimento em autoclave (15 e
30 min.). Estes hidrolisados foram desintoxicados para remover compostos inibitérios da
fermentagdo. As fermentagdes realizadas utilizaram as leveduras Saccharomyces cerevisiae
ATCC 26602 e Pachysolen tannophilus CCT 1891 em um meio sintético composto por
diferentes concentracfes de glicose ou xilose (2,0; 4,0 e 6,0%) para a avaliacdo dos melhores
pardmetros a serem utilizados durante a fermentacdo dos hidrolisados dos residuos
lignocelulodsicos. Além das concentrages foram avaliados o pH inicial (5,5; 6,0 € 6,5) e a
agitacdo do meio (0, 50 e 100 rpm). Os hidrolisados que apresentaram os melhores rendimentos
em acucares fermentesciveis foram selecionados para substituicdo da glicose e/ou xilose nas
fermentagdes. Os pardmetros selecionados para a hidrdlise &cida dos substratos foram 2,5% de
acido sulfurico e 15 min. de aquecimento em autoclave (121 °C/ 1.1 atm.). O sabugo de milho
resultou em 39,99 g.L? de agUcares totais, 35,57 g.L! de aglicares redutores e 1,77 g &c.
vanilico/g de compostos fendlicos. Para o sisal foram 12,90 e 9,04 g.L de agUcares totais e
redutores e 1,65 g ac. vanilico/g de compostos fendlicos; e para os residuos de mandioca a
melhor concentracdo do &cido foi de 2,0%, também durante 15 min., resultando em 66,91 e
48,43 g.L1 de agucares totais e redutores e 0,27 g c. vanilico/g de compostos fendlicos. Apds
a desintoxicacdo, os teores de compostos fendlicos diminuiram de 50 a 70%. Os melhores
resultados das fermentacOes realizadas com a S. cerevisiae, no meio sintético de glicose,
mostram que o crescimento celular e producdo de etanol foi no meio sem agitacao (0 rpm) e pH
inicial de 6,5 proporcionando 28,37 g.L™ de etanol. A fermentagdo com P. tannophilus foi
realizada com agitagédo de 50 rpm e no mesmo pH e concentracdo iniciais para S. cerevisiae. A
fermentagdo pelo consorcio foi realizada utilizando esses pardmetros selecionados. A
inoculacédo das duas leveduras no inicio da fermentacao atingiu o melhor teor de etanol (23,93
g.L 1) em 24 h de incubagéo. A substituigdo da fonte de carbono pelos hidrolisados promoveu



desenvolvimento celular e produgéo de etanol. Os hidrolisados de sabugo de milho produziram
12,40 g.L ! de etanol, no hidrolisado de sisal foi alcangado 10,50 g.L™ e nos residuos de
mandioca 15,20 g.L* de etanol. Portanto, esses residuos lignocelul6sicos s&o uma alternativa
para a producédo de etanol 2G.

Palavras-chave: Fermentacdo. Residuos. Lignocelulésicos. Combustivel. Celulose. Lignina.



ABSTRACT

Lignocellulosic materials are generated in large quantities by industrial, agricultural and urban
waste, among others. These can be used as a source of biomass for the production of second-
generation ethanol. Biofuels have a combustion that is less harmful to the atmosphere when
compared to the burning of fossil fuels. This makes the search for cellulosic ethanol
indispensable. Therefore, the objective of this work was to produce second-generation ethanol
from acid hydrolysates of corn cob, sisal and cassava residues. For this, these materials were
hydrolyzed with diluted sulfuric acid at different concentrations (0.0 to 5.5%) and two heating
times in an autoclave (15 and 30 min.). These hydrolysates were detoxified to remove inhibitory
compounds from fermentation. The fermentations carried out used the yeasts Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26602 and Pachysolen tannophilus CCT 1891 in a synthetic medium
composed of different concentrations of glucose or xylose (2.0; 4.0 and 6.0%) to evaluate the
best parameters to be used. during the fermentation of lignocellulosic residue hydrolysates. In
addition to the concentrations, the initial pH (5.5, 6.0 and 6.5) and the medium agitation (0, 50
and 100 rpm) were evaluated. The hydrolysates that presented the best yields in fermentable
sugars were selected to replace glucose and/or xylose in the fermentations. The parameters
selected for the acid hydrolysis of the substrates were 2.5% sulfuric acid and 15 min. heating
in autoclave (121 °C/ 1.1 atm.). Corn on the cob resulted in 39.99 g.L* of total sugars, 35.57
g.L? of reducing sugars and 1.77 g. vanillic/g of phenolic compounds. For sisal, there were
12.90 and 9.04 g.L! of total and reducing sugars and 1.65 g ac. vanillic/g of phenolic
compounds; and for cassava residues, the best acid concentration was 2.0%, also during 15
min., resulting in 66.91 and 48.43 g.L™ of total and reducing sugars and 0.27 g. vanillic/g of
phenolic compounds. After detoxification, the levels of phenolic compounds decreased from
50 to 70%. The best results of the fermentations carried out with S. cerevisiae, in the synthetic
glucose medium, show that cell growth and ethanol production occurred in the medium without
agitation (0 rpm) and initial pH of 6.5, providing 28.37 g.L™ of ethanol. Fermentation with P.
tannophilus was carried out with stirring at 50 rpm and at the same initial pH and concentration
for S. cerevisiae. The consortium fermentation was performed using these selected parameters.
The inoculation of the two yeasts at the beginning of the fermentation reached the best ethanol
content (23.93 g.L™Y) in 24 h of incubation. The replacement of the carbon source by the
hydrolysates promoted cell development and ethanol production. The corn cob hydrolysates

produced 12.40 g.L™ of ethanol, in the sisal hydrolyzate it was reached 10.50 g.L*and in the



cassava residues 15.20 g.L of ethanol. Therefore, these lignocellulosic residues are an
alternative for the production of 2G ethanol.

Keywords: Fermentation. Waste. Lignocellulosic. Fuel. Cellulose. Lignin.
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1. INTRODUCAO

O atual crescimento populacional esta relacionado diretamente com o aumento do
consumo dos combustiveis fosseis, com maior demanda de alimentos e agua potavel,
impactando o0 meio ambiente de todo o planeta. Com isso, temos a necessidade de reducdo das
emissdes de gases do efeito estufa e consequentemente do aquecimento global.

Para que isso seja consolidado é imprescindivel reduzir o uso das fontes de energia
ndo renovaveis, que sdo altamente poluentes, e pesquisar fontes alternativas renovaveis. O que
torna a producéo de bioetanol interessante e vantajosa para 0 mundo todo, uma vez que, o etanol
apresenta uma matriz energética mais limpa, quando comparado com os combustiveis de
origens fdsseis, como a gasolina e o diesel, além do seu alto valor de octanagem e combustéo
eficiente. Portanto, o uso desse alcool € uma alternativa menos poluente ao meio ambiente.

O etanol combustivel, denominado etanol de primeira geracéo, € produzido a partir da
fermentacdo de agUcares provenientes de matérias-primas vegetais, como a cana-de-agucar, 0
milho, o trigo e a beterraba agucareira, 0 que gera muitos residuos. Por outro lado, na agricultura
e na indastria alimenticia também ha grande producdo de residuos que sdo dispostos
inadequadamente, descartados ou queimados, sendo um problema ambiental. Em geral, a
estrutura da parede celular desses residuos apresenta lignina, hemicelulose e celulose, que,
quando rompidas liberam monossacarideos, 0s quais, podem ser utilizados por micro-
organismos para a producéo de etanol de segunda geracao (etanol 2G).

As pesquisas para a reutilizacdo desses residuos como substratos para producéo de
etanol 2G buscam solucionar o problema da poluigdo ambiental gerada por eles, ja que é obtido
a partir de material lignoceluldsico, que ndo é comestivel, ndo competindo com as areas
cultivaveis utilizadas para a producdo de alimentos, uma vez que o produto de interesse ja foi
extraido. Além de que, também podem ser usadas outras culturas que ndo sdo utilizadas na
alimentagdo humana.

No Brasil, os residuos provenientes do setor sucroalcooleiro sdo os mais utilizados em
pesquisas para obtencdo do etanol 2G, por apresentarem vasta disponibilidade. No entanto,
outros tipos de residuos lignocelulésicos sdo promissores para a producédo de etanol 2G, como,
por exemplo, os residuos do milho, como o sabugo, a planta de sisal e os residuos de mandioca
que serdo estudados neste trabalho.

O processo para a producédo de etanol 2G € baseado em quatro fases: o pré-tratamento
do residuo, sua hidrolise e fermentag&o e por ultimo a destilacdo para obtencao do produto final.

O pré-tratamento, em geral, consiste na reducdo do tamanho da particula do material



19

lignocelulosico, enquanto a hidrdlise é a quebra das ligagbes quimicas entre as moléculas
constituintes. Esta pode ser realizada por meio de métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos.

Na fermentacéo alcodlica, o micro-organismo mais comumente utilizado é a levedura
Saccharomyces cerevisiae por ser capaz de produzir etanol em altas concentragdes. Além disso,
a S. cerevisiae é resistente a diferentes meios de cultura e condi¢fes fermentativas. Contudo,
ndo utiliza todos os agucares obtidos pela hidrolise da estrutura lignocelulésica, pois, ndo
apresenta eficiéncia em assimilar a xilose que é liberada durante o processo de hidrdlise da
biomassa. Ainda assim, essa levedura € considerada um micro-organismo vantajoso para a
conversdo dos hidrolisados lignoceluldsicos em etanol. Isso em decorréncia da sua alta
tolerancia a altas concentragdes de etanol no meio de cultura e a capacidade para fermentar em
condicdes estritamente anaerdbicas.

Na literatura sdo apresentadas duas alternativas para o melhor aproveitamento dos
acucares fermentesciveis (hexoses e pentoses) liberados na hidrélise da biomassa
lignoceluldsica. A primeira utiliza micro-organismos geneticamente modificados, com o
objetivo de fermentar tanto a glicose quanto a xilose. E a segunda utiliza dois micro-organismos
simultaneamente em um Unico sistema reacional, definido como “co-cultura”.

A Pachysolen tannophilus é uma levedura que tem capacidade natural de utilizar
glicose e, na auséncia desta, pode utilizar xilose para a producéo de etanol. Deste modo, foi
possivel formar uma co-cultura (consoércio) entre as leveduras Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 e a Pachysolen tannophilus CCT 1891.

Em sintese, o objetivo principal desta pesquisa foi estudar o efeito da hidrolise acida
de sabugo de milho, de folhas de sisal e de residuos de mandioca utilizados como substrato para
a obtencdo de etanol. E entdo, determinar os parametros envolvidos nessa produgdo com cada

uma das leveduras e por co-cultura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da hidrolise acida de sabugo de milho, sisal e de residuos de mandioca,
utilizados como substrato para a obtencdo de etanol. Assim como, estudar os parametros
envolvidos na producéo de etanol por co-cultura de Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 e
Pachysolen tannophilus CCT 1891.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as variaveis envolvidas na hidrolise acida: concentracdo de acido e tempo de
hidrolise para cada substrato estudado;

e Analisar a producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 em
diferentes concentracdes de glicose (2,0; 4,0 e 6,0%);

e Analisar a producdo de etanol por Pachysolen tannophilus CCT 1891 em diferentes
concentracgdes de glicose (2,0; 4,0 e 6,0%) e xilose (2,0; 4,0 e 6,0%), separadamente;

e Estudar a producéo de etanol por co-cultura de Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen
tannophilus em meio contendo uma mistura de glicose e xilose nas melhores
concentragOes encontradas;

e Pesquisar o efeito da agitacéo (0, 50 e 100 rpm), tempo (durante 24 h) e da variacao do
pH inicial do meio (5,5; 6,0 e 6,5) no processo fermentativo dos meios sintéticos.

e Utilizar os melhores parametros selecionados nos ensaios dos meios contendo 0s
hidrolisados de sabugo de milho, sisal e residuos de mandioca, desintoxicados e sem
desintoxicacéo, para a producdo de etanol;

e Determinar a producéo de etanol utilizando os hidrolisados acidos de sabugo de milho,
sisal e residuos de mandioca por Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus,
separadamente, e por co-cultura, nas concentracbes equivalentes as melhores

concentracdes encontradas para glicose e xilose;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ETANOL

O Brasil foi o primeiro pais a utilizar os biocombustiveis e atualmente € o lider na
tecnologia da producéo e o maior produtor mundial de etanol de cana-de-acucar. Além disso, é
0 segundo maior gerador de bioetanol do mundo, sendo responsavel por 30% da produgéo total
mundial com 8,86 milhdes de gal6es gerados em 2019 e 7,43 em 2021. Os Estados Unidos
(EUA), entretanto, empregam o milho para a producdo desse combustivel e lideram o ranking
com 55% da producéo total mundial, 15 milhGes de galdes (RFA, 2021).

O etanol surgiu no Brasil em 1975, por meio do programa Proalcool (Programa
Nacional do Alcool), que tinha como objetivo diminuir a importag&o do petréleo, uma vez que,
0 preco do barril estava alto em todo o mundo, e assim, o etanol seria produzido a partir da
cana-de-acgUcar para ser empregado em veiculos de combustdo interna. Além da substituicdo a
gasolina, iria diminuir a dependéncia da utilizacdo de combustiveis fésseis, que sdo recursos
ndo renovaveis e poluentes ao meio ambiente (CGEE, 2017).

A combustdo dos derivados de petroleo representa 97% dos gases poluentes para o
meio ambiente, e 0 uso dos biocombustiveis renovaveis reduz o envio de carbono para a
atmosfera. Portanto, um dos objetivos da producdo do etanol é o arrefecimento das emissdes de
gases de efeito estufa (GEE) (EPA, 2020).

Em 2021 nos EUA, o uso de etanol na gasolina reduziu a emissdo de CO2, gas que
causa o efeito estufa, em 54,5 milhGes de toneladas no setor de transporte. 1sso é equivalente a
remover 12 milhdes de carros das estradas por um ano inteiro ou eliminar a emisséo anual de
13 usinas de carvao (RFA, 2021).

O etanol comum também é conhecido como etanol de primeira geracdo é uma opcao
de producdo sustentavel de energia, gerada a partir de uma grande variedade de matérias-primas
vegetais que contenham quantidades significativas de agucares ou de estruturas poliméricas,
tais como, o amido e a celulose, que podem ser hidrolisadas e convertidas em acucares
fermentesciveis (GOLDEMBERG et al., 2017). No entanto, outras matérias-primas como 0s
residuos agroindustriais ricos em fibras celul6sicas e amido também podem ser
utilizados. Esses residuos sdo materiais lignoceluldsicos identificados como biomassa, fontes

bioldgicas renovaveis mais abundantes da natureza.
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3.2 ETANOL DE SEGUNDA GERAGCAO (2G)

O etanol de segunda geragdo é o etanol chamado de celulésico, produzido a partir de
acucares fermentesciveis derivados do rompimento das cadeias de celulose e hemicelulose da
biomassa de materiais industriais, residuos agricolas e florestais, ou seja, das partes ndo
comestiveis de uma planta. A producéo de etanol 2G € uma vantagem em relagéo as questdes
ambientais, pois, € obtido a partir do aproveitamento de residuos que seriam inutilizados, sendo
assim, substitutos potenciais para as fontes nao renovaveis (CGEE, 2017). Portanto, a pesquisa
para uso dos residuos lignocelul6sicos apresenta grande interesse para a obtencéo de etanol 2G.

Os residuos lignoceluldsicos apresentam em sua constituicdo polimeros de
carboidratos que, depois de hidrolisados resultam em monossacarideos que podem ser
convertidos por micro-organismos em etanol de segunda geragdo (2G). Desta forma, sdo
utilizados vegetais como matéria-prima sem a necessidade de estender a area de cultivo para
cana-de-acUcar ou ocupar as areas para producdo de alimentos (NGUYEN et al., 2017;
VALLEJOS et al., 2017).

O processo geral para a geracao do etanol celulésico inicia-se a partir da moagem do
material para reduzir o tamanho das particulas. A biomassa moida precisa entdo sofrer um
tratamento que cause a quebra da rede lignocelul6sica em fracdes individuais de celulose,
hemicelulose e lignina que precisam ser transformadas em aguUcares solUveis por um método
quimico ou enzimatico, que por sua vez, serdo convertidos a etanol durante a fermentacéo
microbiana. O etanol produzido no caldo de fermentacdo é recuperado por destilagdo e
purificado para obter o etanol combustivel. Portanto, o processo necessario para a obtencao do
etanol a partir da biomassa lignocelulésica pode ser dividido em quatro etapas principais que
incluem pré-tratamento, hidrolise, fermentacao e recuperacdo do produto (Fluxograma 1).
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Figura 1 — Esquema do processo de producdo do etanol de segunda geracéo.
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Fonte: Autoria propria.

No Brasil hd duas empresas que produzem etanol 2G, implantadas em 2014, a
GranBio, em Sado Miguel dos Campos — Alagoas, que utiliza o processo de sacarificacdo e
fermentacdo simultdnea (SSF), e a Raizen, em Piracicaba — S8o Paulo, que emprega a
fermentac&o por sacarificacdo e hidrolise separada (SHF).

A GranBio foi a primeira biorrefinaria do Hemisfério Sul a fabricar o etanol 2G em
escala industrial, o processo usa palha de cana-de-acucar, e é constituido pelas etapas de pré-
tratamento por explosdo a vapor, hidrolise enziméatica e fermentacdo por uma linhagem
geneticamente modificada capaz de consumir pentoses e hexoses. Com capacidade de producéo
de 30 milhdes de litros por ano (GRANBIO, 2020).

Enquanto a producdo da planta da GranBio € voltada exclusivamente para a producéo
de etanol 2G, a Raizen opera uma planta integrada com producgéo de etanol 1G. O processo é
realizado com bagaco de cana-de-agucar e usa pre-tratamento fisico através da exploséo a vapor
e hidrolises acida e enzimatica. A levedura utilizada para fermentacéo é capaz de fermentar as
fracOes de pentoses e hexoses simultaneamente. Em relatorio anual publicado pela Raizen,
referente a 2021, foi divulgada a producgédo de 41 milhdes de litros de Etanol 2G por ano.
(RAIZEN, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/southern-hemisphere

24

Na safra 2019/2020, passou a integrar a formulacdo dos itens de perfumaria de duas
linhas de produtos de O Boticario e Quem disse, Berenice? Os produtos trazem na embalagem
um selo que sinaliza a presenca de Eco alcool. Atualmente hd um grande mercado para o
combustivel na California (Estados Unidos), para onde a industria brasileira exporta quase toda
a produc&o, além, de possuir crescente demanda no mercado europeu (RAIZEN, 2020).

O etanol 2G ainda ndo apresenta um preco competitivo a tecnologia de fabricacéo de
etanol de primeira geracdo (1G), para isso, sdo necessarias melhorias no processo para diminuir

0S custos operacionais que ainda séo elevados, para assim, obter um combustivel mais barato.

3.3 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Por razdes econdmicas e ambientais, abundancia e baixo custo os residuos agricolas e
outras fontes de carboidratos de baixo valor sdo um biorrecurso atraente para a producéo de
biocombustiveis (WANG et al., 2021).

A biomassa lignoceluldsica é formada durante a fotossintese e possui mais atomos de
oxigénio na sua composicao do que os combustiveis fosseis. A presenca desse &tomo faz com
gue a biomassa ndo necessite de tanto oxigénio do ar, tornando o etanol menos poluente na sua
combustdo, pois, a quantidade de CO emitida &€ muito menor devido a presenga de um menor
teor de carbono. Além de que, o CO2 emitido pelo etanol € reabsorvido pelas plantacdes de
cana-de-agticar (CGEE, 2017). E a Gnica matéria-prima renovavel que tem potencial para ser
convertida em diversos combustiveis liquidos e gasosos, produtos quimicos e outros multiplos
produtos de valor agregado (CHAPARRO-GARNICA et al., 2021).

A biomassa é composta por aproximadamente 45% de celulose, 25% de hemicelulose,
20% lignina e o restante sdo macro e micro nutrientes e extrativos, como 6leos, gorduras,
proteinas, entre outros. A composicdo da biomassa depende amplamente do tipo (culturas
energéticas ou residuos agricolas, madeira dura, madeira macia, etc.), idade, clima e
distribuicGes geograficas (BHATIA et al., 2020).

Essas fracOes lignocelulosicas compde uma estrutura rigida e complexa, formada em
maior parte por celulose que esta envolta por hemicelulose e lignina, o que dificulta a
degradacdo desses materiais. Um fracionamento dessa rede estrutural é necessario para
hidrolisar a celulose e a hemicelulose principalmente em glicose e a xilose, sendo indispensavel

uma etapa de pré-tratamento a fim de converter esses agUucares fermentesciveis em etanol e


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/bioresource
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852421003813#b0545
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/feedstock
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outros bioprodutos. A celulose e a hemicelulose referem-se aos carboidratos totais da
lignocelulose e representam 60-80% da parede celular (ZHOU; LIU; ZHAO, 2021).
A estrutura da parede celular de uma biomassa lignoceluldsica esta apresentada na

Figura 2.

Figura 2 — Representacdo da estrutura da parede celular da biomassa lignoceluldsica mostrando cada um

de seus blocos constituintes.
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Fonte: RIBEIRO et al., 2016.

3.3.1 Celulose

A celulose é um polimero linear de glicose (actcar C6 ou hexose) que constitui a
parede celular das plantas, sendo a molécula mais abundante da natureza. Estéa localizada na
parte central da estrutura coberta pela hemicelulose que, por sua vez, esta rodeada pela lignina.
A celulose é um homopolissacarideo linear constituido de 8.000 a 14.000 unidades de glicose
(na conformacdo de D-glucopiranose) unidas por ligagdes glicosidicas [B-(1-4)
(SIVAGURUNATHAN et al., 2021). A Figura 2 mostra a representacdo das principais ligacoes

entre os constituintes da celulose.
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Figura 3 — Estrutura de um polimero de celulose apresentando a unidade basica de celobiose e as ligagdes

B-(1-4) entre as glicoses.
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Fonte: SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005.

As cadeias de celulose estdo unidas entre si por ligacbes de hidrogénio
intramoleculares, apresentam alta rigidez e regides cristalinas altamente organizadas, por isso,
a celulose € insoltvel em &gua e na maioria dos solventes organicos, mas também apresentam
regibes amorfas, onde as cadeias estdo agrupadas de maneiras mais irregulares sendo mais
suscetiveis a hidrélise (TIBOLLA et al., 2017). A celulose apresenta resisténcia a hidrélise
devido a essas regides cristalinas e pelas barreiras fisicas criadas pela hemicelulose e pela
lignina presentes nessa biomassa lignoceluldsica. Essa resisténcia € uma das maiores
dificuldades para a conversdo biotecnoldgica da celulose em sacarideos. Porém, sua estrutura
pode ser quimicamente quebrada em glicose ao ser tratada com acidos em alta temperatura.
Quando a celulose é hidrolisada em condicBes brandas resulta na sua unidade bésica, a
celobiose (PELISSARI et al., 2014; YAHYA et al., 2018).

3.3.2 Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante na natureza, ap6s a celulose. A
macromolécula da hemicelulose é composta principalmente por uma mistura de polissacarideos
de baixa massa molecular, em um esqueleto de unidades de D-xilopiranose (D-xilose) unidas
por liga¢des B-1,4 com elevado grau de ramificacOes, ndo apresentando, portanto, regides
cristalinas. E constituida em sua maior parte por cadeias de unidades de pentoses (xilose,
ramnose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), entretanto, sua constituicdo varia
de planta para planta. A xilana é o polissacarideo mais abundante da estrutura hemicelulésica
(L1etal., 2019).



27

Figura 4 — Estrutura de um polimero de hemicelulose representada por alguns de seus acUcares

constituintes.
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Fonte: MUSSATTO et al., 2010.

3.3.1 Lignina

A lignina desempenha papéis bioldgicos e estruturais criticos nas plantas. E
considerada o esqueleto que confere rigidez a estrutura das paredes celulares das plantas e é
encontrada em grande abundancia na natureza. Apresenta hidrofobicidade que impede
a permeacdo de agua através das paredes celulares, o que garante o transporte eficiente de
nutrientes e produtos da fotossintese. E identificada como um polimero de rede aromética,
amorfa, composta por de trés unidades de fenilpropano (coniferil, sinapil e p-cumaril) ligados
por ligacdes carbono-carbono e éter (WANG et al., 2018).

Nas plantas a lignina estd ligada covalentemente com a xilana presente na
hemicelulose por meio de ligacdes tipo éster formando assim uma estrutura complexa que
envolve a hemicelulose e as microfibrilas da celulose, durante o progresso da lignificacdo da
planta, aumentando assim a espessura da parede celular, a for¢a de retencdo mecanica celular e
a resisténcia a compressdo. Sua estrutura tridimensional complexa é o0 componente mais inerte
das plantas, sendo de dificil digestibilidade por micro-organismos, conferindo resisténcia as
pragas (SIVAGURUNATHAN et al., 2021). A estrutura da lignina esta apresentada na Figura 5.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/permeation
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Figura 5 — Estrutura de uma macromolécula de lignina.

Fonte: ACS, 2020.

3.4 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS: SABUGO DE MILHO, SISAL E RESIDUOS DE
MANDIOCA

Os residuos provenientes da cana-de-agUcar sdo 0s mais empregados nas pesquisas
sobre a obtencdo de etanol 2G.

Um exemplo de matéria-prima adequada para a producao de etanol 2G é o milho, pois,
podem ser utilizados as folhas, cascas, talos e 0 sabugo ao invés dos grdos. Assim, ha muito
mais matéria-prima para fazer etanol celul6sico do que fazer o etanol comum, a base de graos,
tubérculos ou da cana-de-acgUcar. Esses residuos fornecem uma matéria-prima alternativa para
a producdo de biocombustiveis.

No entanto, outros materiais sdo promissores para sua produgdo, como por exemplo,
0 sabugo de milho, sisal e residuos provenientes da industria da mandioca, que serdo estudados
neste trabalho. A Tabela 1 apresenta a composicéo de alguns materiais lignocelul6sicos que

podem ser empregados na producéo de biocombustiveis.
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Tabela 1 — Composicdo de materiais lignoceluldsicos que sdo considerados residuos agroindustriais.

Biomassa Lignocelulésica % Celulose % Hemicelulose % Lignina

Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-38 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Sabugo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Mandioca 25 7 3
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 5-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: Adaptado de KUMAR; SHARMA, 2017.

O milho (Zea mays L.) é origindrio da América Central e pertencente a familia das
gramineas. Consiste numa cultura de plantio simples e colheita anual e, devido a seu valor
nutritivo, rico em vitaminas, proteinas e carboidratos é utilizado principalmente para
alimentacdo humana e animal. Pode ser cultivado em qualquer solo, clima ou altitude
(ABMILHO, 2020).

O milho esté entre as trés espécies vegetais mais cultivadas no planeta, depois do arroz

e do trigo. E empregado principalmente na inddstria alimenticia. Por outro lado, partes da planta
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tratada como rejeitos, ndo apresentam utilidade nessa area, sendo subutilizadas. Desta maneira,
0 sabugo, o colmo (caule), as folhas e a palha, formam uma biomassa abundante e de grande
producéo.

De acordo com a FIESP (2022) a safra mundial de milho 2020/2021 foi de 1.117,11
milhdes de toneladas. O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, tendo apenas a
sua frente os Estados Unidos e a China. A safra de 2020/21 foi de 86 milhGes de toneladas
(FIESP, 2022).

A espiga de milho € um dos subprodutos mais abundantes da inddstria agricola, apos
a espiga ser debulhada para a retirada dos grdos de milho o rejeito que se obtém é o sabugo,
localizado na parte central das espigas, onde os grdos ficam presos. Em sua composicéo
apresenta alto teor de celulose e hemicelulose (32,3-45,6%), baixo teor de lignina (6,7-13,9%)
e 2,3% de cinzas. O sabugo do milho é formado por quatro partes distintas: palha fina, palha
grossa, anel lenhoso e medula (Figura 6). A palha fina estd na parte externa do sabugo e
representa 4,1% de todo o seu peso. A palha grossa segue a palha fina e representa 33,7% do
peso do sabugo de milho. O anel lenhoso apresenta-se no interior do sabugo com 60,3%,
recobrindo a medula, que com 1,9% do peso total, € o ndcleo central do sabugo (RAMOS,
2013).

Figura 6 — Corte transversal de um sabugo de milho mostrando sua estrutura e partes constituintes.

Palha Fina

Medula

Anel Lenhoso

Fonte: RAMOS, 2013.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852414004222#b0155
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O Sisal (Agave sisalana) ¢ uma planta originaria do México que apresenta grande
interesse ecoldgico e econdmico, pois, se desenvolve o ano todo em climas quentes e regides
aridas (DEBNATH et al. 2010). E uma biomassa vegetal lignoceluldsica que possui
quantidades consideraveis de celulose (73,1%) e hemicelulose (14,2%), por isso, Se mostra uma
matéria-prima com potencial como fonte renovavel para a geracdo de produtos de interesse
industrial e para a producdo de etanol celuldsico, uma vez que, a partir da hidrolise liberam-se
acucares fermentesciveis (KUMAR; SHARMA, 2017).

Em 2011, a producdo mundial de sisal atingiu 408.518 toneladas. Em 2017, os valores
cairam para 202.223 toneladas, resultado da crise econdmica global e da baixa valorizacdo das
matérias-primas comerciais (FAOSTAT, 2019).

Figura 7 — Plantacéo de sisal (Agave sisalana).

Fonte: QUEIROGA et al., 2021.

Essa planta oferece alta produtividade e baixo custo, além de, apresentar maior teor de
celulose e de hemicelulose do que bagago da cana-de-agucar. O bagaco do sisal, que é a
biomassa residual derivada da producdo de fibras também apresenta altas quantidades de
hemicelulose (22,91%) indicando que é uma boa alternativa para a producdo de
biocombustiveis (MEDEIROS et al., 2020).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) uma planta origindria da América do Sul
também conhecida por aipim e macaxeira, € a quarta cultura alimentar mais produzida no
mundo. O maior produtor mundial é a Nigéria (59,49 milhdes de toneladas), seguido por
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Republica Democratica do Congo, Tailandia, Indonésia e Brasil (OTEKUNRIN; SAWICKA,
2019).

O uso industrial da mandioca, sobretudo na producéo de farinha, provoca a formagéo
de residuos que séo despejados em corpos d'agua, poluindo, pois, séo tdxicos e emanando fortes
odores ofensivos. Ainda, a fabricagéo de outros derivados da mandioca gera cascas, entrecascas,
raspas, pontas das raizes e farinha de varredura (manipueira) que podem ser aproveitados para
produzir etanol celulésico, evitando assim o desperdicio o (CORREIA et al., 2018). Os residuos
de mandioca sdo compostos por 24,41% de lignina, 42,18% de hemicelulose e 20,48% de
celulose (POLACHINI et al., 2020).

3.5 HIDROLISE DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Os componentes estruturais dos residuos lignocelulésicos formam uma rede resistente
e emaranhada dificil de ser hidrolisada. Devido a essa recalcitrancia, h4 a necessidade da
utilizacdo de métodos de pré-tratamento para desestabilizar a estrutura lignoceluldsica, para
assim, ser desestruturada ou removida, facilitando o acesso de reagentes, catalisadores e
enzimas a estrutura da celulose e, consequentemente, viabilizando o acesso aos
monossacarideos fermentesciveis e a conversdo em etanol.

O pré-tratamento € um processo no qual os carboidratos, particularmente a celulose,
ficam prontos para um ataque enzimatico ou microbiano. Varios métodos de pré-tratamento
tém sido pesquisados para que haja a deslignificacdo da estrutura lignoceluldsica. Esses
métodos podem ser quimicos, fisicos, fisico-quimicos (por exemplo, moagem, explosdo a
vapor, pré-tratamento &cido) ou bioldgicos (uso de enzimas, por exemplo), mas também, uma
combinacéo desses.

O pré-tratamento fisico geralmente se refere a reducdo do tamanho fisico do material
através de meios mecanicos para aumentar a area de superficie do substrato (ZHOU; LIU;
ZHAO, 2021).

Dentre essas tecnicas, os métodos quimicos tém sido amplamente utilizados na
hidrolise dos materiais celulosicos, pois, a lignina é removida sem degradar a cadeia celulésica.
Porém, a lignina estd fortemente ligada & hemicelulose, ocorrendo, assim, uma degradacédo
parcial da hemicelulose no processo de pré-tratamento quimico (BHATIA et al., 2020).

A hidrolise quimica pode ser a base de acido, alcali, aplicacdo de oz6nio, organo
solventes e deslignificacdo oxidativa. Dessas, a hidrolise acida e a hidrolise alcalina podem ser
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utilizadas como hidrolise e pré-tratamento separadamente ou em conjunto com uma hidrdlise

bioldgica, como por exemplo, a hidrolise enziméatica (TANG et al., 2021; YANG et al., 2021).

3.6 HIDROLISE ACIDA

O principal objetivo da hidrolise acida € quebrar as ligacdes entre a celulose,
hemicelulose e a lignina, romper as partes cristalinas da celulose e tornar a hemicelulose e a
celulose acessiveis para a hidrolise enzimatica ou separacdo. E uma técnica rapida e eficiente
que, além, de resultar na formacéo de monémeros de agucares, produz compostos aromaticos e
acidos organicos de baixo peso molecular (LORENCI WOICIECHOWSKI et al., 2020).

A metodologia da hidrélise &cida pode ser realizada com &cidos diluidos ou
concentrados. Contudo, ao se utilizar acidos concentrados ha a formagdo de uma maior
quantidade de compostos que podem ser inibidores para o processo de fermentacdo, sendo
menos atrativa na producdo de etanol (TANG et al., 2021; YANG et al., 2021).

Os &cidos diluidos ndo afetam a estrutura base da celulose, e na hidrolise da biomassa
os catalisadores &cidos degradam as ligagdes heterociclicas de éter entre os mondmeros das
cadeias poliméricas da celulose e da hemicelulose, resultando em altos teores de xilose, além
de glicose e arabinose. Dentre os &cidos mais utilizados encontram-se: acido sulfdrico (H2SOa4),
acido cloridrico, acido fluoridrico, &cido acético e &cido nitrico (BHATIA et al., 2020).

A concentracdo mais eficaz do acido diluido é geralmente inferior a 4,0% e o processo
necessita de uma temperatura alta, como por exemplo, 180 °C, se realizado em um menor
periodo de tempo. Ou temperaturas menores se ocorrer em um periodo de tempo maior, por
exemplo, 120 °C para 30 — 90 min. (ZABED et al., 2017).

Temperaturas elevadas, como 170 °C, por exemplo, podem ocasionar a degradagéo
dos acucares resultando na formacéo de furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), ou de outros
compostos que prejudicam o desenvolvimento dos micro-organismos na fermentacdo, uma vez
que, sdo toxicos para as leveduras e bactérias utilizadas na fermentagdo. Em geral, temperaturas
mais altas favorecem a deslignificacdo, mas temperaturas acima de 170 °C causam maior perda
de sdlidos e glicose (MUNOZ-PAEZ et al., 2019).

A desidratagdo de uma hexose resulta em hidroximetilfurfural (HMF), e a hidrolise
de pentoses em furfural. O HMF pode ser ainda decomposto por reidratagdo para
produzir acido levulinico e acido férmico . Esses produtos de degradacdo sd@o produtos

quimicos importantes e tém muitas aplicacdes em quimica fina, farmacéutica, solventes,
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combustiveis e polimeros. No entanto, eles sdo identificados como inibidores de muitos micro-
organismos para a fermentacdo do acucar. Além disso, a concentracdo &cida, o tempo e a
temperatura de fermentacdo influenciam na formacéo dos compostos inibidores (ZHOU; LIU;
ZHAO, 2021).

3.7 COMPOSTOS INIBIDORES

Durante o pré-tratamento acido dos materiais lignocelul6sicos, além da obtencao dos
acucares monoméricos, varios outros compostos sao liberados e formados durante a liquefago
da biomassa, como, acidos carboxilicos (&cido formico, &cido acético e &cido levulinico) e
derivados de furano (furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF)) (JONSSON et al., 2013).

Os micro-organismos utilizados em bioprocessos sao afetados pelos subprodutos da
hidrélise, os furfurais e furanos, sendo estes as principais toxinas que inibem fortemente a
producdo de hidrogénio em comparagdo com os acidos fracos e os compostos fendlicos. O
furfural e o HMF sdo os inibidores mais fortes do crescimento microbiano (MUNOZ-PAEZ et
al., 2019).

A partir da degradacdo de um polimero lignoceluldsico, a lignina permanecerd como
um residuo sélido, em que uma parte foi degradada em compostos fendlicos e outros compostos
aromaticos. Quando em altas temperaturas e pressdes os monossacarideos (glicose, xilose,
manose, galactose e arabinose), provenientes da celulose, podem ser convertidos a HMF e
furfural e, quando esses compostos sao clivados, geram acidos carboxilicos (HAROUN et al.,
2016). A presenca e concentracdo destes compostos irdo variar de acordo com a biomassa, preé-
tratamento e condi¢6es de hidrolise utilizadas. As principais vias de formacao desses compostos

inibidores estdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 8 — Representacdo das vias de formacgdo de subprodutos da degradacdo da biomassa

lignoceluldsica durante o tratamento &cido.
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Fonte: Adaptado de JONSSON et al., 2013.

Os subprodutos furfural e HMF inibem a glicélise prolongando a fase lag e
prejudicando a atividade da enzima desidrogenase, 0 que reduz as taxas de crescimento e
rendimentos celulares. Também prejudicam a parede e as membranas celulares dos micro-
organismos, consequentemente, afetam a producéo de etanol e outros subprodutos. J&, o acido
acetico afeta o citosol devido a queda do pH, causando, interrupcao da geracao de energia. Os
compostos fenolicos prejudicam integridade das membranas bioldgicas (SINGH et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2018).

A tolerancia da levedura a inibidores derivados de lignocelulésicos ndo depende
apenas da cepa, mas também da fonte de carbono a ser fermentada. A levedura é muito mais
afetada ao fermentar a xilose do que a glicose, uma vez que, a levedura mostra uma taxa de
consumo de agUcar muito mais lenta para xilose e isso pode levar ao esgotamento dos principais
metabolitos e cofatores que podem ser especialmente importantes em condicdes estressantes
(MOYSES et al., 2016).

3.7.1 Acidos carboxilicos

Quando os residuos lignoceluldsicos sdo hidrolisados ha a formacdo de &cidos
carboxilicos a partir da degradagdo de hemicelulose, tais como: acido acético, levulinico e

formico. O &cido aceético é gerado a partir dos grupos acetil, enquanto, os acidos levulinico e
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férmico sdo formados como produtos de degradacao dos polissacarideos catalisados por acidos
termoquimicos (JONSSON et al., 2013).

Esses acidos sdo lipossoluveis e podem difundir-se através da membrana plasmatica
da celula reduzindo o pH intracelular e assim, dificultar a producéo de energia e o transporte de
nutrientes, aumentando a necessidade energética da celula. O acido acético presente no meio
de fermentacdo provoca queda na produtividade, no rendimento e no consumo de aglcar
(JONSSON; MARTIN, 2016).

Quando o pH extracelular € menor que o pKa do meio com acido (constante de
dissociacdo logaritmica) pode haver um estresse acido na célula, pois, significa que ha muitas
formas n&o dissociadas do acido, que entram na célula e causam uma acidificagdo intracelular,
impedindo assim, o crescimento das células e a formacdo de subprodutos (como o etanol), o
que afeta o metabolismo celular. Portanto, o pH precisa ser maior que o pKa, indicando que,
fora da célula hd grande quantidade de &cido dissociado, o que, ndo é prejudicial quando
comparado com a forma néo dissociada do acido. A producdo de etanol é inibida a um pH igual
ou menor do que o pKa 4,8 do acido acético (NUGROHO et al., 2015).

3.7.2 Derivados de furanos

Os aldeidos derivados de furanos, o furfural e o0 HMF sdo aldeidos aromaticos
geralmente originados de materiais lignoceluldsicos a partir da degradacdo de pentoses e
hexoses, respectivamente, por um processo de hidrolise na presenca de calor. Esses compostos
inibem a atividade enzimatica, pois, rompem o DNA e impedem a sintese de RNA e de
proteinas dos micro-organismos, afetando a gerag&o de subprodutos como o etanol (JONSSON
etal., 2013).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é capaz de converter o furfural em alcool
furfurilico, em condicdes anaerdbias, e 0 HMF em 2,5-bis-hidroximetilfurano (PALMQVIST
etal., 1999). Segundo o estudo de Wang et al. (2013) a S. cerevisiae pode degradar rapidamente
o furfural e HMF, resultando em um aumento da produtividade de etanol e na taxa de consumo
de glicose (WANG et al., 2013).

3.7.3 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo formados durante a hidrolise da lignina no pre-tratamento

de materiais lignoceluldsicos. Alguns exemplos de compostos fendlicos sdo: seringaldeido,
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acido 4-hidroxibenzaldeido e 4-hidroxibenzoico e os &cidos: salicilico, vanilico, siringico,
gentisico, entre outros (WANG et al., 2017).

Esses compostos podem reagir com moléculas biologicas da célula (lipideos, proteinas
e acidos nucleicos) ou provocar danos a membrana celular, gerando perda da seletividade, e
ainda inibem as enzimas glicoliticas e fermentativas no processo de fermentagdo alcodlica.
Portanto, esses compostos causam efeitos negativos na fermentagéo por meio da diminuicdo da
taxa especifica de crescimento do micro-organismo e da reducdo da produtividade de etanol
(BHATIA et al., 2020).

O processo de fermentacdo pode ser melhorado se os inibidores presentes forem
identificados. A formacéo de inibidores pode diminuir devido a otimizacdo do pré-tratamento
e da hidrdlise. Diferentes processos de desintoxicacao especificos podem ser desenvolvidos
para a remocao eficiente de inibidores antes de se proceder a fermentacdo (SANTANA et al.,
2022). Portanto, a desintoxicacdo tem grande importancia no processo de producdo de etanol
2G.

3.8 DESINTOXICACAO

Os métodos para desintoxicacdo do hidrolisado variam de acordo com o tipo de
inibidor presente. Existe uma variedade de métodos quimicos, bioldgicos e fisicos que podem
ser empregados para remover compostos toxicos de hidrélises ou transforméa-los em compostos
ndo tdxicos. Entre os mais conhecidos (Tabela 2) encontram-se: mudancas de pH com 6xido de
calcio, hidréxido de célcio (overliming) e hidréxido de aménio; utilizacdo de carvao ativado,
colunas de troca idnica, precipitacdo, extragdo com solventes organicos, evaporacao, peneiras
moleculares e até aplicacdo de enzimas (ZHANG et al., 2018).

Pesquisas comparando esses métodos informam que eles diferem significativamente
em relacdo aos efeitos sobre a quimica do hidrolisado e sobre a fermentacédo, e também mostram
que um dos métodos mais eficientes € o overliming, devido & precipitacdo eficiente das
substancias tdxicas, que, em muitos casos, se apresenta como o méetodo mais econdmico
(JONSSON et al., 2013). Entretanto, um dos processos de desintoxicagdo que apresenta
vantagens em sua utilizacdo para hidrolisados &cidos é o uso do procedimento quimico com
adicéo de carvao ativado (BHATIA et al., 2020).

O carvao ativado é um material poroso de origem vegetal, cujo tratamento € baseado

na elevada capacidade que esse material tem de adsorver diferentes tipos de moléculas que
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ficam presas em sua superficie devido a interaces fisicas fracas chamadas de Van der Waals

(KIM et al., 2013).

Tabela 2 — Métodos que podem ser utilizados na desintoxicacéo de hidrolisados lignocelulésicos.

Técnica

Procedimento

Aditivos quimicos

Tratamento enzimaético

Aguecimento e vaporiza¢ao

Extracdo liquido-liquido

Extracgdo liquido-s6lido

Tratamento microbiano

Alcalino (como Ca(OH),, NaOH, NH4OH)

Agentes redutores (tais como ditionito,

ditiotreitol, sulfito)
Lacase
Peroxidase
Evaporagao
Tratamento de calor
Acetato de etila

Extracdo com fluido supercritico (exemplo

CO. supercritico)
Carvéo ativo
Troca i6nica

Coniochaeta ligniaria
Trichoderma reesei

Ureibacillus thermosphaericus

Fonte: Adaptado de JONSSON et al. (2013).

Ainda que os métodos de desintoxicacdo possam remover de forma eficiente os

compostos toxicos, € importante mencionar que poderd ocorrer a reducdo substancial da

concentracdo de aglcar, aumentar 0s custos e gerar residuos, o que pode tornar essa etapa

adicional economicamente indesejavel (ZHANG et al., 2018).
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Os métodos bioldgicos ou os fisico-quimicos sdo abordagens essenciais para reduzir a
concentracdo de compostos inibidores de fermentacdo para a maxima utilizacdo dos agucares
fermentesciveis pela cepa microbiana utilizada (ARUMUGAM; ANANDAKUMAR, 2016).

3.9 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE ETANOL

A fermentacdo alcodlica pode ser realizada por bactérias ou leveduras que
metabolizam e convertem agucares como glicose, frutose, manose, xilose e arabinose em etanol.
Os micro-organismos mais utilizados para a obtencdo de etanol sdo as leveduras:
Saccharomyces cerevisiae, Candida sp., Pichia sp., Schizosaccharomyces sp., Kluyveromyces
sp. e Pachysolen sp.; fungos filamentosos: Fusarium sp., Mucor sp., Monilia sp. e Paecilomyces
sp.; e bactérias: Clostridium sp., Bacillus sp., Thermoanaerobacter sp., Klebsiella sp. e
Zymomonas mobilis (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

A Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais utilizada no mundo para a producéo de
etanol em escala industrial e em uma série de outros processos biotecnoldgicos, como, na
fabricacdo de pdo e bebidas alcodlicas, como cerveja e vinho, pois, ela oferece réapido
desenvolvimento e alta eficiéncia fermentativa (TOOGOOD; SCRUTTON, 2018). Suas
coldnias séo esféricas e as cores variam entre o branco e o creme com estruturas convexas e
lisas (MARTIN; ARKOWITZ, 2014).

Essa levedura codifica a enzima invertase, que é a responsavel pela hidrolise da
sacarose em frutose e glicose. Desta forma, a glicose segue a via da fermentacdo alcodlica, que
ocorre em anaerobiose, passando por varias reacdes especificas até ser convertida em etanol. A
S. cerevisiae é mesofilica com tolerancia a grandes variacdes de temperatura, seu crescimento
6timo esta entre 30 e 35 °C. Além de alta producédo, também apresenta resisténcia ao etanol, e
é tolerante a baixos valores de pH suportando meios acidificados, também, tolera oxigénio,
altas concentracdes de acucares e € insensivel a infeccdo por bacteriéfagos, o que €
particularmente relevante em grandes processos industriais (RUCHALA et al., 2020).

Em pesquisas realizadas na Universidade de Coimbra — Portugal, a levedura S.
cerevisiae ATCC 26602 foi empregada em lamas primarias da industria papeleira, um meio
rico em celulose, hemicelulose e impurezas. Essa estirpe se destacou com 6tima producao de
etanol a 30 °C (MENDES, et al., 2016), motivo pelos quais foi utilizada nesta pesquisa.

No entanto, essa levedura ndo fermenta pentoses facilmente. Apresenta a capacidade

de metabolizar lentamente o cetoisomero da xilose, a xilulose, A S. cerevisiae possui 18
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transportadores de hexose capazes de transportar glicose para dentro da célula. Eles sdo
divididos em trés tipos de transportadores de glicose de acordo com suas afinidades pela
glicose, em alta, intermediaria e baixa. Os transportadores sdo flexiveis quanto a xilose,
captando essa pentose com afinidade 200 vezes menor em taxas mais lentas, dependendo da
concentracdo de xilose e glicose fora da célula. Os transportadores de alta e média afinidade
parecem ser 0s principais transportadores responsaveis pela captacao de xilose quando a xilose
¢ a Unica fonte de carbono disponivel ou quando a glicose atinge niveis baixos (SEDLAK; HO,
2004).

A D-xilose é o maior produto da hidrolise da hemicelulose de varios materiais vegetais,
representa até 35%. Em geral, as leveduras convertem a xilose & xilulose em uma reacdo de
duas etapas mediada por oxido-redutases. Em primeiro lugar, a xilose € reduzida a xilitol por
uma xilose redutase (XR) ligada a NADPH/NADH, seguida de oxidacao de xilitol em xilulose
por uma xilitol desidrogenase (XDH) ligada a NAD (VAN AALST et al. 2022). Em
subsequéncia a xilulose é fosforilada pela xiluloquinase para formar xilulose-5-fosfato, que é
canalizado para a via das pentoses-fosfato (LI et al., 2019). Este esquema esta apresentado na

Figura 8.

Figura 9 — Esquema da via de conversdo da xilose em etanol.
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provavelmente causadas por uma capacidade insuficiente da via ndo-oxidativa das pentoses-
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fosfato, como indicado pelo acimulo de sedo-heptulose-7-fosfato e auséncia de acimulo de
frutose-1,6-bifosfato e piruvato (KOTTER et al., 1993).

Assim, uma cepa de S. cerevisiae modificada para utilizar xilose deve ser viavel. Por
isso, sdo pesquisadas e desenvolvidas cepas geneticamente modificadas capazes de produzir
etanol a partir de xilose (ZHANG et al., 2016).

Ainda que a levedura ndo converta pentoses, ela € considerada vantajosa para a
producdo de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos. Isso se deve essencialmente a
tolerancia da S. cerevisiae aos compostos formados durante a fermentacdo, que podem causar
inibicdo microbiana, e & capacidade de suportar concentracdes mais elevadas de etanol.
Enquanto, as leveduras fermentativas ndo conseguem mais se desenvolver a partir de 6,0%
(v/v), aS. cerevisiae cresce em concentracOes de etanol de 17,0% (v/v) ou superiores (SANTOS
et al., 2010). Na Figura 9 estdo resumidos os parametros de tolerancia que podem ser

encontrados no meio de fermentacdo que essa levedura pode suportar.

Figura 10 — Efeitos dos parametros encontrados no meio de fermentacdo sobre a levedura
Saccharomyces cerevisiae.
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E essencial recorrer a leveduras que também tenham capacidade de consumir xilose.
Alguns micro-organismos apresentam a capacidade de assimilar esta pentose, como a
Scheffersomyces (Pichia) striptis, Pachysolen tannophilus e Candida shehatae, porém, elas
apresentam baixa tolerdncia aos inibidores e baixo rendimento de producdo (AGBOGBO;
COWARD-KELLY, 2008; TIAN et al., 2009).
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A levedura P. tannophilus apresenta capacidade natural de fermentar e converter a
xilose diretamente em etanol, uma caracteristica potencialmente valiosa. Essa levedura utiliza
aerobicamente a xilose, glicose e frutose, apos adaptacdo também assimila galactose. Para a P.
tannophilus a temperatura ideal é de 30 °C e o pH indicado € 6,0 (CONVERTI et al., 2001).

Uma técnica que pode ser utilizada para o aproveitamento total dos agUcares presentes
no meio hidrolisado é a utilizacdo de dois micro-organismos simultaneamente ou
separadamente no mesmo processo, 0 que é chamado de co-cultura, culturas mistas ou co-
fermentacao, desde que haja acdo sinérgica das vias metabolicas entre as cepas (SEDLAK; HO,
2004; SHADBAHR et al., 2017; JIANG et al., 2019). O principal objetivo ao empregar co-
culturas na producéo de etanol é combinar uma levedura fermentadora de pentoses e outra de
hexoses para 0 aproveitamento destes acucares obtidos na hidrolise dos materiais
lignocelulésicos (DA CUNHA PEREIRA et al., 2011).

Este tipo de fermentacdo pode ser realizado em um Unico biorreator, consequentemente
gera menores custos operacionais €, também apresenta menos problemas que causam inibigédo
pelo substrato, tendo em vista que os acucares fermentaveis sdo consumidos pelo consorcio
durante a producdo de etanol (TRAKARNPAIBOON et al., 2017).

Por esse motivo a levedura Pachysolen tannophilus CCT 1891 foi empregada nesta
pesquisa em co-cultura com a Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165619300070#bib0145
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

Os sabugos de milho (Zea mays L), a planta de sisal (Agave sisalana) e os residuos de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) foram obtidos de produtores rurais da cidade de Séo José
do Rio Preto — SP.

4.2 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

O tamanho da biomassa foi homogeneizado manualmente com auxilio de um facdo em
pedacos menores que 3 cm?, distribuidos em bandejas de inox e expostos ao sol durante 24 h
ou até ficarem duros e quebradicos. Em seguida foram moidos em um moedor de facas, entéo,
este triturado foi peneirado (14 mash), acondicionado e armazenado em frascos de vidro

vedados a temperatura ambiente.

4.3 HIDROLISE ACIDA DA BIOMASSA

A hidrélise acida foi realizada utilizando 10 g de cada biomassa seca e 100 mL de
acido sulfurico (H2S04) nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 € 5,0%,
respectivamente, com subsequente aquecimento em autoclave a 121 °C durante 15 e 30 min.

Apds a hidrélise o pH foi neutralizado, até pH 7,0, utilizando uma solucdo de NaOH a
50% (m/v). A seguir, o hidrolisado foi filtrado em papel filtro Whatman n°.1 para separacao
dos sélidos, os quais foram descartados, permanecendo somente o sobrenadante. Nesse, foram
analisadas as concentracdes de acucares totais, acucares redutores e compostos fendlicos,

conforme descrito nos itens 4.10.4, 4.10.5 e 4.10.6, respectivamente.

4.4 DESINTOXICACAO DO HIDROLISADO

O processo de desintoxicagéo foi realizado de acordo com Mussatto e Roberto (2004).
Primeiramente, foram adicionados 2,5% de carvao ativado ao hidrolisado, e a mistura foi
submetida a agitagéo de 200 rpm, a 30 °C, por 1 h. A mistura foi centrifugada (6000 g, 15 min.)
e filtrada. Posteriormente, foram novamente realizadas analises de agucares totais, redutores e

compostos fendlicos, conforme descrito nos itens 4.10.4, 4.10.5 e 4.10.6, respectivamente.
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4.5 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas as leveduras Pachysolen tannophilus CCT 1891, adquirida da
Colecédo de Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello - Pesquisa e Tecnologia de
Campinas, SP e Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 (American Type Culture Collection,
Virginia, EUA) cedida pelo Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra
de Portugal.

4.6 MEIOS DE CULTURA

4.6.1 Meio de manutencao

As leveduras foram mantidas em geladeira a 4 °C, ap6s o crescimento em estufa a 30
°C por até 24 h. Para Pachysolen tannophilus foi utilizado o meio contendo (g.L™?): 10,0 de
xilose, 2,0 de extrato de levedura, 3,0 de extrato de malte e 5,0 de peptona e agar, pH 6,0-7,0.
Para Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 o meio utilizado foi 0 mesmo, apenas a fonte de
carbono foi glicose (10 g.L ). Ambos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 min. Foi realizado um estoque de trabalho armazenado em freezer a 0 °C para
retiradas periddicas durante toda a pesquisa.

4.6.2 Propagacdo/Ativacado das culturas e preparo do indculo

As leveduras foram inoculadas assepticamente, separadamente, em tubos de ensaio
contendo 10 mL do meio de manutencéo e incubadas em estufa a 30 °C, por 24 h. Em seguida,
o crescimento celular de cada tubo foi transferido para diferentes frascos de Erlenmeyer de 250
mL contendo 100 mL de meio de manutencao (sem adicao de agar) previamente esterilizado, e
incubado a 30 °C, por 24 h com agita¢do de 100 rpm.

4.6.3 Padronizacgdo do inoculo

Para a realizacdo das fermentagdes o indculo utilizado foi padronizado para garantir
que a concentracdo inicial deste seja igual para todos os ensaios da fermentagéo. A suspensdo
celular obtida no item 4.6.2 foi centrifugada a 6000 rpm por 15 min., para separagéo das células.
Essas foram ressuspensas em &gua destilada estéril e, a seguir, com auxilio de um
espectrofotdbmetro (Biochrom modelo: Libra 22), e por meio de uma regra de trés foi

determinada a concentragcdo da suspensdo celular a ser inoculada para cada frasco de
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Erlenmeyer contendo o meio a ser fermentado, de forma a se obter uma absorbéancia da ordem
de 0,6 em um comprimento de onda de 600 nm.

Separadamente foi construida uma curva padrdo com diferentes concentracdes da
suspensdo celular com cada levedura, S. cerevisiae ATCC 26602 e P. tannophilus CCT 1891,

que relacionaram a absorbancia com a concentragéo celular (g.L™?).

4.6.4 Curva padréo de calibracdo para a determinacéo da concentracéo celular a
partir de suspensdes das leveduras

Para a construcdo da curva de calibracao, inicialmente o micro-organismo foi cultivado
nas condicOes de pré-fermentacdo, em um volume de 100 mL de meio, conforme descrito no
item 4.6.2, a seguir foi centrifugado a 3600 rpm durante 15 min.

Apos a centrifugagdo, a massa celular foi ressuspendida em 50 mL de &gua destilada,
gue consistiu na suspensdo original e posteriormente, foram preparadas diferentes diluicdes.
Um volume de 10 mL da dilui¢do original e de cada diluicdo da suspensdo de células foi
adicionado em cadinhos de porcelana, que foram previamente secos e pesados em balanca
analitica. Em paralelo, foram feitas leituras da absorbéancia em espectrofotdmetro a 600 nm, na
amostra da suspensdo celular original e nas diluidas.

Estes cadinhos foram secos em estufa a 105 °C até que seu peso se estabilizasse e
novamente pesados. O peso celular seco foi calculado por subtragdo. Com base nas
absorbancias medidas das amostras e a massa celular seca pesada, foi construida a curva de
calibracdo, relacionando a absorbancia com a concentracdo celular (Anexo: Tabelas 13 e 14.
Figuras 25 e 26).

4.7 MEIOS DE FERMENTACAO

A producdo de etanol foi realizada com o uso dos seguintes meios de fermentacéo:

4.7.1 Meio Sintético

Para os ensaios utilizando P. tannophilus 0 meio apresentou glicose ou xilose nas
concentragdes de 2,0, 4,0 e 6,0%. Para a levedura S. cerevisiae foi usada apenas glicose nas
concentracgdes de 2,0, 4,0 e 6,0%.

As soluces de glicose e xilose foram esterilizadas separadamente a 121 °C/1.1 atm.,

para evitar o desenvolvimento da reacdo de Maillard. Durante 20 min., e depois de resfriadas
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até a temperatura ambiente, foram misturadas assepticamente no meio sintético contendo sais
minerais. O pH inicial do meio foi ajustado a 5.5; 6,0 e 6,5.

A composicdo do meio de sais foi (g.L™?): extrato de levedura, 5,0; KH2PO4, 1,0;
(NH4)2S04, 1,0 e MgS04.7H20, 1,0.

4.7.2 Meio contendo os hidrolisados de sabugo de milho, sisal e residuos de mandioca
usados como fonte de carbono

O Teor de aglcares redutores (dosados conforme descrito no item 4.10.5) nos
hidrolisados foi ajustado nas concentracdes usadas como padréo de 2,0; 4,0 e 6,0%. Os frascos
de Erlenmeyer contendo os hidrolisados com as concentracdes adequadas, tiveram o pH inicial
do meio ajustado para 5,5; 6,0 e 6,5; e foram esterilizados a 121 °C/1.11 atm., por 20 min., em

seguida, foi adicionado o meio de sais estéril até completar o volume desejado.

4.8 CONDICOES DE FERMENTACAO

4.8.1 Avaliacdo das variaveis que influenciam a producdo de etanol: tempo de
incubacéao, velocidade de agitacéo e efeito do pH

As condigdes de trabalho das leveduras foram determinadas utilizando primeiramente
0 meio sintético, acrescido de glicose e/ou xilose, durante uma fermentacdo de 24 horas,
retirando amostras a cada hora. Os cultivos foram realizados em triplicata, em agitador orbital
rotatério com temperatura controlada (30 °C).

Assim, foi determinado o melhor tempo de fermentacéao, durante as 24 horas, a melhor
forma de agitacdo, por meio de trés maneiras diferentes: estatica (0 rpm), e com agitacao de 50
e 100 rpm; também foram analisadas as diferentes concentrages do agticar (20; 40 e 60 g.L™)
e diferentes pH iniciais (5,5; 6,0 e 6,5).

A matriz do planejamento experimental, que contemplou as 9 combinagdes em
triplicata, para cada fermentacdo, foi empregada o utilizando o software Statistica 7.0, a partir
de um delineamento do tipo 23 (BOX; HINTER, 1978) com 11 pontos. A Tabela 3 apresenta
como foi realizado o planejamento estatistico das variaveis independentes e seus respectivos

niveis.
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Tabela 3 — Delineamento experimental, contendo as variaveis independentes, estudadas para a producao

de etanol pelas leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus, variando a concentracao de agucares, a agitacao

e o pH.
Fator Niveis/Variaveis
-1 0 1
Concentracéo de substrato
20 40 60
(g/L)
Agitacdo (rpm) 0 50 100
pH 55 6,0 6,5

4.8.2 Avaliagéo das fermentages utilizando os hidrolisados

As fermentacgdes utilizando os hidrolisados foram realizadas nas melhores condi¢fes
encontradas no item 4.8.1, para producdo de etanol (tempo, velocidade de agitacdo e pH).

Nos hidrolisados foram usadas diferentes concentracbes de aclcares redutores (2,0;
4,0 e 6,0%), e foi determinado o pH final. As fermentacdes foram conduzidas em agitador
orbital rotatério com temperatura controlada (30 °C) em triplicata. Ao final das fermentacdes

foi determinada a concentracédo de etanol produzido.

4.9 CO-CULTURA

Os ensaios de co-fermentacdo das leveduras foram avaliados por dois métodos. O
primeiro (co-cultura 1) foi realizado com inoculagdo simultanea de S. cerevisiae e P.
tannophilus no inicio do processo fermentativo, a fermentacdo foi conduzida em Erlenmeyers,
contendo 50 mL do meio de fermentacdo, incubados em shaker, a 30 °C, sem agitacdo e com
agitacdo de 50 e 100 rpm durante 24 h.

No segundo método (co-cultura 2) a S. cerevisiae foi inoculada no inicio da
fermentagdo, durante um tempo pré-determinado, a 30 °C, depois desse tempo o caldo
fermentado foi centrifugado, assepticamente, para remoc&o das células da S. cerevisiae, e entdo

a P. tannophilus foi inoculada.
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410 METODOS ANALITICOS

4.10.1 Determinacéo do pH

O pH final foi determinado diretamente no caldo fermentado utilizando o potenciébmetro
pHmetro Digmed modelo DM20.

4.10.2 Determinacao da concentracéo celular

A concentragdo celular foi determinada por meio das medidas de densidade ética a 600
nm no espectrofotdmetro Biochrom, modelo Libra S22. Para isto, as células contidas nos
hidrolisados fermentados foram separadas como descrito no item 4.6.3 e quantificadas com a
curva de calibracdo construida para determinar a quantidade de crescimento da levedura (item
4.6.4)

4.10.3 Determinacao de etanol

O etanol foi determinado nos hidrolisados fermentados por cromatografia gasosa, apos
separacdo das células por centrifugacdo, utilizando cromatdgrafo Thermo Scientific Modelo
Focus com detector de ionizacdo de chamas (FID) e coluna HP-FFAP (25 m x 0.2 mm x 0.3
um); temperatura do forno a 70 °C (mantendo esta temperatura por toda a corrida-isotérmica);
tempo da corrida de 5 min.; temperatura do injetor de 230 °C; temperatura do detector de 270
°C; injecao de 200 pl de vapor da amostra. As amostras foram deixadas em banho-maria em
uma temperatura de 40 °C (até atingir o equilibrio). Para quantificacdo foi criada uma curva de

calibracéo.

4.10.4 Determinacao de acUcares totais (AT)

Os acgucares totais (AT) foram determinados pelo método fenol-sulfurico, descrito por
Dubois et al. (1956). Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 490

nm, e a quantificacdo foi determinada por curva padrdo de glicose em diferentes concentracoes.

4.10.5 Determinacao de acUcares redutores (AR)

Os acglcares redutores (AR) foram determinados de acordo com o método do

cuproarsenato descrito por Nelson (1944) e Somogyi (1952). Foram realizadas leituras de
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absorbancia no comprimento de onda de 540 nm, e a quantificacdo foi determinada por curva
padrdo de glicose utilizando diferentes concentragdes.

4.10.6 Determinacdo do teor de compostos fendlicos

A concentragdo de fendis totais foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu
modificado por Chaovanalikit e Wrolstad (2004). Onde, uma amostra de 0,5 mL do hidrolisado
foi misturada com 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 7,5 mL de 4gua destilada. A mistura
foi deixada em repouso por 10 min., a temperatura ambiente. Depois foram adicionados 1,5 mL
de carbonato de sddio (20%), as amostras ficaram em repouso novamente, por 20 min., a 40
°C. Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 755 nm. Foi

construida uma curva de calibracdo utilizando acido vanilico como padrdo de identificacédo.

411 DETERMINACAO DE COMPOSTOS POR CLAE

A andlise do acido ferulico e seus metabdlitos foi realizada pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A cultura foi centrifugada a 15000 x g por 15
min., o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um, e 20 pL foi injetado no
cromatografo Agilent Tec., modelo 1220 Infinity LC, equipado com bomba binaria, amostrador
automatico, forno de coluna e um detector UV/VIS. A coluna usada foi uma C18 ZORBAX
Eclipse Plus (4.6x250 mm), mantida a temperatura de 25 °C. A separa¢do cromatografica
realizada utilizando fase mével metanol:acido acético:agua (10:2:88 v/v) como solvente “A” ¢
metanol:&cido acético:agua (90:2:8 v/v) como solvente “B” (RODRIGUEZ-DELGADO et al.,
2001).

Os tempos de retencdo de cada composto foram determinados e as curvas de calibragéo
foram realizadas nas concentracdes de 2,5 a 300 mg.L ™, o coeficiente de correlagio foi de 0,999
para 0s compostos estudados. Tal coeficiente indicou que a metodologia utilizada neste trabalho

teve um bom desempenho na quantificacdo dos padrdes utilizados.
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4.12 ANALISE DOS RESULTADOS

A andlise dos resultados e os efeitos principais e interacfes entre as variaveis do
planejamento fatorial foram realizados utilizando o programa computacional Statistica 7.0
(STATSOFT, 1996). Os resultados das variaveis analisadas foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA), e, quando apresentou diferenca estatistica, as medias foram comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4.12.1 Célculo da produtividade

Os valores de produtividade total de etanol, expressos em massa do produto formado
por unidade de tempo e por unidade de volume (g.L™.h), foram obtidos por meio da Equagdo
1.

P = (Pf—Po) (Equacéo 1)
(tf — to)

Onde:

P = produtividade (g.L.h"?);

Po= massa produto inicial (g.L™);
Pf = massa de produto final (g.L™?);
tf= tempo final de fermentacéo (h);

to = tempo inicial de fermentacao (h);
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 HIDROLISE DA BIOMASSA

A biomassa lignocelulésica € composta por uma grande quantidade de celulose,
hemicelulose e lignina que formam uma rede rigida dificil de ser rompida. Portanto, é
necessario diminuir o tamanho de particula realizando, primeiramente, um pré-tratamento fisico
por meio da moagem mecanica, para aumentar a area de contato e diminuir o tamanho dos
poros, a cristalinidade e o grau de polimerizacdo da celulose (AGRAWAL et al., 2021; SONG
et al., 2021). Além disso, existe a necessidade de realizar um pré-tratamento. Entre os varios
tipos de tratamentos da biomassa, o do &cido diluido € um dos métodos mais antigos e mais
utilizado, uma vez que satisfaz a maioria dos requisitos dos processos de pré-tratamento e ainda,
apresenta baixo custo (LOOW et al., 2016; BHATIA et al., 2020).

Quando a biomassa lignoceluldsica é fragmentada pelo pré-tratamento acido, a
celulose, a hemicelulose e a lignina liberam aglcares capazes de serem fermentados e
convertidos a etanol, principalmente a glicose e a xilose. Portanto, a etapa de pré-tratamento
acido dos residuos é essencial para a producao de etanol, ja que, a resisténcia natural da estrutura
da biomassa limita o acesso de enzimas a sua matriz (RABEMANOLONTSOA,; SAKA, 2016).

Neste trabalho, todos os ensaios de hidrdlise acida foram realizados em triplicata a fim
de se obter aclcares fermentesciveis para serem utilizados pelas leveduras para a producéao de
etanol por fermentacdo submersa. Para isto, as hidrolises foram realizadas com diferentes
concentragdes de H.SO4 (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0%) e aquecimento
(15 e 30 min.), em autoclave na temperatura de 121°C/1,1 atm.

Apobs esses tratamentos, foram quantificadas as concentracdes de acUcares totais,
acucares redutores e compostos fendlicos obtidos durante as hidrdlises e serviram para a
avaliacdo do desempenho da hidrdlise e para selecdo da concentracdo de acido que gerou mais

acucares fermentesciveis e menos compostos fendlicos, que sdo inibidores da fermentag&o.

5.1.1 Sabugo de milho

Em pesquisa anterior Silva et al., (2020) realizaram a hidrolise do sabugo de milho
utilizando concentragdes de acido sulfarico (H2SO4) 2,5 e 5,0% e observaram que a
concentragdo maxima de agticares totais foi de 37,52 g.L usando 2,5% de H.SO4 e tratamento

térmico durante 30 min. Com base nesses resultados, foram realizadas hidrélises acidas do
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sabugo de milho em intervalos menores entre 0,0 até 5,0%, para determinar a existéncia de uma
concentracdo mais eficiente na liberagdo de acucares (Tabela 4). Nesta estdo apresentados as
médias e os desvios padrdo de todas as analises realizadas (acuUcares totais, redutores e

compostos fenolicos), utilizando tratamento térmico de 15 min.

Tabela 4 — Média e desvios padrao de todas as analises realizadas (agUcares totais, redutores e compostos
fenolicos em g.L ™) para os hidrolisados de sabugo de milho durante a hidrélise 4cida e 15 min. de

tratamento térmico (121 °C/1.1 atm.).

Compostos Fendlicos

Acucares totais (g.L™?) Acucares redutores (g.L™?)

[H2S04] (g &c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado

0,0 2,79 £ 0,099 2,87 0,144 0,63 £ 0,019 0,31 +0,02¢ 0,32 £ 0,009 0,07 £0,01¢
0,5 30,48 +0,98F  32,55+1,18* 941+0,08" 26,56+0,22° 1,28+0,00° 0,61+0,02%
1,0 35,88+ 0,66  36,40+1,81* 14,48+0,21° 33,08+0,81* 123+0,01" 0,37 +0,02°
15 28,10+ 0,59  31,58+3,34° 17,35+0,28° 34,05+0,52% 1,49+0,04% 0,64 +0,03°
2,0 34,37 + 0,40 39,47+270° 32,42+1,29° 2235+191¢ 1,97 +0,02% 0,51 +0,08°
2,5 39,99 + 1,162 39,75+1,128 3557+0,18 27,69+1,01° 1,77 +0,04° 0,54 +0,02°
3,0 38,78 +254®  37,06+1,61* 24,80+2,16° 22,37+1,92¢ 247+0,15 0,63 £ 0,012
35 38,94 +1,81%  40,06+0,478 2585+1,29° 2340+0,48% 203+0,15° 0,56 +0,03®
4,0 33,88+ 1,70  32,92+0,58* 24,99+161° 23,95+0,71% 1,28+0,05 0,20+ 0,00¢
4,5 37,22+0,92%¢  37,39+1,79% 26,08+0,56° 2230+1,05¢ 1,52+0,03 0,37+0,01°
5,0 34,89+0,97%  3955+0,58° 20,561+0,17¢ 22,41+0,29 1,31+0,09% 0,56+0,01%®
Erro

Padrio 1,767 1,812 1,715 1,490 0,095 0,032

P-Valor >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01

&b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);

Os resultados mostrados na Tabela 4 constatam que a concentracéo de 2,5% de acido
sulfurico para a analise de acucares totais (AT) foi diferente de todos os outros valores
encontrados para o hidrolisado bruto (HB), ja, para o hidrolisado desintoxicado (HD) a
concentracdo de 2,5% ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a de 2,0%, porém, a
analise pode ter detectado outro composto no mesmo comprimento de onda, pois, o teor de AT
do HD esta mais elevado do que o do HB na concentracgéo de 2,0%. Este mesmo comportamento
ocorreu na andlise de agucares redutores (AR) para o HD. Para todas as concentragdes testadas

houve diferencas significativas entre elas (P < 0,05).
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Na Tabela 4 também se observa que o maior teor de AT liberado ocorreu na
concentragdo de 2,5% de H2SO4 durante 15 min. de tratamento térmico, sendo de 39,99 g.L " e,
apos a desintoxicacdo diminuiu para 39,75 g.L ™ de AT. Esse resultado confirma o teor de 37,52
g.L ! da pesquisa previamente realizada. Entretanto, o tempo de processo foi menor, pois esse
resultado foi obtido com um tratamento térmico de 30 min. (SILVA et al., 2020).

Na anélise de AR foi verificado que a concentragdo de 2,5% foi maior que as outras
concentragdes, com 35,57 g.L* para o HB e 27,69 g.L ' apds a desintoxicago.

A Tabela 5 apresenta as médias e desvios padrdo para a hidrolise acida com

aquecimento por 30 min.

Tabela 5—Média e desvios padréo de todas as analises realizadas (agucares totais, redutores e compostos
fenolicos) para os hidrolisados de sabugo de milho durante a hidrélise acida e 30 min. de tratamento
térmico (121 °C/1.1 atm.).

Compostos Fenolicos

Agucares totais (g.L™?)

Acucares redutores (g.L™?)

[H2SO4] (g 4c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado
0,0 2,15+0,14¢ 2,04+0,09¢ 0,28+0,00¢ 0,640,041 0,32 + 0,00¢ 0,05+0,01¢
0,5 25,71 + 0,66°¢ 12,75+0,69F  31,42+0,16*  29,88+0,08% 1,07 £ 0,04° 0,65+0,023b¢
1,0 21,56 + 0,80 13,36+0,69F  32,33+0,16*  29,63+2,92% 1,04 £ 0,03° 0,61+0,023b¢
15 28,46 + 0,87  22,35+0,31°  29,35+0,12°  29,21+0,12% 1,82 + 0,052 0,88+0,00%®
2,0 34,41+055% 28,58+2,34%  31,05+0,42%  31,05+0,70? 1,83 £ 0,092 1,02+0,31?
2,5 23,76 +3,25°  25,23+246%  28,55+0,44°  22,49+0,27° 1,05 + 0,06° 0,61+0,4482bc
3,0 17,93 +2,00¢  25,48+0,48%  28,20+0,59°  21,93+0,68° 1,96 + 0,042 0,85+0,02%®
3,5 32,36 +1,31%  34,32+1,62*  20,06+0,41¢  18,70+0,91¢  1,25+0,08*  0,48+0,01°
4,0 31,80 +1,53® 32,53+4,04%°¢ 23,05+0,66° 19,22+0,52% 0,52 + 0,00¢ 0,35+0,01¢
4,5 30,99+1,26®  29,47+0,18°¢  23,02+0,97¢  19,04+0,94% 1,21+0,03% 0,47+0,02bcd
5,0 29,22 +2,07  35,29+1,73*  21,16+0,38¢ 10,92+0,82¢ 1,34 +£0,01° 0,760,062
Erro Padréo 1,560 1,775 1,535 1,564 0,089 0,052
P — Valor >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01

b |_etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);

Os hidrolisados submetidos ao processo de 30 min. de aquecimento em autoclave (121
°C) apresentaram teores discrepantes entre as concentragdes testadas. O maior teor de AT obtido
foi em 2,0% (34,41 g.L ™). No tempo de aquecimento de 15 min. nessa mesma concentragio

(2,0%) foi obtida a mesma quantidade de AT (34,37 g.L %), porém, em 2,5% foi obtido o maior
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teor (39,99 g.L %) para o HB. Portanto, é mais vantajoso utilizar menor tempo de aquecimento
(Tabela 4) e evitar maior formacédo de CF (Tabela 5).

A andlise dos resultados obtidos para os compostos fendlicos (CF) se encontra nas Tabelas 4
e 5. Observa-se que o tempo de aquecimento de 15 min. libera maiores teores de CF. Porém, ap0s
desintoxicag&o sua concentracdo nesse mesmo tempo de aquecimento de 15 min. diminuiu mais do que
no tratamento de 30 min. (Figura 11). Nas concentragdes que liberaram os maiores teores de agucares,
tanto totais quanto redutores, a concentracdo total de compostos fendlicos ndo apresentou diferenca
significativa entre os tempos de aquecimento. Para as concentracdes 2,0 e 2,5% de &cido em 15 min. de
aquecimento houve a liberagdo de 1,97 e 1,77 g de ac. vanilico/g, respectivamente. No processo de 30
min. de aquecimento esses valores foram de 1,83 e 1,05 g de &c. vanilico/g. Portanto, essa analise

também indicou que o menor tempo de aquecimento foi 0 melhor para a hidrélise acida.

Figura 11 — Teores de compostos Teores de compostos fendlicos obtidos na hidrélise acida do sabugo

de milho e aquecimento de 15 e 30 min. em autoclave (121 °C/1.1 atm.).
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Os resultados provenientes das analises de acUcares totais (AT) da biomassa
hidrolisada de sabugo de milho durante o tempo de aquecimento em autoclave de 15 e 30 min.

com e sem desintoxicagdo estdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12 — Teores de acgUcares totais obtidos na hidrolise acida do sabugo de milho utilizando

concentracdes de 0,0 até 5,0% de &cido sulfurico (H2SO.) e tratamento térmico durante 15 e 30 min.
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Por meio da Figura 12 € possivel visualizar que os teores de AT foram mais elevados
para o tempo de 15 min. de hidrélise e que houve uma relacéo direta com a concentracdo de
H2SO4 e 0 tempo da reacdo em autoclave.

Para o tempo de aquecimento de 15 min. esse resultado do hidrolisado bruto (35,57
g.L?) foi superior ao do trabalho anterior, onde foi obtido 22,67 g.L™. Sendo maior também
para o hidrolisado desintoxicado (SILVA et al., 2020).

Na anélise de agUcares redutores também é possivel verificar pela Figura 13, que ao
aumentar a concentracdo do acido os teores de aglcar sdo menores, isso ocorre devido a
capacidade do acido de agir como catalisador, 0 que gera a protonacdo do atomo de oxigénio
presente nas ligagdes glicosidicas durante o seu rompimento. A hidrélise dessas ligagdes leva
a degradacdo dos polimeros diminuindo os teores de agtcares como glicose, xilose e arabinose
(LOOW et al., 2016; ZHOU; LIU; ZHAO, 2021).
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Figura 13 — Teores de acglcares redutores (AR) obtidos na hidrdlise acida do sabugo de milho e
aquecimento de 15 e 30 min. em autoclave (121 °C/1.1 atm.).
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Os pesquisadores El-Zawawy et al. (2011) utilizaram a concentracdo de 5,0% de
H>SO4 em uma hidrélise acida de sabugo de milho e tempo de aquecimento de 30 min.,
quantificaram apenas 4,5 g.L* de aglicares totais, uma concentragdo bem menor do que a
encontrada neste trabalho, que foi de 29,22 g.L! de AT para 5,0% de é4cido e tempo de
aquecimento de 30 min.

A melhor concentracdo do acido foi selecionada considerando que, apesar de, em uma
concentracdo alta de acido foram extraidos mais agucares, na concentracdo menor foi obtido
um teor satisfatério. Portanto, essa diferenca induziu a escolha pelo processo que utilizou menos
tempo de autoclave, bem como, menor concentracédo de reagente e uma liberacdo equivalente
de acUcares.

Outra pesquisa realizada por Rocha et al. (2016) utilizou um pré-tratamento acido do
sabugo e da palha de milho. Nesta, testaram varias concentracfes e tempos de aquecimento.
Em seguida, realizaram uma hidrdlise enzimética, obtendo maiores teores de AR quando
utilizaram baixas concentracdes de acido. Com 0,5% de H2SO4 a 120°C por 15 min., para o
sabugo de milho foram obtidos 42,6 g.L* de AR e para a palha 50,9 g.L. Esses resultados
estdo de acordo com a presente pesquisa (30,48 g.L* para 0,5% de H2SO4), no entanto, a
metodologia aqui utilizada n&o necessitou de hidrolise enzimatica, o que torna o processo muito
mais vantajoso e econémico.

Santos et al. (2017) submeteram residuos de milho a um pré-tratamento hidrotérmico
usando agua a 170 °C/15 min e 195 °C/10 min, e agitagdo de 200 rpm para a palha e o sabugo

do milho. Apds isso, empregaram um extrato enzimatico Accellerase®1500 (20 FPU/Qbiomassa
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seca) POr 72 h agitando a 150 rpm, obtendo 7,4 g.L! de AR para palha e 12,4 g.L de AR para
0 sabugo. Esses resultados foram menores aos encontrados neste trabalho, que na hidrolise
acida (2,5% de H2S04/15 min. de aquecimento) foram obtido 39,99 g.L* para o HB.

Os pesquisadores Ma et al. (2015) testaram um pré-tratamento com permanganato de
potéssio alcalino (APP) utilizando concentragdes de 0,0 a 4,0% de KMnOs, em diferentes
tempos de processo (2, 4, 6 e 8 h) em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60 e 70 °C) e, ap0s
realizaram um tratamento enzimatico. O maior teor de agticares redutores foi 8,39 g.L™* com
2,0% da base durante 6 h a 50 °C, teor muito menor ao obtido na presente pesquisa (35,57 g.L"
D,

E importante ressaltar que nestas pesquisas apresentadas houve também a hidrolise
enzimatica e que, apesar disso, ndo houve um aumento da concentracdo dos agucares obtidos,
guando comparado a hidrélise realizada nesta pesquisa. Deste modo, a hidrélise acida poderia
tornar economicamente vidvel o processo fermentativo, uma vez que ndo ha necessidade da
adicéo de enzimas.

Os resultados obtidos em nosso estudo, em comparacao com os relatados mostram que
é possivel trabalhar com a temperatura de 121 °C. Isto é importante, uma vez que, uma maior
temperatura induz a maior desorganizacdo na estrutura lignoceluldsica usada como matéria-
prima; tornando os aglcares fermentesciveis mais acessiveis, liberando maiores teores de ART
apos etapa de pré-tratamento e, ainda, utilizando concentrac@es de &cido sulfurico menores.

No processo de hidrélise acida dos materiais lignocelulésicos, além dos agucares sao
formados compostos que podem ser inibidores da fermentagcdo. Tais produtos derivam da
degradacdo dos agUcares e da lignina. A sua toxicidade é um dos principais fatores que limitam
a producdo de etanol, sendo necessaria a sua remocao. Para isto, sdo desenvolvidos métodos
especificos de desintoxicacdo do material hidrolisado, para posterior processo de fermentacao
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; MUSSATTO; ROBERTO 2004).

Para o processo de desintoxicacdo ser considerado vantajoso, além de proporcionar
uma remocao eficiente da quantidade de compostos inibidores, é importante que ele ndo cause
grande reducgdo na quantidade de agucares presente no meio. Desta maneira, como observado
na presente pesquisa, a quantidade de agtcares diminuiu muito pouco nos meios desintoxicados
(Tabela 4 e 5). Portanto, o processo de desintoxicacdo pode ser considerado eficiente.

Na Figura 11, é possivel visualizar que a liberacdo de compostos fenolicos
determinados como &cido vanilico apresentou maior concentragdo nos ensaios conduzidos no
tempo de aquecimento de 15 min., tanto para o hidrolisado bruto (HB) quanto para aquele

submetido a desintoxicacdo fisico-quimica (HD), variaram de 0,32 a 2,47 g de ac. vanilico/g
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utilizando 0,0 e 3,0% de H.SO4 como agente quimico de hidrdlise, respectivamente. O menor
teor de compostos fenolicos foi determinado quando utilizada a concentracéo de 1,0%, de acido
sulfurico, 1,23 g de &c. vanilico/g.

Por outro lado, nos ensaios conduzidos com maior tempo de hidrolise, aquecimento de
30 min., foram verificados teores de compostos fenolicos inferiores aqueles descritos para 15
min. de processo, conforme é possivel visualizar na Figura 13.

Além disso, a eficacia da desintoxicacdo também depende do tempo de contato do
carvao ativado com o meio hidrolisado (MUSSATO; ROBERTO, 2004). O tempo de contato
desta pesquisa foi de 60 min. e foi eficiente para os dois tempos de aquecimento da hidrélise,
onde, a concentragdo dos CF com 2,5% de H2SO4 para o HB foi de 1,77 g de &cido vanilico/g
apos a desintoxicacdo diminuiu para 0,54 g de acido vanilico/g e 1,05 g de acido vanilico/g para
0,61 g de &cido vanilico/g para o0 HD durante 15 e 30 min., respectivamente, reduzindo a
concentracdo dos compostos fenolicos em torno de 58,0% apds a desintoxicagdo desses
hidrolisados. Entdo, ao realizar a desintoxicacdo, algumas concentra¢des diminuiram ficando
préximas as dos hidrolisados aquecidos durante 30 min., como o ocorrido para essa
concentracdo que caiu para 0,54 g de ac. vanilico/g. Foi possivel analisar com maior precisdo
esses resultados nas Tabelas 4 e 5.

Esse mesmo comportamento foi observado no trabalho anterior realizado por Silva et
al. (2020) onde obtiveram maiores teores de CF na hidrdlise com o tempo de aquecimento de
15 min. quando comparado com a hidrolise de 30 min. de aquecimento.

Portanto, é necessaria uma otimizacdo da desintoxicacdo, para que a concentracao que
liberou mais agucares redutores (2,5% de H2SO4) garanta que a desintoxicacdo reduza apenas
os CF que sdo inibidores da fermentacdo, sem a reducdo dos agucares.

Assim, se tornando vantajosa a utilizagdo de um processo de 15 min. ao invés da
utilizacdo de um aquecimento de 30 min., caso a desintoxicacdo apresente uma reducéao
significativa nos teores de compostos fendlicos e ndo prejudique os teores de agucares do
hidrolisado.

O carvéo ativado é um adsorvente amplamente pesquisado para a desintoxicagédo de
hidrolisados lignocelulésicos que apresentam constituintes de maior hidrofobicidade como o0s
compostos de furano e fendlicos. Lee e Park (2016) usaram carvdo ativado em po na
desintoxicacdo de biomassa pré-tratada com acido e a afinidade do carvdo para diferentes
componentes foi relatada na seguinte ordem: &cido vanilico , &cido 4-hidroxibenzoico, furfural,
acido acético, acido sulfuricoe xilose (LEE; PARK, 2016). Os pesquisadores Monlau et

al. (2015) utilizaram pirocarvao derivado de residuos lignoceluldsicos na desintoxicagdo de
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hidrolisados de caules de milho e removeu com sucesso 100% do HMF e 91% do furfural sem
afetar a concentragéo de acucar.

Em um estudo realizado por Trinca et al. (2017) sobre a influéncia da presenca de
compostos fendlicos formados nos hidrolisados de casca de soja utilizados como substratos para
producdo de etanol, também observaram uma maior liberagéo de CF quando havia aquecimento
das amostras, e que esta liberagdo destes compostos aumentava com o aumento da concentracdo
de H2SO.. Uma vez que, quando utilizaram concentracbes de 3,5; 4,0 e 4,5% de H2SOs
verificaram a presenca de até 0,6 mg/g de compostos fendlicos, enquanto que, em concentragdes
menores, como 2,0%, apenas encontraram 0,2 mg/g. Com aquecimento houve maior liberacéo
de compostos fenolicos ao se utilizar 5,0% de H2SOs4 durante 15 min. de aquecimento (1,97
0/g). Em nossa pesquisa foram encontrados 1,31 g de ac. vanilico/g para a concentracdo de
5,0%. No entanto, o aquecimento é necessario para aumentar a liberacdo de acucares
fermentesciveis e também para diminuir o tempo de hidrolise, mesmo ocorrendo a liberagdo de
compostos fenolicos, que podem ser removidos por meio da desintoxicacao.

Com base nos resultados obtidos, as melhores condi¢Ges de hidrdlise foram acido
sulfurico 2.5% e tempo de aquecimento em autoclave de 15 min. para a realizacdo do processo
de hidrolise do sabugo de milho para producédo de acglcares fermentesciveis a serem utilizados
no processo fermentativo para producéo de etanol 2G.

5.1.2 Folhas de Sisal

A planta de sisal possui altos teores de celulose e hemicelulose, 0 que a torna um
substrato com potencial para a producéo de bioetanol. E composta por 50,83% de holocelulose,
22,91% de hemicelulose, 28,72% de alfacelulose e 17,9% de lignina. O teor de holocelulose
representa a quantidade de acuUcares totais encontrados no material lignocelulésico
(MEDEIROS et al. 2020).

A Tabela 6 mostra a andlise estatistica dos resultados obtidos da hidrélise acida com
aquecimento durante 15 min. Nesta pode ser observado que a maior concentracdo de AT foi de
15,50 g.L* utilizando 4,0% de H2SO4. Apds a desintoxicacdo houve pouca reducdo nos teores

dos acgucares.
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Tabela 6 — Resultados estatisticos das diferentes hidrélises realizadas nos HB e HD de sisal, nas
concentracdes de acido sulfdrico utilizadas para o tempo de 15 min. de aguecimento em autoclave (121

°C).

Compostos Fendlicos

Aclcares totais (g.L™?) Aclcares redutores (g.L™?)

[H2S04] (9 &c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado
0,0 5,58+0,55¢ 4,71+0,29¢ 2,14+0,02¢ 1,46+0,06° 0,98+0,04%¢ 0,760,02°¢
0,5 8,11+0,85% 6,80+0,23% 2,74+0,06% 2,39+0,30% 1,01+0,00%° 0,750,00%
1,0 8,45+1,71¢ 7,27+1,50¢  3,99+0,49%  3,27+0,39¢  0,93+0,39*  0,64+0,14°
15 9,20+0,18% 8,48+0,39%  559+0,60*  6,3240,19°  1,39+0,10®  0,87+0,00%
2,0 6,44+0,44% 6,71+0,32% 4,01+0,31¢ 6,15+0,17¢ 0,65+0,02¢ 0,360,021
2,5 12,90+0,42° 12,09+0,19®®  9,04+0,517 9,95+0,93° 1,65+0,28? 0,83+0,02%®
3,0 8,33+0,10¢ 7,16£0,23¢  5,66+0,44>  7,47+0,70° 0,68+0,03¢ 0,40+0,01¢
35 13,65+0,66*  12,4240,70°  9,43+0,05%  12,58+0,10°  1,57+0,02? 0,95+0,05%
4,0 15,50+1,38%  11,90+0,69%  4,51+0,55"  12,07+0,48%  1,53+0,14*  0,90+0,03%*
4,5 14,76+0,07% 12,13+0,302 6,11+0,66° 12,27+0,37%  1,42+0,05® 0,77+0,06"
5,0 13,80+0,46% 9,96+1,47% 5,66+0,28" 10,02+0,80° 1,50+0,10? 0,78+0,06%°
Erro Padréo 0,61 0,48 0,40 0,69 0,07 0,033
P — Valor 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

&b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);

Nessa Tabela 6 pode-se observar que a concentracdo do acido 2,5% promoveu a
formacdo de 9,04 g.L™ de AR n&o havendo diferenca significativa com a concentracio de 3,5%
(9,43 g.L ), portanto, a menor concentragdo de acido foi selecionada.

Na Tabela 7 é possivel verificar os resultados da hidrolise com aquecimento de 30 min.
em autoclave (121 °C/1.1 atm.). Os maiores teores de AR foram obtidos a partir concentracédo
de 3,5% de H2SO. até a concentracdo final de 5,0%. Também se observa que os resultados

obtidos ndo tiveram diferenca significativa.
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Tabela 7 — Resultados estatisticos das diferentes analises realizadas nos HB e HD do sisal, nas

concentracdes de acido sulfdrico utilizadas para o tempo de 30 min. de aguecimento em autoclave (121

°C).
) Compostos Fendlicos
AcUcares totais (g.L™?) Aclcares redutores (g.L™?) )
[H2S04] (g &c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado
0,0 4,68+0,47¢ 3,10+0,10¢ 0,97+0,04¢ 2,580,231 0,58+0,01¢ 0,58+0,10%
0,5 12,29+0,502 4,11+0,21% 4,11+0,31° 4,37+0,10% 0,960,031 0,51+0,01%
1,0 11,07+0,962 4,57+0,21° 4,83+0,26 5,73+0,15% 1,12+0,06% 0,74+0,03°
15 7,26+0,10% 4,70+0,48° 5,350,23% 6,26+0,13% 1,13+0,05% 0,880,012
2,0 9,24+0,10° 6,51+0,33" 6,26+0,53%® 8,12+0,10% 1,01+0,06" 0,43+0,06°
2,5 6,95+0,49¢ 6,34+0,26° 6,35+0,33%® 4,42+1,01% 1,17+0,042 0,64+0,00b¢
3,0 6,99+1,12¢ 6,77+1,06 % 5,92+0,90%® 4,27+0,54¢ 1,02+0,03" 0,49+0,01%
3,5 8,11+0,45b 6,98+0,35% 7,33+0,19? 5,39+0,91%¢ 1,00+0,03" 0,55+0,00%
4,0 8,93+0,10b 7,96+0,462 7,28+0,862 6,94+1,44% 1,01+0,06" 0,42+0,02¢f
4,5 4,44+0,31° 7,63+0,38%® 7,36+0,912 6,74+0,71% 1,00+0,01" 0,35+0,01°
5,0 7,58+0,47¢ 6,91+0,28% 7,02+0,542 7,28+0,30% 1,01+0,00" 0,42+0,01°f
P';;:go 0,40 0,28 0,33 0,30 0,03 0,027
P — Valor 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

&b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);

provenientes das analises da biomassa hidrolisada bruta e com desintoxicacao.

Para uma melhor visualizacao, nas Figuras 14, 15 e 16 estdo apresentados os resultados

Para os acUcares redutores liberados durante as condi¢cdes de hidrolise testadas, foi

verificado comportamento semelhante ao demonstrado para agucares totais, que também podem

ser observados visualmente nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14 — Teores de agucares totais (AT) obtidos na hidrdlise acida de sisal utilizando diferentes

concentragdes de H,SO. e tempos de aquecimento em autoclave (121 °C).
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Na Figura 15 é visto que os teores de AR para os HD aumentam a partir da

concentracdo de 3,5% de H>SOs4, no entanto, esses valores podem n&o ser apenas

monossacarideos redutores e sim outros compostos presentes detectados no mesmo

comprimento de onda. Para uma analise mais especifica seria necessaria como, por exemplo,

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Figure 15 — Teores de agucares redutores (AR) obtidos na hidrélise &cida do sisal utilizando diferentes

concentracgdes de H.SO. e tempos de aquecimento em autoclave (121 °C).
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Figura 16 — Teores de compostos fendlicos obtidos nos HB e HD de sisal nas concentracdes de acido

sulfurico utilizadas para o tempo de 15 e 30 min. de aguecimento em autoclave.
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Bezerra et al. (2016) realizaram a hidrolise &cida de bagaco de sisal testando diferentes
concentragfes de H2SO4 (0,5; 1,5 e 2,5%) submetidas a 1 hora de tratamento em diferentes
temperaturas (100; 110 e 120 °C). Eles analisaram os acUcares fermentesciveis obtidos por
CLAE, quantificando 6,2 g.L de xilose e 3,66 g.L™* de glicose e, indicaram que o melhor
resultado obtido foi com 2,5% do &cido a 120 °C. Essas condi¢des sdo semelhantes as utilizadas
na presente pesquisa, que, no entanto, utilizou apenas 15 min. de aquecimento.

Kaschuk et al. (2017) hidrolisou enzimaticamente a polpa de sisal, ja pré-tratada com
NaOH, e constatou por CLAE, que em 15 h de processo grande parte da celulose havia sido
hidrolisada obtendo 18,7 g.L de AR em 40 h de hidrélise. A metodologia usada na presente
pesquisa utilizou tempos de aquecimento e procedimento menos drasticos, como 15 e 30 min.
e sem utilizar enzimas, obtendo 9,04 g.L. Isto, a pesar de ser uma concentragdo menor,
promoveria um processo mais econdémico para fermentagao do sisal hidrolisado.

Nos materiais lignocelul6sicos a maior parte da celulose é cristalina, portanto, sao
necessarias altas temperaturas e altas concentrac6es de acido para liberar glicose destas cadeias
que estdo fortemente agregadas e protegidas por cadeias de hemicelulose e lignina. Além disso,
o0 rendimento aumenta com 0 aumento da temperatura. Estes altos rendimentos séo importantes
para obter baixos custos e tém motivado o uso de &cido sulfdrico diluido na hidrélise acida.
Pois, 0 uso de acido sulfarico apresenta menor custo quando comparado com o uso de enzimas
gue degradam a celulose.

Assim como para os hidrolisados do sabugo de milho, os hidrolisados do sisal

apresentaram maior teor de compostos fendlicos durante o aquecimento de 15 min. e quanto
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maior a temperatura e tempo de reacdo maior foi a exposicéo e a liberagcdo desses compostos.
Porém, apds a desintoxicagdo esses teores foram diminuidos e algumas concentragfes nédo
apresentaram diferenca significativa entre elas. Favorecendo o tempo de aquecimento de 15
min. na producéo de acUcares fermentesciveis.

A partir destes resultados, os parametros selecionados para os hidrolisados do sisal
foram de 2,5% de H2SO4 e aquecimento em autoclave a 121 °C durante 15 min.

5.1.3 Residuos de mandioca

Os residuos de mandioca foram submetidos ao processo de hidrolise durante 10 e 15
min. de aquecimento em autoclave (121 °C/1.1 atm.). O tempo de aquecimento de 30 min. ndo
foi realizado, uma vez que, nos processos de hidrolise de sabugo de milho e sisal, este tempo
mostrou resultados similares ao de 15 min. Entretanto as concentracdes de H.SO4 testadas
foram iguais as usadas nesses residuos.

A Tabela 8 mostra que o maior teor de AT foi obtido em 10 min. de aquecimento de
69,12 g.Lt com 1,0% de H,SOa. Para esse processo de 10 min. de aquecimento ndo houve
diferenca significativa (P < 0,05) entre as concentra¢des testadas de 0,5 até 4,5%. Este mesmo
comportamento foi observado nos resultados na determinacdo dos AT dos hidrolisados
desintoxicados, onde também ndo houve diferenca significativa.

O maior valor para AR foi 52,29 g.L* obtido no processo que utilizou a concentragdo
de 1,5% de &cido sulftrico; apos a desintoxicacéo este valor diminuiu para 48,09 g.L™* (Tabela
8).

Os resultados das andlises realizadas para os hidrolisados de mandioca aquecidos
durante 15 min. em autoclave (121 °C/1.1 atm.) estdo apresentados na Tabela 9. Nesta, pode-se
observar que, o maior valor obtido para AT foi de 66,91 g.L™* em 15 min. de aquecimento e
2,0% de &cido. Destes, 57,30 g.L foram determinados como AR, sendo também a maior
concentracdo obtida. A analise estatistica dos resultados da determinacdo de aclcares nos
tempos de 10 e 15 min. de aquecimento n&o apresentou diferenca significativa em 2,0%. Pois,

foi obtido um valor de P=0,22 e P > 0,05 entre esses tempos testados.
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Tabela 8 — Resultados estatisticos das diferentes andlises realizadas nos HB e HD dos residuos de
mandioca nas concentracdes de acido sulfurico utilizadas para o tempo de 10 min. de aquecimento em
autoclave (121 °C).

Compostos Fendlicos

[H2S04] Acucares totais (g.L™?) Aclcares redutores (g.L™?) ) .

) (g &c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado
0,0 4,56+2,81° 2,98+2,01° 3,12+1,84° 2,45+1,20° 0,07+0,06° 0,00+1,81°
0,5 60,31+1,422  61,20+1,35% 40,73+2,33° 38,52+2,45P 0,29+0,02¢ 0,16+0,022
1,0 69,12+1,998  56,11+1,74®  43,55+1,50%  35,30+2,94°  0,30+0,04° 0,20+0,0,5*
15 63,31+1,86  64,00+1,51*  52,29+0,59®°  48,09+0,092  0,32+0,06° 0,12+0,042
2,0 64,39+5,948  62,95+5,05? 50,59+0,722 47,671,572 0,32+0,04°¢ 0,12+0,06?
2,5 66,16+1,41*  53,40+1,97%  42,42+1,98%  34,78+1,81° 0,31+0,002 0,08+0,042
3,0 61,56+0,14*  60,22+1,01*  47,58+0,39%  47,58+3,932 0,34+0,052 0,07+0,062
3,5 67944058  49g83+0292 46,51+0,85®  46,93+131°  0,37#0,02°  0,09£0,09°
4,0 61,10+3,272  54,13%0,75% 40,21+4,12° 35,90+2,48° 0,38+0,012 0,10+0,012
4,5 59,28+1,748  51,81+1 422 40,22+1,63° 38,05+1,15°  0,43+0,06% 0,10+0,042
5,0 51,12+1,93°  49,68+1,95°  41,05+0,99°  44,92+1,71®  0,43+0,00® 0,100,042
Erro Padrdo 1,50 1,71 1,28 2,02 0,17 0,04
P — Valor 0,35 0,05 0,02 0,00 0,00 0,46

b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);

Tabela 9 — Anélise estatistica das diferentes analises realizadas nos HB e HD dos residuos de mandioca

nas concentragdes de acido sulfirico testadas para o tempo de 15 min. de aquecimento em autoclave

(121 °C).
Aclcares totais (g.L™) Aclcares redutores (g.L%) Compostos Fendlicos
[H2SO4] (g &c. vanilico/g)
Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado Bruto Desintoxicado
0,0 4,89+2 47" 3,012+1,60¢ 2,987+4,51° 2,054+1,11¢  0,09+0,14¢ 0,01+0,04¢
0,5 35,79+0,12¢  30,54+0,18°  18,54+2,91¢ 16,98+1,94¢ 0,19+0,54°¢ 0,01+0,05¢
1,0 59,45+0,94%  55,75+0,36% 31,09+4,12°¢ 23,58+2,09¢  0,22+0,01°¢  0,09+0,00%
15 61,90+351°  58,82+3,65®°  4854+1,78°°  39,54+1,58°  0,19+0,94° 0,08+0,00°¢
2,0 66,91+1,30*  60,53+0,50? 57,30+0,812 48,83+0,19°  0,26+0,02 0,08+0,00¢
2,5 65,61+1,99°  56,25+0,65° 55,98+1,25%  41,50+2,12%¢  0,27+0,00*°  0,09+0,00
3,0 64,50+1,16®  54,50+1,86°  52,92+2,28%  47,81+3,66*°  0,32+0,03% 0,11+0,00?
3,5 54,46+2,40%  52,20+0,56°  51,19+2,87% 48,75+2,87*  0,35+0,00®  0,11+0,06%
4,0 52,76+1,69° 50,65+1,13° 37,57+2,59*  38,36+3,80*°  0,40+0,01? 0,09+0,03%¢
4,5 51,12+2,10° 49,68+0,87°  41,15+1,12°  42,90+2,59%®  0,34+0,04® 0,07+0,00°¢
5,0 36,54+0,70°  32,80+1,49°  38,03+0,29 36,14+0,78°  0,30+0,00*°  0,09+0,02°
Erro Padréo 3,39 2,68 3,08 2,80 0,01 0,00
P — Valor 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

&b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre si (P < 0,05);
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Figura 17 — Concentracdes de agUcares totais (AT) e aglcares redutores (AR) liberados durante a
hidrolise acida dos residuos de mandioca, nos HB e HD, a partir de diferentes concentracdes de H,SO4

e tempos de aquecimento de 15 e 10 min. em autoclave.
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A Figura 17 mostra a formacdo de acucares da hidrolise acida dos residuos de
mandioca. Nesta, os melhores resultados foram obtidos na concentracdo de 2,0% de H2SOg,
embora, para o HB tenha sido 1,5% em 10 min. Porém a analise estatistica dessa concentracéo
no tempo de 15 min. ndo mostrou diferencas significativas. Portanto, é possivel padronizar os
processos de hidrolise realizados com os materiais ja estudados (sabugo de milho e sisal) e,
dessa maneira poder fazer a comparacéo entre eles, foi selecionado o tempo de 15 min. para a
hidrolise acida.

Embora outros pesquisadores também tenham utilizado acido sulfurico diluido para
hidrolisar residuos de mandioca, como por exemplo, Loureiro et al. (2020), com o uso da
concentracédo de 5% de H2SO4 e um tempo de aquecimento maior, 2 horas a 120 °C; obtendo
44,68 g.L ! de AR. Nessa mesma concentragdo, em nossa pesquisa, foram obtidos 40,21 g.L*

de AR, porém, com aquecimento de apenas 10 min. em autoclave a 121 °C. E 38,03 g.L* com
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apenas 15 min. de aquecimento. Este menor tempo de aquecimento permite um processo mais
répido e mais barato e, além disso, evita a formacéo de CF.

Os valores obtidos dos teores de CF (Tabelas 8 e 9) mostram que 0 processo de
desintoxicacao foi eficiente, acarretou a uma reducdo de aproximadamente 75 e 90% nos niveis
dos CF presentes nos meios hidrolisados desintoxicados que foram utilizados para fermentagéo.
Na Figura 18 observa-se que a maior liberacdo desses compostos ocorreu a partir da
concentragdo de 3,0% de H2SO4 durante 10 e 15 min. de aquecimento, e o maior valor obtido
foi em 10 min. de aquecimento na concentracao de 5,0% (0,43 g ac. vanilico/g). Com maiores

teores liberados nas maiores concentragoes.

Figura 18 — Teores de compostos fenolicos obtidos nos HB e HD dos residuos de mandioca nas
concentragdes de acido sulfurico utilizadas para o tempo de 10 e 15 min. de aquecimento em autoclave.
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Esses resultados ndo apresentaram muita diferenca entre os CF dos hidrolisados brutos
antes do tratamento. Portanto, e assim como observado para os outros residuos lignocelulésicos
hidrolisados nesta pesquisa (sabugo de milho e sisal), foi fixado o tempo de 15 min. para
padronizacdo de todas as hidrélises acidas a que foram submetidos estes residuos.

ApoOs a anélise dos resultados encontrados de AR e também a avaliagdo das
concentragdes de CF liberados no meio hidrolisado foi possivel identificar que 2,0% de H2SO4
por 15 min. de aquecimento apresentaram os melhores resultados (66,91 g.L™ de agucares
totais, 57,30 g.L* de agticares redutores e 0,26 g ac. vanilico.g™, diminuindo para 0,08 apds a
desintoxicacdo). Esses parametros foram escolhidos como os melhores para realizar a

fermentacdo com os meios HB e HD.
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O comportamento desses resultados de AT, AR e CF segue 0 mesmo padrdo que 0s
teores obtidos para os hidrolisados de sabugo de milho e folhas de sisal. Essa avaliagéo das
diferentes concentracdes do acido e dos diferentes tempos de aguecimento em autoclave indicou
gue ao aumentar a concentracdo acima de 3,0%, o fracionamento do material lignocelulésico
para conversdo em agucares é prejudicada. Além desse aumento da concentracdo, ao aumentar
o tempo de contato da biomassa com o &cido também hé influencia na liberagdo dos agUcares,
pois, ocorre a formacdo de outros compostos de degradacdo a partir da hemicelulose e da
lignina. Estes foram detectados nas hidrolises que sofreram aquecimento durante 30 min. Com
o intuito de avaliar e identificar estes compostos liberados foram realizadas analises em CLAE
(em inglés HPLC — High Performance Liquid Cromatography).

5.2 5.2 ANALISES DE COMPOSTOS INIBITORIOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (CLAE/HPLC).

A analise por CLAE foi realizada nos hidrolisados selecionados, com 2,0% de acido
sulfurico para os residuos de mandioca e 2,5 % para 0 sabugo de milho e sisal e tempo de
aquecimento em autoclave de 15 min. (121 °C/1.1 atm.). A finalidade foi identificar alguns
compostos inibidores que poderiam estar presentes nos meios hidrolisados.

Segundo a literatura os principais compostos derivados do tratamento acido e
aquecimento da hemicelulose e da celulose sdo subprodutos, como, acidos organicos,
compostos fendlicos e furanos. Dentre os acidos, o mais frequente é o acido acético, derivado
da desacetilacdo da hemicelulose, &cido férmico e acido levulinico. Os derivados de furano sdo
o furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) formados pela desidratacdo de pentoses e hexoses,
respectivamente. E por ultimo, a quebra da lignina gera compostos fendlicos como, por
exemplo, seringaldeido, acido 4-hidroxibenzaldeido e 4-hidroxibenzdico e os acidos: salicilico,
vanilico, siringico, gentisico, entre outros (TAHERZADEH et al., 2000; JONSSON et al.,
2013).

Antes da andlise por HPLC dos meios hidrolisados foram determinados os tempos de
retencdo de alguns dos compostos encontrados durante a hidrdlise 4cida com aquecimento de
materiais lignoceluldsicos, que serdo utilizados como padrdo de comparacdo. A Tabela 10

mostra esses compostos e seus respectivos tempos de retencgéo.
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Tabela 10 — Compostos utilizados como padrdo na analise dos meios hidrolisados e seus

respectivos tempos de retengéo obtidos por HPLC.

Composto inibidor Tempo de retenc¢do (min.)
Hidroximetilfurfural 7,86
Furfural 10,71
Acido Siringico 14,67
Siringaldeido 15,63
Acido p-cumarico 16,11
Acido Fertlico 16,60

A partir dos tempos de retencdo (Tabela 10) as amostras dos hidrolisados bruto e
desintoxicado foram analisadas quanto a presenca destes compostos, e seus resultados estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Compostos obtidos na analise por HPLC dos meios hidrolisados bruto e desintoxicado.

Amostras Processo Furfural Acido p- Acido Siringaldeido Acido HMF
cumarico  ferdlico siringico
Sabugo Bruto X X X
Sabugo Desintoxicado X X X
Sisal Bruto X X X
Sisal Desintoxicado X X
Mandioca Bruto X X X
Mandioca Desintoxicado X X

HMF: Hidroximetilfurfural.

O furfural, derivado da xilose esta presente em todos os meios hidrolisados, inclusive
nos meios desintoxicados, porém, os compostos que ainda foram identificados apds a
desintoxicagdo provavelmente se encontraram em menor quantidade. O que foi possivel
visualizar pela diferenca da area encontrada no pico de furfural que foram menores para 0s
meios desintoxicados, inclusive houve diminui¢do no tempo de retencéo, o que também indica
a menor concentracdo do composto (Figura 19).

Ap0s a desintoxicacdo o meio hidrolisado do sabugo continuou a apresentar furfural,
acido p-cumarico e acido ferulico, porém, ndo foi possivel quantifica-los, ainda assim, pelo
cromatograma € bem visivel a diminuicdo da area dos picos destes compostos.

Os acidos p-cumarico presentes nos hidrolisados de sabugo de milho e sisal, assim

como o acido ferulico presente no meio do sabugo sdo os compostos fendlicos mais abundantes
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nos residuos lignoceluldsicos, pois, constituem a parede celular das plantas, onde, estes estéo
associados aos componentes da parede celular de forma livre ou ligados covalentemente através
de ligacGes éster ou éter a lignina e a hemicelulose, fazendo a conectividade com a parede
celular da planta (DAMASCENO et al., 2010).

O siringaldeido foi identificado no meio hidrolisado de sisal desintoxicado, este, € um
derivado do &cido siringico que estava presente no meio de sisal antes da desintoxicacao.

Nos meios hidrolisados dos residuos de mandioca houve a identificacdo de HMF e
furufral, além do siringaldeido no meio bruto. O HMF é derivado da glicose e 0 meio
hidrolisado de mandioca foi 0 que apresentou a maior concentracdo de agucares redutores, 0s
resultados da analise de compostos fendlicos indicam que a glicose foi transformada em HMF

durante a hidrdlise acida.

Figura 19 — Cromatograma do composto furfural antes e ap6s a desintoxicacao do hidrolisado de sabugo

de milho (sinal pelo tempo de retencao).
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Para uma analise quantitativa destes compostos no meio hidrolisado é necessaria uma
metodologia de andlise mais especifica. A metodologia empregada nesta pesquisa apenas
conseguiu identificar a presenca dos compostos pela comparacdo com os respectivos padrdes,
desta forma a metodologia empregada foi adequada.

Para a identificacdo de outros compostos, além dos analisados na presente pesquisa,
é preciso de novos padrdes para comparagao.

5.3 ENSAIOS DE FERMENTACAO COM O USO DE MEIO SINTETICO

5.3.1 Avaliacdo dos parametros: tempo de incubacao, agitacdo e pH inicial do meio

As fermentacdes foram realizadas utilizando um meio sintético padréo adicionado de
glicose ou xilose, como fontes de carbono, nas concentragdes iniciais 20,0; 40,0 e 60,0 g.L*
desses acUcares. Foram avaliados o desenvolvimento celular e a producdo de etanol das
leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus para selecionar os melhores
parametros e condi¢des de fermentacdo e, posteriormente, substituir essas fontes de carbono
por concentracOes equivalentes dos meios hidrolisados obtidos de sabugo de milho, sisal e
residuos de mandioca. As fermentac6es foram realizadas utilizando as diferentes concentragdes
de glicose ou xilose, submetidas a diferentes pH iniciais (5,5; 6,0 e 6,5), agitacdo (0; 50 e 100
rpm) na temperatura de 30 °C durante 24 h de incubagdo. Foram realizadas 10 combinagdes

com uma repeticdao no ponto central, em triplicata, para cada meio sintético.

5.3.1.1 Estudo do comportamento da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio

sintético adicionado de diferentes concentracées de glicose

O desenvolvimento da levedura foi determinado por analises realizadas a cada 2 h
durante uma fermentacdo de 24 h a 30 °C. Na Figura 19 estdo representadas as médias da
producdo de biomassa celular obtidas durante o experimento para cada uma das concentragdoes
iniciais de glicose (20, 40 e 60 g.L ™). Figura 20 pode-se observar o bom desenvolvimento

apresentado pela levedura.
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Figura 20 — Crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae com agitacdo de 0, 50 e 100 rpm
variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* de glicose e sais minerais,
incubado a 30 °C durante 24 h.
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O in6culo inicial para cada fermentacdo foi de 0,18 g de células da levedura. Na
concentracéo de 20 g.L* de glicose foi obtido o maior desenvolvimento celular (1,92 g.L* de
biomassa) quando o meio de cultura foi agitado a 100 rpm. Esta concentracdo apresentou a
menor fase de adaptacdo (fase lag) em 6 h de fermentacao. Quando o meio foi agitado a 50 rpm
foram produzidos 1,78 g.L™ de biomassa e para 0 meio sem agitacdo (0 rpm) foram obtidos
1,70 g.L™L. Este mesmo comportamento se repetiu para as trés rotacdes testadas (Figura 20).

Na concentragdo de 40 g.L* o maior desenvolvimento (1,99 g.L) ocorreu na
velocidade de agitacdo de 50 rpm. A fase de adaptacdo para 100 rpm foi a menor (6 h). Para 50
rpm foi de 8 h e quando o meio ficou sem agitar (0 rpm) foi de 10 h indicando que a levedura
necessita da incorporacdo de oxigénio para absorcdo dessa hexose, embora ndo seja necessario
para seu transporte. Este comportamento foi observado em células cultivadas aerobicamente
guando comparada com células cultivadas anaerobicamente, indicando que o oxigénio induziu
ou ativou um sistema de transporte (HAHN-HAGERDAL et al., 1994). Apos, inicia-se a fase
exponencial e passado esse tempo de adaptacdo o comportamento da levedura foi similar para
as trés rotagdes testadas (Figura 20).

Na concentracdo em que houve a maior disposicdo de glicose (60 g.L ™), o maior
crescimento celular ocorreu em 0 e 50 rpm (2,20 g.L™?). Entretanto, o tempo de adaptagéo foi

de 8 h para as trés rotagdes testadas. Em 100 rpm o crescimento foi de 1,88 g.L™ de biomassa.
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Os valores obtidos para o desenvolvimento da levedura nas concentragdes de glicose
(20, 40 e 60 g.L) testadas, embora estejam muito proximos, foi maior para a agitagdo de 100
rpm, onde também apresentou a maior fase lag (Figura 20).

O pH do meio de fermentacdo diminuiu devido ao aumento da biomassa, uma vez que,
durante seu desenvolvimento ocorre a absorcdo da glicose e a liberacdo de acidos e outros
subprodutos do seu metabolismo, consequentemente, diminui o pH do meio de cultivo. Essas

alteracdes estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Alteracdo de pH nas concentragdes de 20, 40 e 60 g.L com desvio padréo de + 0,01.

Tempo (h) 20 40 60
Orpm 50rpm 100rpm Orpm S50rpm 100rpm Orpm 50 rpm 100 rpm
0 5.50 6.50 6.00 6.50 6.00 5.50 6.00 5.50 6.50
2 4.25 4.60 4.43 4.63 4.26 4.23 4.57 4.38 4.59
4 3.39 3.50 3.32 3.42 3.33 4.28 3.61 3.18 3.46
6 2.76 2.82 2.75 2.87 2.84 2.14 3.25 2.65 3.29
8 2.73 2.68 2.51 2.66 2.61 2.20 3.19 2.53 3.30
10 2.71 2.69 2.54 2.32 2.57 241 3.21 2.52 3.29
12 2.70 2.72 2.47 2.57 2.62 2.39 3.20 2.52 3.28
14 2.77 2.69 2.50 2.50 2.43 2.32 3.20 2.51 3.28
16 2.73 2.69 2.30 2.61 2.30 2.20 3.17 2.50 3.26
18 2.75 2.68 2.49 2.47 2.26 2.19 3.19 2.51 3.26
20 2.73 2.69 2.60 2.48 2.21 2.17 3.20 251 3.27
22 2.71 2.69 2.61 2.46 2.10 2.10 3.21 2.43 3.28
24 2.71 2.66 2.61 2.44 2.08 2.02 3.25 2.42 3.33

O pH no final das fermentacdes (ap6s 24 h) diminuiu drasticamente, passou de 6,5
para 2,66 na concentragdo de 20 g.L ™t de glicose e agitacdo de 50 rpm; em 40 g.L"* terminou em
2,02 (100 rpm); e, para 60 g.L o pH ao final foi de 2,42 (50 rpm). Portanto, foi possivel
verificar que, mesmo triplicando a concentracdo da fonte de carbono oferecida ndo ocorreram
variacdes drasticas do valor do pH do meio. Ainda, foi possivel observar que o pH do meio de
fermentacdo ndo foi influenciado pela agitacdo, pois, apresentou a mesma variagcdo nas
velocidades de rotacdes de 0, 50 e 100 rpm. A Figura 21 mostra o decréscimo no pH do meio

conforme houve o desenvolvimento da levedura.
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Figura 21 — Alteracdo de pH no meio de fermentacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae com
agitacédo de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* de

glicose e sais minerais, incubado a 30 °C durante 24 h.
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A avaliagdo do pH do meio de cultivo durante a fermentacdo é uma forma de analisar
0 andamento do processo, pois com o aumento da producdo de etanol também sdo liberados
CO, acido acético e de acidos orgéanicos, e o pH va diminuindo (Figura 21).

A Figura 22 mostra que o teor de etanol produzido pela levedura S cerevisiae no meio
sintético adicionado de 40 g.L™* de glicose e sem agitacdo (0 rpm) foi de 26,50 g.L™ de etanol
em 8 h de fermentagao e apds 20 h esse valor chegou a 28,37 g.L™. Com 50 rpm foi de 23,30 g
L em 20 horas de fermentagdo, para os dois pardmetros o pH inicial foi de 6,5 e 6,0,
respectivamente. Com agitacdo de 100 rpm todas as concentracdes de etanol diminuiram e o

valor méximo obtido foi de 7,50 g.L* (Figura 22).
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Figura 22 — Producdo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae com agitagdo de 0, 50 e 100

rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L™* de glicose e sais minerais
incubado a 30 °C durante 24 h.
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A Figura 22 apresenta a producéo de etanol nas diferentes concentragdes de glicose
adicionadas no meio sintético usando diferentes velocidades de agitacdo. Na concentracdo de
20 g.L* a levedura S. cerevisiae produziu 18,95 g.L* de etanol em 0 rpm e 20,52 g.Lt em 50
rpm durante 24h de fermentagdo. Em 100 rpm esse valor diminuiu para 14,22 g.L™.

Na concentragio de 60 g.L dessa fonte de carbono os maiores teores de etanol foram
12,25; 7,59 e 6,59 g.L "t em 0, 50 e 100 rpm, respectivamente. Indicando que em menor agitacao
houve maior producdo de etanol, e que maior velocidade de agitacdo em um cultivo aerébio
promove a reducdo da formacdo desse produto estimulando o crescimento. Este efeito € mais
drastico na fase estacionaria e na fase exponencial. Além disso, durante o crescimento
respiratério a S. cerevisiae consome mais energia e na caréncia da fonte de carbono, pode
consumir o proprio etanol como fonte de carbono para sua sobrevivéncia (STAHL et al., 2004).
Portanto, a agitacdo mecénica ndo é necessaria durante o processo. Isto diminuiria o custo da
aplicacdo industrial.

Os menores valores na producdo de etanol foram obtidos no meio de cultura
adicionado de 60 g.L™ de glicose (Figura 22). Isto pode ser devido a uma maior concentrago
de substrato gerar um estresse osmético nos micro-organismos, reduzindo a atividade das

enzimas da rota fermentativa, uma vez que, as altas concentracdes de agucares retardam o
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mecanismo de producgdo de etanol nas células diminuindo o rendimento e a produtividade de
etanol (NAGHSHBANDI et al., 2019).

Além disso, apos 12 horas de fermentacdo, a glicose j& estava quase esgotada, e
consequentemente, a escassez dessa fonte de carbono levou a levedura a usar o proprio produto
do metabolismo secundario (etanol), causando uma ligeira diminuicdo nos niveis de etanol.
Lavova et al (2014) avaliaram duas cepas de Saccharomyces e constataram que a mudanca
diauxica ocorria apds 8 a 12 horas de incubacgédo. O desenvolvimento das leveduras € controlado
em parte pela disponibilidade de nutrientes. Quando as células de levedura sdo crescidas em
culturas liquidas em meios ricos em glicose, elas metabolizam este agucar predominantemente
pela via glicolitica, liberando etanol no meio de cultura. Quando a glicose torna-se limitante,
ocorre uma diminuicdo da taxa de crescimento e do metabolismo por comutacdo de glicolise
aerobia para utilizacdo de etanol, e essa alteracdo do crescimento é conhecida como
deslocamento diauxico, como pode ser observado na Figura 22 (LAVOVA et al., 2014).

Nas Figuras 20, 21 e 22 observa-se também que, em maior velocidade de rotacdo a
levedura apresentou maior consumo de acucar, maior desenvolvimento celular e maior
diminuicdo do pH. Ja em velocidades de agitacdo menores houve a maior producao de etanol.

A produtividade na producgéo de etanol foi maior nas primeiras horas de fermentagao
em todas as concentracgdes de glicose adicionadas ao meio de cultura.

A mais alta taxa de produtividade foi de 4,46 g.L1.h? alcancada em 4 horas de
fermentacdo e pH inicial de 6,5 para 40 g.L* de glicose. Nestas mesmas condiges em 8 h de
fermentacdo foi de 3,31 g.h*.L%; e em 24 h foi de 0,98 g.L%.h"t de produtividade.

Para as concentragdes de glicose 20 e 60 g.L™*a maior produtividade alcancada foi de
1,55 g.h.”2Lt em 10 h de fermentacdo e 0,65 g.h.L* em 16 h de processo, respectivamente.
Esses valores foram obtidos nos meios de cultura sem agitacdo (0 rpm).

A Figura 23 mostra o consumo da glicose pela levedura. Nesta, pode ser observado
que em 24 h de fermentacao o consumo foi total em todas as concentracdes de glicose, em todas
as velocidades de agitagéo e todos os pH testados. Indicando a 6tima capacidade da S. cerevisiae
de producéo de etanol e que, a producdo de etanol desta levedura dependera da viabilidade

celular e do tempo de processo.
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Figura 23 — Consumo de acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae com agitacdo de 0, 50 e

100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* de glicose e sais

minerais incubado a 30 °C durante 24 h.
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A producdo de etanol pela S. cerevisiae também pode ser afetada pela producao de

biomassa e outros metabdlitos produzidos durante a fermentagdo, como &cidos organicos,

ésteres, etc., uma vez que, o carbono fermentavel também pode ser direcionado para outras vias

metabolicas. Nos processos industriais para producdo de etanol, até 4% da matéria-prima do

acucar utilizado como substrato é convertido em glicerol, o que representa uma perda
indesejada dessa fonte de carbono (VAN AALST et al., 2022).
Na Tabela 13 pode ser observado que durante a fermentacdo praticamente ndo houve

formacdo de compostos fendlicos no meio de cultura. Ainda, em algumas amostras foi possivel

observar os compostos aumentarem com o tempo de fermentacdo, porém, esses valores,

poderiam ser devidos a leitura de outros materiais que absorvam no mesmo comprimento de

onda.
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Tabela 13 — Compostos fendlicos em 20, 40 e 60 g.L* obtidos dos meios fermentados pela levedura S.

cerevisiae.
20g.L*! 40 gLt 60 g.L"!
Tempo (h) Orpm 50rpm 100rpm Orpm 50rpm 100rpm Orpm 50rpm 100 rpm
4 0.006 0.014 0.143  0.005 0.012 0.014 0.080 0.079 0.083
6 0.012 0.012 0.129  0.007 0.012 0.011  0.060 0.066 0.077
8 0.005 0.005 0.087 0.010 0.020 0.014  0.050 0.043 0.098

10 0.009  0.005 0.048 0.012 0.022 0.016 0.060 0.051 0.088
14 0.012  0.005 0.109 0.014 0.059 0.018 0.080 0.082 0.104
16 0.012 0.010 0.079 0.015 0.059 0.016 0.090 0.108 0.090
20 0.014 0.012 0.231 0.018 0.078 0.019 0.100 0.112 0.100
24 0.008 0.014 0.264 0.020 0.084 0.019 0.112 0.079 0.110

5.3.1.2 Estudo do comportamento da levedura Pachysolen tannophilus em meio

sintético adicionado de diferentes concentracoes de glicose

As fermentacOes foram realizadas utilizando as diferentes concentracdes de glicose,
submetidas a diferentes pH iniciais (5,5; 6,0 e 6,5) e agitacdo (0; 50 e 100 rpm) na temperatura
de 30 °C durante 24 h de incubagdo. Foram realizadas 10 combinagdes com uma repeti¢éo no
ponto central, em triplicata, para cada meio sintético. As analises foram realizadas a cada 2 h.

Em comparacdo com o crescimento das leveduras S. cerevisiae em meio adicionado
de glicose itens (5.2.1.1) e P. tannophilus em meio contendo xilose (5.2.1.3) a maior formagéo
de biomassa foi pela levedura Pachysolen tannophilus em meio adicionado com 20 g.L* de
glicose, sendo de 5,56 g.L™* em 100 rpm.; e 4,35 g.L* em 50 rpm. Sem agitacdo (0 rpm) foi de
3,60 g.L* de células (Figura 24).

Quando o meio de cultura foi adicionado com 40 g.L* de glicose a levedura cresceu
454 g.L e 4,059.L para 100 e 50 rpm, respectivamente. Sem agitagdo (0 rpm) o crescimento
foi menor de 2,77 g.L de biomassa. Com meio inicial de 60 g.L™* de glicose os crescimentos
ao final da fermentacéo (24 h) foram de 3,34; 3,19 e 3,98 g.L* para sem rotacdo (0 rpm), 50 e
100 rpm, respectivamente.

A partir da Figura 24 verifica-se que no meio fermentado com agitagdo de 100 rpm
ocorreu 0 maior crescimento celular da levedura para as trés concentracdes de agutcares (20, 40
e 60 g.L ). De acordo com Melo et al. (2007), além da oxigenagéo, a agitacdo também facilita
a homogeneidade do meio, permitindo um melhor acesso do micro-organismo ao substrato. No

entanto, a agitacao de até 100 rpm pode aumentar, consideravelmente, a oxigenagdo do meio e,
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segundo Ishikawa; Nobayashi; Tanaka (1990), o oxigénio desvia a via metabdlica de sintese de

etanol para producéo de acetaldeido, o qual inibe o crescimento celular dos micro-organismos.

Figura 24 — Crescimento celular da levedura Pachysolen tannophilus com agitacédo de 0, 50 e 100 rpm

variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* de glicose e sais minerais,

incubado a 30 °C durante 24 h.
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Também é possivel observar que a agitacdo pouco influenciou o pH, uma vez que, 0s

valores determinados foram muito similares entre as diferentes concentracdes iniciais de glicose

do meio de cultura (Tabela 14).

Tabela 14 — Alteracdo de pH nas concentragdes de 20, 40 e 60 g.L com desvio padréo de + 0,01.

Tempo (h) 20g.L? 40g.L* 60g.L*

Orpm 50rpm 100rpm Orpm 50rpm 100rpm Orpm 50rpm 100 rpm
0 5.50 6.50 6.00 6.50 6.00 550 6.00 5.50 6.50
2 4.38 4.82 454 484 4.42 396 4.88 4.74 4.04
4 414 4.40 3.96 456 3.88 3.28 437 4.15 3.32
6 3.62 3.86 3.01 4.23 3.33 275 3.58 3.39 2.76
8 3.18 3.38 241  3.73 2.90 233 3.05 2.87 2.34
10 2.93 2.87 232 357 2.64 212 293 2.72 2.32
12 2.61 2.64 232 325 2.39 209 284 2.70 2.32
14 2.54 2.42 235 298 2.21 206 2.84 2.70 2.31
16 2.49 2.21 239 292 2.15 204 285 2.72 2.30
18 2.36 2.06 234 290 214 202 273 2.66 2.22
20 2.39 2.01 240 2.68 2.16 201 281 2.73 2.21
22 2.39 2.01 242  2.65 2.14 204 275 2.66 2.24
24 2.33 2.00 239 259 2.04 202 272 2.56 2.20

Assim como o que foi observado para a S. cerevisiae, em todos 0s meios utilizados

houve diminuigdo do pH. Este mesmo comportamento foi observado em todas as concentragdes
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da fonte de carbono adicionada, pH iniciais e agitacdo. A Figura 25 apresenta as alteracdes do
pH do meio de cultura fermentado pela levedura Pachysolen tannophilus sob diferentes

condic¢des em 24 h de incubacéo.

Figura 25 — Alteracdo de pH no meio de fermentacéo da levedura Pachysolen tannophilus com
agitagdo de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40e 60 g.L™" e
sais minerais, incubado a 30 °C durante 24 h.
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A producdo de etanol por P. tannophilus nos meios com a adigdo de glicose em 40 e
60 g.L foi maior com o0 uso de agitacdo e os resultados obtidos para as trés concentracdes
foram muito proximos (Figura 26). Os maiores teores de etanol em 40 e 60 g.L™ de glicose,
foram de 9,01 g.L ! para40 g.L" € 9,24 g.L "t em 60 g.L*. Estas duas produgdes foram obtidas
utilizando agitagdo de 100 rpm durante 20 h de processo. Ja a concentragdo de 20 g.L*
promoveu a formagcéo de 8,30 g.L sem agitacdo (0 rpm) em 16 h de fermentagao.
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Figura 26 — Producdo de etanol pela levedura Pachysolen tannophilus com agitacdo de 0, 50 e 100 rpm
variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* e sais minerais incubado a 30
°C durante 24 h.
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Em uma pesquisa realizada por STAHL et al., (2004) foi constatado que as células de
levedura crescem exponencialmente durante a fermentacdo, dobrando o tamanho da populacéo
a cada 90 min. Apds consumo de todas as fontes de carbono fermentaveis, as células da levedura
mudam a via metabdlica e passam por uma adaptacao a nova fonte de carbono (etanol presente
no meio de cultura), com esta mudanca ocorre um atraso do crescimento chamado deslocamento
ou crescimento diduxico (STAHL et al., 2004). Isso explicaria a queda na concentracdo de
etanol apds 16 ou 20 horas de processo (Figura 26).

O crescimento e a producdo de etanol pela levedura P. tannophilus indicam que é
necessario que haja a agitacdo do meio, diferentemente da levedura S. cerevisiae que apresentou
as melhores producdes de etanol em meios sem agitacao.

A maior produtividade obtida neste processo fermentativo foi 0,51 g.h"2.L"t em 16 h
de fermentac&o, na concentracdo inicial de glicose de 20 g.L™ sem agitagdo (0 rpm). Em 20 h
de fermentacio na agitacio de 100 rpm nas concentracdes de 40 e 60 g.L! de glicose
produtividade foi de 0,45 g.h'*.L e 0,46 g.h".L?, respectivamente.

A levedura pode ter grande desenvolvimento celular produzir outros metabolitos,
como por exemplo, o glicerol que é produzido no citosol da levedura juntamente com o etanol.
Por isso, apesar da alta concentracdo celular da P. tannophilus ndo houve alta producgéo de
etanol, e ainda, ha uma queda na concentracdo do etanol produzido, pois a levedura pode gerar

o0s subprodutos glicerol e/ou xilitol e reduzir a eficiéncia de producéo de etanol.
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A Figura 27 apresenta o consumo das diferentes concentragdes de glicose adicionadas
ao meio de cultura durante 24 h de fermentagdo. Nesta observa-se que a levedura consumiu o

acucar durante todo o processo fermentativo.

Figura 27 — Consumo de agUcares pela levedura Pachysolen tannophilus com agitacdo de 0, 50 e 100

rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* e sais minerais incubado a
30 °C durante 24 h.
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Algumas pesquisas apontam que a Pachysolen tannophilus pode utilizar glicerol como
fonte de carbono para producédo de etanol. Por exemplo, Liu et al. (2012) utilizaram glicerol
como Unica fonte de carbono, concentrago inicial de 25 g.L™, durante 90 horas de fermentagéo
produzindo 6,0 g.L* de etanol. Outro estudo também com glicerol, porém com a P. tannophilus
imobilizada em criogel relatou uma producio de 8,20 g.L* de etanol e produtividade de 0,39
g.ht.L"t em uma fermentacdo de 24 h (STEPANOV; EFREMENKO, 2017). Os maiores teores
de etanol obtidos na presente pesquisa foram produzidos em menor tempo de processo, a partir
de 16 h de fermentacéo, e maiores teores, de 8,30; 9,01 e 9,24 g.L . A produtividade obtida foi
de 0,51 g.h"t.Lt em 16 h de fermentacéo; e 0,45 g.h*.L 1 e 0,46 g.ht.L- em 20 h.

Apesar de os melhores resultados de crescimento e producéo de etanol serem obtidos
em 100 rpm, um alto teor de oxigénio do meio de cultura pode levar a producédo de subprodutos
inibidores afetando a fermentacéo alcodlica (ISHIKAWA; NOBAYASHI; TANAKA, 1990),

por esse motivo foi selecionada a agitacdo de 50 rpm, pH inicial de 6,5 e a concentracdo inicial
de40g.L
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5.3.1.3 Estudo do comportamento da levedura Pachysolen tannophilus em meio
sintético adicionado de diferentes concentracées de xilose

Nestes ensaios a levedura P. tannophilus foi fermentada em concentracGes inicias de
20; 40 e 60 g.L™* de xilose submetidas a diferentes pH iniciais (5,5; 6,0 e 6,5) e agitacdo (0; 50
e 100 rpm) na temperatura de 30 °C durante 24 h de incubacéo.

A D-xilose, uma pentose, € o principal produto da hidrélise da hemicelulose de muitos
materiais vegetais, onde pode representar em torno de um terco dos acgucares redutores. A
levedura P. tannophilus apresenta enzimas xilose redutase e xilose isomerase que Ihe conferem
a capacidade de metabolizar essa fonte de carbono para produzir etanol.

Na fermentacdo em meio contendo xilose a levedura apresentou bom crescimento,

principalmente quando utilizada a rotacdo de 100 rpm (Figura 28).

Figura 28 — Crescimento celular da levedura Pachysolen tannophilus em meio contendo xilose com
agitacdo de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L e

sais minerais, incubado a 30 °C durante 24 h.
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Como apresentado nesta Figura 27, ficou evidente o maior desenvolvimento da P.
tannophilus foi com a rotacéo de 100 rpm para todas as concentracdes de xilose adicionadas ao
meio de cultura. Com 60 g.L* o crescimento foi de 3,05 g.L? de células; em concentragdo
inicial de 40 g.L* foi de 2,50 g.L e em 20 g.L* 0 maior desenvolvimento foi de 2,03 g.L ™.

A agitacdo do meio favoreceu o crescimento celular. Em contrapartida, um processo

onde se tenha a conversao de fontes de carbono voltadas principalmente para manutencéo do
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crescimento celular do micro-organismo pode ndo ser vantajoso, pois, além da grande
quantidade de biomassa formada, a concentragdo de etanol nos meios ndo aumentou de forma
proporcional ao crescimento. 1sso pode ser explicado pelo fato de que a levedura ndo sé produz
0 etanol como produto do metabolismo microbiano, mas também outro metabdlito (glicerol),
no qual esta via pode estar sendo favorecida pela agitagdo. Deste modo, o oxigénio foi
necessario para o crescimento de Pachysolen tannophilus em D-xilose, bem como em D-glicose
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

Em comparacdo com o meio sintético composto por glicose, o crescimento em meio
composto por xilose foi menor. A glicose é preferida a xilose na fermentagdo por P.
tannophilus, onde essa levedura cresce melhor. Assim como a maioria dos micro-organismos
esta levedura prefere a glicose a outros acicares monomeéricos e ndo assimila outros agucares
até que a glicose seja consumida, pois, 0s acgucares sdo assimilados sequencialmente. A
utilizacdo simultanea de glicose e outros aculcares sdo raramente observados (GANCEDO,
1998; STULKE; HILLEN, 1999).

Ainda assim, a quantidade de formacdo de biomassa celular foi maior pela P.
tannophilus em comparacdo a S. cerevisiae. 1sSso mostra que em menores concentracdes
celulares ha maior teor de etanol, pois, a levedura precisa manter seu desenvolvimento celular,
porém, produzir o produto de interesse.

Além do crescimento, houve maior queda no valor de pH nos meios que sofreram
agitacdo de 100 rpm. O comportamento do pH esta descrito na Tabela 15 e representado na

Figura 29.

Tabela 15 — Alteracdo de pH nas concentragdes 20, 40 e 60 g.L™.

Tempo (h) 20g.L? 40g.L? 60g.L?
Orpm 50rpm  100rpm Orpm 50rpm  100rpm Orpm 50 rpm 100 rpm
0 5.50 6.50 6.00 6.50 6.00 5.50 6.00 5.50 6.50
4 4.63 5.43 4.69 5.25 5.08 3.75 4.32 4.09 3.86
6 4.63 5.25 3.71 5.07 4.67 3.17 4.11 3.88 3.22
8 4.20 5.24 3.24 4.79 4.45 2.79 3.92 3.78 2.79
10 4.56 5.09 2.78 4.69 4.32 2.46 3.84 3.63 2.68
14 4.42 4.92 2.33 4.65 4.21 241 3.73 3.45 2.68
16 4.34 4.82 2.16 4.49 3.93 2.4 3.64 3.42 2.66
20 4.19 4.61 211 4.35 3.91 2.34 3.55 3.21 2.57

24 4.16 4.39 2.07 4.26 3.77 2.3 3.55 3.10 2.45
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Figura 29 — Alteracdo de pH no meio de fermentacdo da levedura Pachysolen tannophilus em meio
contendo xilose com agitacdo de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais dos meios sintéticos

formados por 20, 40 e 60 g.L e sais minerais, incubado a 30 °C durante 24 h.
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A levedura P. Tannophilus mostrou que, para maior producdo de etanol, em um meio
contendo glicose ou contendo xilose, é indispensavel o uso da agitagdo do meio de cultura.
Diferentemente da levedura S. cerevisiae que apresentou as melhores produgdes de etanol em
meios sem agitacdo. A agitacdo de 100 rpm mostrou o maior crescimento contudo, a producao
de etanol diminuiu devido ao consumo do &lcool como uma fonte de carbono (Figuras 28 e 30).

Com a agitagdo de 100 rpm houve a producio de etanol de 7,05; 6,09 e 6,65 g.L™ em
20, 40 e 60 g.L* iniciais de xilose, respectivamente. Nesta velocidade de agitacdo, quando a
utilizacdo de xilose estava em torno de 10 horas, a concentracdo de etanol foi a mais elevada,
enquanto o perfil de crescimento da levedura aumentou no decorrer do tempo de fermentacéo
(Figura 28), isto poderia explicar o declinio no teor de etanol, pois este foi consumido como
fonte de carbono (Figura 30).
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Figura 30 — Producéo de etanol pela levedura Pachysolen tannophilus em meio contendo xilose
com agitacao de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40

e 60 g.L* de glicose e sais minerais incubado a 30 °C durante 24 h.
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Nos ensaios sem agitacdo (0 rpm) a levedura apresentou pouco desenvolvimento
celular e praticamente ndo produziu etanol, sendo seu maximo teor de producdo de 0,19 g.L*
na concentracéo inicial de 20 g.L* de xilose. Em 40 g.L* de xilose a maior producgdo desta
levedura em 0 rpm foi de 0,21 g.L ™ de etanol. Em 60 g.L ! iniciais esse teor também foi baixo,
de 0,56 g.L%. Provavelmente este fato esta relacionado a levedura ndo receber aeragdo em seu
meio que ndo sofreu agitacdo, pois, estudos apontam que em leveduras fermentadoras de xilose
a producdo de xilitol aumenta em condi¢do de anaerobiose e a producdo de etanol aumenta em
condigcdes de limitacdo de oxigénio (LIGTHELM et al., 1988; VERAS; PARACHIN;
ALMEIDA, 2017). Este evento foi observado nas trés diferentes concentraces de aglcares e
trés pH testados, além do mais, as diferentes agitacGes apresentaram o mesmo perfil de
desenvolvimento e produgéo de etanol.
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Figura 31 — Consumo de acucares pela levedura Pachysolen tannophilus em meio contendo xilose com
agitacédo de 0, 50 e 100 rpm variando os pH iniciais do meio sintético formado por 20, 40 e 60 g.L* de
glicose e sais minerais incubado a 30 °C durante 24 h.
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Na velocidade de agitacdo de 100 rpm foi observada a maior assimilacdo da xilose
pela levedura. Este acUcar diminuiu rapidamente durante as primeiras 8 horas de fermentacéo
das trés diferentes concentracdes iniciais. Nesta velocidade a levedura utilizou a xilose mais
rapida e eficazmente, uma vez que, a concentracao de agucares residuais foi menor do que para
a agitacdo de 50 ou sem agitacédo, simultaneamente, o desenvolvimento celular e a producéo de
etanol foram maiores. Em 50 rpm a levedura apresentou maior consumo do agucar do que sem
a agitacao (Figura 32).

5.3.1.4 Estudo do comportamento do consércio entre Saccharomyces cerevisiae e

Pachysolen tannophilus em meio sintético de glicose ou xilose

Para o consorcio das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus
foram testadas as melhores condigdes utilizadas para a fermentagdo dos meios sintéticos. Foram
utilizados 40 g.L* de glicose ou xilose, pH inicial de 6,5; sem agitacdo para S. cerevisiae e
agitacdo de 50 rpm para P. tannophilus, incubadas a 30°C, durante 24 h.

Inicialmente foi inoculado a Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 e apds as 12 ou

14 primeiras horas esta levedura foi substituida nos meios de cultivo por Pachysolen
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tannophilus CCT 1881 até o final do processo (24 horas). Em um dos ensaios as duas leveduras
foram inoculadas no inicio da fermentacdo (ensaio 6). Foram analisados os pardmetros em
relacdo a pH, crescimento celular, producéo de etanol e agUcares residuais a partir de 4 horas
do inicio da fermentacdo e, ap6s em intervalos de 2 horas até o término do processo
fermentativo de 24 horas (Tabela 16).

A Tabela 16 resume os resultados médios de concentracdo de biomassa celular
formada, producéo de etanol e a produtividade, obtidos para cada ensaio durante o processo de
fermentacdo. Também apresenta o acucar (glicose ou xilose), a concentracéo inicial da fonte de
carbono, a velocidade de agitacdo utilizada no meio, o pH inicial e final e o tempo em que
houve a adi¢do da levedura P. tannophilus.

Tabela 16 — Resultados dos ensaios do consorcio das leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus, meios e
concentracdes da fonte de carbono, velocidade de agitacdo, pH e tempo em que ocorreu a inoculagéo de
troca da levedura, producgéo de biomassa, etanol e produtividade.

Ensaios F(()jr;te Substrato  Agitacdo  pH pH Tempo Biomassa Etanol  Produtividade

carbono 9L (rpm)  inicial final  (h)  (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL.h)

1 Glicose 60 0 6,0 2,58 0 1,57 4,10 0,29
2 Glicose 20 0 6,0 273 12 0,90 11,07 1,00
3 Xilose 20 0 6,0 261 12 1,18 8,52 0,78
4 Glicose 40 0 65 261 14 1,58 16,83 1,45
5 Xilose 40 0 65 2,57 14 1,46 8,03 0,88
6* Glicose 40 0 65 2,68 0 1,27 12,08 0,85
7 Glicose 40 0 65 265 12 1,21 11,96 0,89
8 Xilose 40 0 65 2,59 12 1,44 6,14 0,42
9 Glicose 40 50 6,5 2,69 14 1,46 10,57 1,07
10 Glicose 40 0 6,0 2,65 0 1,59 21,75 2,05

*As duas leveduras inoculadas no inicio da fermentacéo.

A maior producgéo de biomassa da levedura S. cerevisiae ocorreu nos ensaios 1 e 10,
guando em consércio com P. tannophilus foi com o meio acrescido de glicose, ensaio 4. Os
menores crescimentos celulares ocorreram quando o consorcio foi realizado na concentracao
inicial de 20 g.L™ de aglcares (ensaios 2 e 3).

Os pH iniciais utilizados foram 6,0 e 6,5. Ap6s 4 horas de fermentacdo diminuiram
para 2,50 e no final do processo de 24 h o valor foi de 2,57. Mostrando que houve a producéo

de metabolitos pelas leveduras (Figura 32).
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Figura 33 — Consumo de acUcares pelo consorcio das leveduras S. cerevisiae e Pachysolen tannophilus
incubadas a 30 °C durante 24 h.
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A producédo de etanol foi maior quando a levedura S cerevisiae fermentou sozinha
(ensaio 10) na concentragéo inicial de 40 g.L™ de glicose, resultando em 21,75 g.L* de etanol
em 16 h; Assim como a maior produtividade (2,05 g.h"2.L?). Apds as 16 h o teor de etanol
diminuiu o que indica que a levedura apresentou uma fase de crescimento exponencial
utilizando a glicose como principal fonte de energia; entdo, quando a glicose se esgotou a S.
cerevisiae entra na fase respiratoria, na qual o etanol produzido durante o crescimento
fermentativo foi consumido (STAHL et al. , 2004).

O maior teor de etanol obtido pela co-cultura foi no ensaio 4, também com AR inicial
de 40 g.L™* de glicose, onde a P. tannophilus também utilizou glicose. A producéo de etanol foi
de 16,83 g.L %, com crescimento celular de 1,58 g.L*, produtividade 1,45 g/.ht.Lt em pH
inicial de 6,5 e sem agitacao (Figura 33).

Quando inoculadas juntas ao do processo fermentativo, as duas leveduras estavam em
meio sem agitacdo (0 rpm) e pH inicial 6,5 (ensaio 6). O crescimento celular foi de 1,27 g.L™%;
a producdo de etanol de 12,08 g.L e a produtividade de 0,85 g.h*.L? .

Os ensaios 6 e 9 foram 0s Unicos que apresentaram o continuo aumento de etanol apds
a inoculagdo da P. tannophilus. No ensaio 6, as leveduras iniciaram 0 processo juntas e no
ensaio 9 a P. tannophilus foi adicionada apos 14 h de incubagéo, a partir disso 0 meio foi agitado

a 50 rpm.
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Figura 34 — Producdo de etanol pelo consorcio das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen

tannophilus incubadas a 30 °C durante 24 h.
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Os parametros utilizados para a substitui¢do da glicose ou xilose pelos hidrolisados no
consorcio das leveduras foram: a concentragéo inicial de agticares de 40 g.L ™, pH inicial de 6,5;
sem agitacdo nas primeiras 14 h de processo e apés a inoculagdo de P. tannophilus a agitacédo

foi de 50 rpm.

5.3.1.5 Estudo do comportamento do consércio entre Saccharomyces cerevisiae e

Pachysolen tannophilus nos meios hidrolisados

Nos meios contendo o hidrolisado de sabugo de milho a producéo de etanol foi maior
naqueles contendo o hidrolisado bruto (meio sem sofrer processo de desintoxicagdo), onde, 0
maximo valor obtido foi de 12,35 g L™ de etanol em 24 horas de fermentacio, com pH inicial
de 6,5, sem agitagdo no inicio da fermentagdo e apos a inoculacdo da levedura P. tannophilus
0 meio foi agitado a 50 rpm, (Tabela 17). O meio contendo o hidrolisado bruto apresentou
ainda o maior desenvolvimento celular. Ja no meio contendo o hidrolisado desintoxicado a
maior producio de etanol foi de 9,15 g.L %, apds as 24 h de fermentacéo.

Para o hidrolisado do sisal sem sofrer o processo de desintoxicacdo a producdo de
etanol foi 10,50 g.L. Para o meio contendo o hidrolisado submetido ao processo de

desintoxicacdo o teor foi de 10,30 g. L™ (Tabela 17).
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No meio de fermentagdo contendo o hidrolisado bruto de sisal também foi verificado
0 maior crescimento celular (1,64 g.L™), assim como para o sabugo de milho (1,93 g.L%). Estes
dois substratos (sisal e sabugo de milho) apresentaram também a maior produtividade no meio
contendo o hidrolisado bruto. Assim, o processo de desintoxicacao utilizando carvéo ativado
ndo € uma etapa necessaria. Visto que, mesmo na presenca de compostos fenolicos estes
hidrolisados apresentaram maior desenvolvimento celular e maior produgdo de etanol 2G,
indicando que nao houve inibicao significativa da atividade microbiana. Tornando o processo
fermentativo mais econdmico a nivel industrial, uma vez que, dispensa a etapa de
desintoxicagéo.

Assim, como estes dois substratos, no meio contendo o hidrolisado de mandioca bruto
as leveduras também apresentaram a maior producdo de biomassa, de 1,32 g.L! e para 0 meio
contendo o hidrolisado desintoxicado a concentracéo foi de 1,19 g.L (Tabela 17). Este meio
que passou pelo processo de desintoxicacdo apresentou maior teor de etanol (15,20 g.L ) e
maior produtividade (1,52 g.h.L?!). Estes maiores teores foram obtidos em 10 h de
fermentacdo e, a partir deste tempo a levedura apresentou deslocamento diduxico, pois,
metabolizou o etanol produzido. Ainda, em comparacdo com 0s outros substratos, este foi o
maior teor de produtividade.

Estes resultados indicam houve adaptacdo das leveduras nos trés diferentes meios
contendo os hidrolisados dos residuos.

Tabela 17 — Médias para producao de Biomassa, Etanol e Produtividade, tempo de maior producéo, em pH

inicial de 6,5 e concentracéo inicial de 40 g.L™* de agucares.

Meios oH final  Tempo (h) Biomassa Etanol Produtividade ART finl
(/L) (/L) (9/L.h)

Sabugo Bruto 4,10 24 1,93 12,35 0,51 5,40
Sabugo desintoxicado 4,10 24 1,19 9,15 0,38 5,01
Sisal Bruto 3,84 22 1,64 10,50 0,47 1,59
Sisal desintoxicado 3,89 24 1,20 10,30 0,42 0,89
Mandioca Bruto 3,59 24 1,32 11,75 0,49 1,15
Mandioca desintoxicado 3,66 10 1,19 15,20 1,52 0,98

Durante as 24 horas de fermentacdo a maior produtividade do meio contendo o
hidrolisado de sabugo de milho bruto foi de 0,675 g.L™.h™ avaliada em 14 h de fermentacéo.
Para 0 meio contendo o hidrolisado desintoxicado a produtividade em 10 h de fermentacéo foi
de 0,78 g.Lt.hL,
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A maior produtividade do meio contendo o hidrolisado de sisal bruto foi em 10 h de
fermentacéo de 1,0 g.L1.ht. Para 0 meio contendo o hidrolisado desintoxicado foi de 0,54 g.L
1 h™ em 18 h de fermentagc&o.

No meio contendo o hidrolisado de mandioca bruto a produtividade foi de 1,02 g.L"
1 h em 10 h de fermentacdo. Para hidrolisado desintoxicado foi de 1,52 g.L ™ .h* em 10 h de
fermentacéo.

Os resultados de ART mostram o consumo eficiente das leveduras pelos aglcares
presentes no meio, principalmente, nos meios contendo os hidrolisados brutos e desintoxicados

dos residuos de sisal e mandioca.
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6. CONCLUSOES

O consorcio das leveduras Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 e Pachysolen
tannophilus CCT 1891 foi capaz de utilizar os hidrolisados dos substratos estudados (sabugo
de milho, folhas de sisal e residuos de mandioca), uma vez que, apresentaram desenvolvimento
celular e producgdo de etanol. No sabugo de milho produziram 12,40 g.L de etanol, no
hidrolisado de sisal foram 10,50 g.L™* e nos residuos de mandioca 15,20 g.L* de etanol.

Estes resultados indicam que houve adaptacéo das leveduras aos trés diferentes meios
contendo os hidrolisados dos residuos e podem ser utilizados como meios para producgdo de
etanol 2G.

No estudo da hidrdlise &cida dos residuos de sabugo de milho, folhas de sisal e residuos
de mandioca as melhores condi¢des foram 2,5% de &cido sulfirico e 15 min. de aquecimento
em autoclave (121 °C/ 1.1 atm.). A partir destes parametros foi possivel selecionar as condi¢des
de fermentacdo a que foram submetidos estes substratos.

O hidrolisado de sabugo de milho resultou em 39,99 g.L™ de aclcares totais, 35,57
g.L? de aglcares redutores e 1,77 g de compostos fendlicos. Para o hidrolisado das folhas de
sisal proporcionaram 12,90 e 9,04 g.L™ de aglicares totais e redutores e 1,65 g de compostos
fendlicos. Os residuos de mandioca promoveram a formag&o de 66,91 e 48,43 g.L* de aglcares
totais e redutores e 0,27 g de compostos fenolicos.

O processo de desintoxicacdo permitiu a reducdo de 50 a 70% do teor de compostos
fendlicos.

Os residuos estudados mostraram ser uma boa alternativa para a producéo de etanol
2G.
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8.1 CURVA PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCARES TOTAIS

Tabela 18 — Concentrages de glicose (g/L) e absorbancias obtidas na construgdo da curva padréo para

quantificagdo de agUcares totais.

[glicose] (g/L)

Absorbancia (hm)

0.02
0.04
0.05
0.06
0.08

0.186
0.440
0.573
0.710
0.938

Figura 35 — Curva padréo de glicose para agucares totais.
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8.2 CURVA PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCARES REDUTORES

Tabela 19 — Concentracdes de glicose (g/L) e absorbancias determinadas na obtengéo da curva padrdo

de glicose para agucares redutores.

[glicose] (g/L)

Absorbancia (hm)

0,04
0,08
0,10
0,12
0,16
0,20

0,201
0,421
0,551
0,676
0,850
1,103

Figura 36 — Curva padréo de glicose para agucares redutores.
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8.3 CURVA PADRAO DE ACIDO VANILICO PARA COMPOSTOS FENOLICOS

Tabela 20 — Concentragdes de acido vanilico (g/L) e absorbancias determinadas na obtencdo da curva
padrdo de acido vanilico para determinacgdo de compostos fendlicos.

Concentracdo (g/L) Abs. (nm)
0 0
0,02 0,105
0,04 0,229
0,06 0,330
0,08 0,418
0,10 0,497
0,12 0,594
0,14 0,676
0,16 0,781
0,20 0,939
0,25 1,141

Figura 37 — Curva padréo de &cido vanilico para calculo do teor de compostos fenélicos.
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8.4 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR PARA A LEVEDURA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

Tabela 21 — Peso celular da levedura (g/L) e absorbéncias determinadas na obtencdo da curva do

crescimento de Saccharomyces cerevisiae.

Peso celular (g/L) Abs. (hm)
0,36 0,818
0,4 0,965
0,46 1,009
0,46 0,989
0,54 1,185
0,7 1,455
0,76 1,457
1,12 1,793
1,38 1,982
2,82 2,52

Figura 38 — Curva padréo de glicose para crescimento da Saccharomyces cerevisiae.
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8.5 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR PARA A LEVEDURA PACHYSOLEN
TANNOPHILUS

Tabela 22 — Peso celular da levedura (g/L) e absorbéncias determinadas na obtencdo da curva do

crescimento de Pachysolen tannophilus.

Peso celular (g/L) Abs. (hm)
0.050 0.182
0.010 0.210
0.050 0.254
0.160 0.285
0.020 0.321
0.070 0.403
0.160 0.490
3.030 2.431
Figura 39 — Curva padréo de crescimento da Pachysolen tannophilus.
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