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RESUMO

O aumento da escassez de fontes de energiando renovaveis e osimpactos ambientai s associados
reforcam a necessidade de alternativas sustentévels. Nesse contexto, a biomassa do bagaco e
palha de cana-de-agUcar surge como substrato promissor para a producdo de produtos de alto
valor agregado por microrganismos oleaginosos. O presente trabalho avaliou o uso dalevedura
Rhodosporidium toruloides UFMG-CMY 2781 na fermentac&o do hidrolisado hemicelulésico
obtido a partir de mistura de bagaco e palha de cana-de-agUcar (1:1) visando producdo de 6leos
microbianos. A caracterizacdo da biomassa revelou composicdo de 35% celulose, 24%
hemicelulose, 31% lignina, 5% de grupos acetil e 3% de cinzas. O hidrolisado hemicelul6sico
apresentou 26,3 g/L dexilose, 3,79 g/L deglicose, 3,59 g/L de arabinose e compostosinibidores
provenientes do pré-tratamento acido, sendo o &cido acético o principa (3,77 g/L). Para
determinac¢do da razdo o6tima C/N, foi aplicado um planejamento fatorial fracionado 24! (total
de 11 experimentos), avaliando ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amoénio. A
maxima concentracdo celular obtidafoi de 2,45 g/L (C/N = 14), demonstrando que razdes C/N
mais elevadas favorecem o crescimento celular e o consumo de aclicares. A produtividade
lipidica foi baixa (0,089 mg/L.h), indicando que o aclUcar consumido foi destinado a
manutencdo celular. A levedura adaptada em hidrolisado concentrado trés vezes (100%
HHBCA 3X) apresentou crescimento de 5,2 g/L em 24 h, evidenciando resisténcia aos
inibidores, embora 0 consumo de xilose ainda tenha sido limitado, com apenas 0,218%. Os
resultados sugerem gue a adaptacdo gradativa da levedura € uma estratégia promissora, sendo
recomendada para futuros estudos de otimizacdo da razdo C/N, métodos de detoxificacdo e

aprimoramento do pré-tratamento, visando maior produtividade de lipidios microbianos.

Palavras-chave: Biolipidios, hidrolisado hemicelul 0sico, leveduras oleaginosas, razéo C/N,

Rhodosporidium torul oides.



ABSTRACT

The increasing scarcity of non-renewable energy sources and the associated environmental
impacts reinforce the need for sustainable alternatives. In this context, sugarcane bagasse and
straw biomass emerge as promising substrates for the production of high-value-added
compounds by oleaginous microorganisms. This study evaluated the use of the yeast
Rhodosporidium toruloides UFMG-CMY2781 in the fermentation of hemicellulosic
hydrolysate obtained from a 1:1 mixture of sugarcane bagasse and straw, aiming at microbial
oil production. Biomass characterization revealed 35% cellulose, 24% hemicellulose, 31%
lignin, 5% acetyl groups, and 3% ash. The hemicellulosic hydrolysate contained 26.3 g/L
xylose, 3.79 g/L glucose, 3.59 g/L arabinose, and inhibitory compounds from acid pretreatment,
mainly acetic acid (3.77 g/L). To determine the optimal C/N ratio, afractional factorial design
2471 (11 experiments) was applied, evaluating urea, yeast extract, peptone, and ammonium
sulfate. The maximum cell concentration achieved was 2.45 g/L. (C/N = 14), demonstrating that
higher C/N ratios favor cell growth and sugar consumption. Lipid productivity was low (0.089
mg/L -h), indicating that most of the consumed sugar was directed toward cell maintenance. The
yeast adapted to concentrated hydrolysate (100% HHBCA 3X) showed acell growth of 5.2 g/L
in 24 h, evidencing resistance to inhibitors, although xylose consumption remained limited
(0.218%). The results suggest that gradual adaptation of the yeast is a promising strategy, and
further optimization of the C/N ratio, detoxification methods, and pretreatment improvements

are recommended to enhance microbial lipid productivity.

Keywords. Microbia lipids, hemicellulosic hydrolysate, oleaginous yeasts, C/N ratio,
Rhodosporidium toruloides.
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1.  INTRODUCAO
11 Estruturado trabalho

Este trabalho esta estruturado em seis capitul os, cada um abordando diferentes aspectos
do estudo sobre a producéo de lipidios microbianos através de fermentacdes com a levedura
Rhodosporidium torul oides em hidrolisados hemicelul 6sicos de biomassa de cana-de-acucar.
O Capitulo 1 (Introducdo) apresenta a contextualizagcdo do tema, destacando aimportancia da
valorizagdo de residuos lignoceluldsicos, como bagaco e paha de cana-de-agUcar, para a
producdo de bioprodutos de alto valor agregado, além dos objetivos gerais e especificos do
trabal ho.

O Capitulo 2 (Revisdo Bibliogréfica) aborda conceitos fundamentais e avangos
tecnol 6gicos rel acionados ao tema. I nicialmente, discute-se a composi ¢&o quimica da biomassa
e dos residuos lignocelulésicos, com enfoque no bagaco e na palha de cana-de-acUcar. Em
seguida, sdo apresentados métodos de pré-tratamento da biomassa e a formagdo de compostos
inibidores durante ahidrdlise. O capitulo também detal ha fermentagdes microbianas, incluindo
fases de crescimento celular, producdo de metabdlitos associados e ndo associados a
multiplicacdo celular, além de abordar o metabolismo lipogénico da Rhodosporidium
toruloides. Por fim, sdo discutidos os métodos de extracdo de lipidios microbianos, sua
caracterizacdo quimica e suas aplicacdes industriais.

O Capitulo 3 (Objetivos) apresenta os objetivos gerais e especificos do estudo,
indicando o foco naavaliacdo darelacéo C/N em fermentacdes de hidrolisados hemicelul 6sicos
e na producdo de lipidios pelalevedura adaptada.

O Capitulo 4 (Material e Métodos) descreve detalhadamente os procedimentos
experimentais adotados, incluindo a caracterizacdo da biomassa de cana-de-agUcar, 0 pré-
tratamento com hidrélise &cida, o preparo de pré-indculos e inéculos, a condugdo das
fermentagdes, a adaptacédo dalevedura ao hidrolisado concentrado, a quantificacgo dos lipidios
e aandlise estatistica dos dados.

O Capitulo 5 (Resultados e Discussdo) apresenta os resultados obtidos ao longo do
estudo, incluindo a caracterizag@o da biomassa e do hidrolisado hemicelulésico, os efeitos das
diferentes razbes C/N sobre o crescimento e producdo de lipidios, os resultados da adaptacdo
da levedura e das fermentacOes teste, bem como a andlise dos lipidios microbianos extraidos.

Ao final, sdo discutidas as perspectivas de melhoria do processo estudado.
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O Capitulo 6 (Conclusbes) destaca os resultados mais relevantes relacionados a
producdo de lipidios microbianos em hidrolisados hemicelul6sicos de cana-de-aclcar, a
eficacia da adaptacdo da levedura e as implicacBes dos resultados para futuras aplicactes

industriais e pesguisas no campo de biotecnologia de leveduras ol eaginosas.

1.2  Contextualizagdo e Justificativa

Atualmente, abusca pelaimplementacéo de processos de producéo de energiarenovéavel
€ um dos maiores interesses da comunidade cientifica, visto sua importancia na estabilizagdo
climatica por meio da minimizagdo dos efeitos do aquecimento global. Segundo o relatorio
State of the Global Climate 2024 daWMO, atemperaturamediaglobal no ano de 2023 foi 1,55
+ 0,13 °C acimados niveis pré-industriais (1850-1900), e o nivel médio do mar atingiu recorde,
com uma taxa de elevagio de 4,7 mm/ano entre 2015 e 2024 . Tais estudos cientificos
demonstram a urgéncia de uma mudanca do cenario energético mundial.

Segundo o Balanco Energético Nacional de 2025, elaborado pela Empresa de Pesquisa
Energética (EPE) do Ministério de Minas e Energia, a matriz energética Brasileira, apesar de
ser mais renovavel que a matriz de geracdo de energia global (14,3% provinda de fontes
renovaveis no ano de 2022), ainda apresenta equilibrio entre as fontes, sendo aproximadamente
metade (50,0%) proveniente de fontes ndo renovéveis’. Dessa forma, visando uma maior
sustentabilidade, urge que novas aternativas energéticas sejam expl oradas pel o setor de geracéo
de energia brasileiro.

Sob a atual problemética da matriz energética e suas consequéncias a0 ambiente, a
geracdo de energia por biomassa apresenta-se como uma aternativa renovavel vidvel. A sua
grande disponibilidade e variedade de matérias-primas, reducdo de poluicdo do ambiente
comparado com fontes ndo renovaveis, bom custo-beneficio e a capacidade de producdo de
produtos de ato valor agregado justificam um maior investimento e pesquisa nesse ramo
energético’.

A geracao de energia por biomassa devido a suaabundancia contrapde-se com as fontes
de energia ndo-renovaveis devido a sua escassez e disponibilidade. Desse modo, a producéo de
energia provinda de biomassa € consequentemente menos custosa do que a geracdo de energia
através do petréleo, por exemplo. Nesse contexto, pode-se citar os mais diversos residuos
agroindustriais que podem ser utilizados como matéria-prima no reaproveitamento da

biomassa, como madeira, casca de amendoim, casca e borra de café, palha de arroz e bagaco e
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pal ha de cana-de-agticar®. Por exemplo, Cypriano et al. (2017)* relataram a producao de etanol
de segunda geracdo a partir da biomassaresidual dalaranja.

Considerando o cenario brasileiro, aimplementacdo da biomassa como fonte de energia
demonstra-se aindamais promissora, visto adimensao do setor agricola presente no pais, sendo
produtor de destaque de importantes commodities, como cana-de-agUcar, laranja, café e soja.
Vale destacar as industrias sucroal cooleiras no Brasil, difundidas em quase todas as regifes do
pai's, com destague no estado de S&o Paulo®. Sendo o maior produtor-exportador do complexo
sucroacooleiro, o Brasil possui imensurdvel potencial no reaproveitamento da biomassa
residual gerada nesse processo produtivo®.

Do ponto de vista cientifico e socioambiental, a valorizagdo de residuos agroindustriais
esta alinhada com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel propostos pela Agenda 2030
da ONU, as quais visam conciliar crescimento econdmico com inclusdo social e protecéo
ambiental®. A temética de reaproveitamento de residuos agroindustriais esta diretamente
relacionada com o0 ODS 7 (Energia Acessivel e Limpa) uma vez que surge como aternativa
sustentavel as fontes fésseis. De forma andloga, 0 ODS 9 (Industria, Inovagéo e Infraestrutura)
incentiva o desenvolvimento de tecnologias limpas e processos industriais mais eficientes, o
gue abrange a pesguisa e a inovacdo em bioprocessos e bioprodutos derivados de residuos
agroindustriais. Por fim, 0 ODS 12 (Consumo e Producéo Responsaveis) reforca aimportancia
do uso racional dos recursos naturais e da reducéo de residuos, principios centrais da economia
circular e da bioeconomia. Neste contexto, o presente trabalho contribui diretamente para o
ODS 12 ao propor o reaproveitamento de residuos lignocel ul 6sicos da cana-de-acUcar (bagaco
e palha) na producéo de hidrolisados ricos em aclcares fermentaveis, transformando
subprodutosindustriais em lipidios microbianos de alto val or agregado. Dessaforma, promove-
seareducdo de residuos, aval orizacdo de materiai s descartados e a efi ciénciano uso de recursos
naturais, ainhando a pesquisa as metas de consumo e producéo sustentével's e reforcando os
principios de bioeconomia e circularidade®”’.

Durante o beneficiamento da cana-de-agUcar no processo industrial de producéo de
acucar e dcool, uma grande fracdo de biomassa € obtida, por exemplo, da paha durante a
colheita e do bagaco durante a moagem dos colmos para obtencdo do caldo®®. Esses
subprodutos norma mente sdo utilizados na geracéo de vapor através do processo de combustdo
e posterior conversdo em energia el étrica, que pode ser aproveitada dentro da planta industrial
para 0 suprimento energético quanto para a distribuicéo de energia elétrica para as redes
comerciais. Entretanto, o processo de combustdo esta associado a emissdo de poluentes

atmosféricos gasosos e particulados que geram grandes impactos ambientais e para a salde
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humana. Dessa forma, com o0 avanco das tecnologias de reaproveitamento de biomassa, como
o fracionamento desses materiais lignoceluldsicos para a obtencdo de seus monbémeros
congtituintes, torna-se possivel a producdo de compostos de alto valor agregado, ampliando e
diversificando as cadeias produtivas das culturas agricolas’.

O bagaco e a paha de cana-de-agUcar, assm como a maioria dos residuos
lignocelul ésicos, tem sua composi¢ao formada majoritariamente por celulose, hemicelulose e
lignina®, variando seu percentual considerando diferentes tipos de residuos (bagago de cana-de-
agucar, palha de trigo, madeira, residuos florestais, entre outros)*. Geralmente, encontra-se a
proporcdo de 40 a 50% de celulose, 25 a 30% hemicelulose e 15 a 20% de lignina®. Dessa
forma, com o surgimento de diversas metodol ogias de pré-tratamento, permitiu-se a separacéo
desses trés componentes, visando a obtencdo de outros produtos como etanol de segunda
geracdo, biodiesel, metano, xilitol, butano, lipidios e moléculas precursoras de diversos
componentes de alto valor>1°,

Para o aproveitamento dos mondmeros de aglicares disponiveis na fragdo celulésica e
hemicelul6sica, faz-se necessario 0 emprego de etapas de pré-tratamento para o fracionamento
da matriz lignocelul6sica®®. A celulose é um polissacarideo formado apenas por glicose,
enquanto a hemicelulose tem diferentes monémeros como glicose, xilose e arabinose'®. Nesse
contexto, diversas formas de pré-tratamento foram desenvolvidas para obter essas pentoses e
hexoses, visando a fermentagdo por microrganismos>19L, A hemicelulose € a fragdo mais
simples de ser separada por métodos de pré-tratamento, em razdo do caraer amorfo do
polissacarideo®?.

Entre os métodos de fracionamento da hemicelulose, existem os pré-tratamentos
guimicos (pré-tratamento &cido e liquidosiénicos), fisico-quimicos (explosdo avapor, extracéo
por amoniae dguaquente liquida) e biol 6gicos. Em destague, cabe-seressaltar ahidrolise &cida,
gue envolve o uso de um &acido forte diluido (normalmente H2S0.) em temperaturas elevadas
para quebrar a estrutura do material lignoceluldsico, solubilizando a hemicelulose®. Este
pprocesso mostra-se promissor em razao de sua alta eficiénciae relativo baixo periodo de reagéo.
De fato, Souza et al. (2023)'? estudaram o fracionamento da biomassa de abacaxi, laranja,
abobora, meldo e maga para obtencdo de acUcares da fracdo hemicelulosica. As condicBes
empregadas foram a adi¢éo de &cido sulfurico 2% (m/v) por grama de residuo em temperatura
de 121 °C por 15 minutos de reacéo, que resultou em uma maior liberacdo de mondmeros em
comparacdo ao pré-tratamento de explosdo a vapor em todos os residuos lignocelul 6sicos
utilizados. Por exemplo, o bagaco da laranja obteve 95,5 g/L de agUcares redutores pela
hidrélise &cida e 18,8 g/L na explosio avapor??,
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Dessaforma, um portfélio promissor para o aproveitamento de residuos agroindustriais
através da producéo de hidrolisados de biomassa € a utilizagdo destes meios ricos em agUcares
de cinco e seis carbonos para fermentagio com microrganismos'®it1314, Entretanto, durante o
pré-tratamento da biomassa, esses monossacarideos podem degradar-se e originar compostos
inibidores como é&cido formico, furfural e 5-hidroximetilfurfura (5-HMF), que comprometem
o crescimento celular e reduzem a eficiéncia fermentativa.*. Diante desse desafio, a utilizago
de leveduras ol eaginosas torna-se especialmente atrativa, pois essas espécies apresentam maior
tolerancia a tais inibidores e sGo capazes de metabolizar os mondmeros liberados da fracéo
hemicelul 6sica, inclusive pentoses, de forma eficiente. !4,

A levedurado género Rhodosporidium torul oides mostra-se bastante eficaz na producéo
de dleos microbianos, destacando-se pelo seu alto acimulo de lipidios (cerca de até 70% em
relacdo ao seu peso seco) e a capacidade de multiplicar-se em meios com a presenca de
inibidores oriundos da degradac&o dos componentes da fragéo lignocel ul 6sicat 3, Além disso,
cepas de R. toruloides, diferentemente de outras leveduras, sdo capazes de consumir pentoses,
como xilose e arabinose (componentes majoritarios da fracdo hemiceluldsica), que
normal mente n&o so metabolizados por outros microrganismos>101415,

Ademais, os lipidios produzidos por origem microbiana asseme ham-se com lipidios de
origem vegetal '°. Portanto, podem ser utilizados como matéria-prima na produc&o de biodiese,
uma vez gque o processo produtivo industrial de biodiesel utiliza, majoritariamente, &cidos
graxos de 6leos vegetais através do processo de transesterificacdo. Desse modo, € possivel que
problemas de estogue de Oleos vegetais ocorram em razdo da competicdo com a industria
alimenticiavegetal, 0 que pode ser sol ucionado pel a substituicdo desses 6l eos vegetais por 6leos
microbianos'®. Além disso, os lipidios microbianos podem ser utilizados na producdo de
emulsificantes, cosméticos, pléasticos biodegradaveis e fungicidas, além de outros derivados
oleoquimicos®®.

Um aspecto para a viabilizacdo da producéo em larga escala de lipidios microbianos é
adeterminacdo das melhores condi¢es do meio de cultivo dafermentacéo. Nesse viés, arazéo
molar entre as fontes de carbono e nitrogénio (relagcdo C/N) adicionadas durante os ensaios
fermentativos da levedura R. toruloides € um dos fatores determinantes para a quantidade de
lipidios acumul ados intracel ularmente ao fim do processo'®. Desse modo, sabe-se que um meio
de cultivo com uma fonte de carbono em excesso e uma fonte limitada de nitrogénio contribui
para uma maior producdo de lipidios em fermentacdes de leveduras oleaginosas!’, o que €
explicado em razdo da producdo de Oleos microbianos ser um metabolto associado ao

crescimento celular?®.
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A sintese dos 6leos microbianos em microrganismos oleaginosos ocorre quando este
encontra-se em uma situacdo de estresse nutriciona acarretado pela baixa disponibilidade de
nitrogénio, essencial para o crescimento celular bem como para a sintese de proteinas e &cidos
nucleicos'®. Dessa forma, enquanto o crescimento celular esta diretamente ligado & quantidade
de fontes de carbono presentes no meio de cultivo (glicose, xilose, arabinose, entre outros
acucares), alipogénese ocorre durante o periodo de limitagdo de nitrogénio (peptona, sulfato de
ambnio, ureid) apos a fase estacion&ia de crescimento celular. Nesse contexto, diversos
trabalhos académicos aprofundaram-se no estudo da influéncia de diferentes razbes C/N
presentes no meio de cultivo de ensaios fermentativos de leveduras oleaginosas no acumulo
lipidico. Por exemplo, o trabalho realizado por Liu et al. (2020)* demonstra que fermentagtes
da leveduras R. toruloides em meios com baixa concentragdo de nitrogénio, maiores razoes
CIN, produzem crescimento celular favoravel, além de também apresentarem uma maior
concentracdo de lipidios.

Ap6s o0 acimulo intracelular de 6leos microbianos, € necessario realizar a sua extraco.
Os lipidios produzidos durante o processo de fermentagdo podem ser extraidos através de
prensagem ou extragdo por solvente, sendo o segundo amplamente empregado®®. Esse Ultimo
mostra-se bastante eficaz devido sua capacidade de dissolver os lipidios das células com a
adicdo de um composto organico, normalmente cloroformio'®?°, Paraisso, apds a moagem das
células previamente secas em uma estufa, uma solucdo de metanol (fase polar) e cloroférmio
(fase apolar) € adicionadajunto as células. Dessaforma, em razéo dos 6leos microbianos terem
maior afinidade quimica com o cloroférmio, eles se depositardo na fase orgéanica, a qua é
posteriormente filtrada, separada e aguecida para a obtencéo dos lipidios.

Ante o0 exposto, este trabalho tem como objetivo realizar um estudo sobre as melhores
condigbes fermentativas para a producdo de 6leos microbianos pela fermentacéo da R.
toruloides UFMG-CM-Y 2781 em hidrolisado hemicelulésico visando uma futura viabilidade
da implementagdo desse processo em escala industrial, além de caracterizar a biomassa
utilizada. Desse modo, o presente Trabalho de Concluséo de Curso mostra-se uma interessante
abordagem na busca por novas formas de obter-se uma matriz energéticamais limpa, buscando
novas fontes renovaveis de energia como O reaproveitamento da biomassa de materiais
lignocelulésicos para a geragdo de biodiesel e a sintetizagdo de compostos de ato valor

agregado como cosméticos, emulsificantes, plasticos biodegradaveis e fungicidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomassaeresiduoslignoceluldsicos

2.1.1 Biomassa da cana-de-acUcar e bagaco e palha de cana-de-aglcar como residuos

lignocelul ésicos

A biomassa refere-se a materiais organicos renovaveis de origem biologica, que
armazenam energia solar através do processo de fotossintese e podem ser convertidos em
biocombustiveis e bioenergial. No contexto agroindustrial, os residuos lignocel ul 6sicos como
bagaco e palha da cana-de-agUcar, cascas, sabugos e pahas de cereais destacam-se por sua
elevada disponibilidade e composicdo rica em agUcares. Esses residuos sdo tradicionalmente
subutilizados, mas possuem alto potencial de aproveitamento energético e biotecnol 6gico™®.

No cenario brasileiro, dois dos principais residuos lignocelul6sicos séo 0 bagaco e a
palha da cana-de-acUcar. Durante a safra 2024/25, o Brasil teve uma moagem de cerca de 677
milhdes de tonel adas de cana-de-agticar, mantendo-se como o principal produtor mundial?. A
Figura 1 ilustraamoagem anual de cana-de-aglcar no Brasil nos Ultimos quatro anos. Segundo
o Laboratério Nacional de Biorrenovaveis, essa grande escala de producéo tem como potencial

ageracio de um volume de mais de 160 milhdes de tonel adas de bagago anual mente??.

Figura 1. Moagem anual de cana-de-agUcar no Brasil entre 2020/2021 e 2024/2025.

Fonte: Adaptado de United States Departament of Agriculture (2025)%.

As usinas de beneficiamento de cana-de-agUcar para producéo de acucar e acool

utilizam o bagaco gerado durante o processo produtivo para producdo de vapor em caldeiras a
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combustdo, o qual € consumido durante as operacdes industriais e para geracéo de energia
elétrica, utilizada internamente e para exportacio®?3. Essa estrutura, além de estar relacionada
com aemissdo de poluentes atmosféricos como abordado naintrodugéo deste trabalho, geraum
excedente de bagaco. Para cada tonelada de cana moida, cerca de 250 a 280 kg de bagaco séo
gerados®*. E comum, via de regra, que sobre um volume considerével de bagaco ap6s o fim da
operacao de uma usina sucroal cool eira durante uma safra, sendo necessario estocar apenas uma
parcela para garantir o inicio da operacio na safra seguinte”. Ademais, devido a sua alta
umidade e suscetibilidade a decomposicdo bioldgica, 0 armazenamento prolongado pode
ocasionar perdas de massa e de poder caorifico, além de riscos de fermentacdo e incéndio
espontaneo, o que incentiva a busca por aternativas de aproveitamento mais eficientes®.
Dessa forma, 0 estudo de novas formas de reaproveitamento mostra-se ainda mais
promissor, permitindo novas tecnologias sem comprometer a operacéo das usinas de acucar e
acool. Atualmente, entre os principai s usos para o bagago de cana-de-acUicar excedente destaca-
se a fabricagdo de papel, substituindo fibras vegetais e contribuindo para a redugéo do
desmatamento?®®. Outra forma de aproveitamento promissora € o reaproveitamento da fragio
lignocelulésica do bagaco por meio de processos biotecnoldgicos de fermentacdo, os quais
possibilitam a conversdo dos aclcares estruturai s (cel ul ose e hemicelulose) em biocombustiveis
e bioprodutos de alto valor agregado, como o etanol de segunda geracdo (E2G) e biolipidios, o
qual é cerne deste Trabalho de Conclusdo de Curso. Nessa rota, 0 bagago passa por etapas de
pré-tratamento e fermentacdo. Esse tipo de aplicacdo tem sido amplamente estudado no
contexto da bioeconomia, representando uma alternativa sustentavel e economicamente viavel
para o setor sucroenergético>%. No caso da produc&o de etanol de segunda geragio (E2G), ja
existe aplicagéo em escalaindustrial, sendo o Brasil um doslideres globais nesse segmento. Em
2024, a Raizen, maior empresa produtora de aglcar e etanol do mundo, inaugurou a maior
unidade produtiva de etanol de segunda geracéo na Usina Bonfim, em Guariba- SP, com

capacidade anual de cerca de 82 milhdes de litros de E2G?'.

2.1.2 Composi¢ao quimica deresiduos lignocelul 6sicos

Osresiduos lignocel ul 6si cos tem sua composi ¢ao constituida por celulose, hemicelulose
elignina, aém de cinzas e extrativos, com suas propor¢des variando de acordo com a matéria-
prima. A Tabela 1 ilustra a composicéo quimica de diferentes materiais lignocelulsicos. A
celulose ¢ um polimero linear de glicose que representa geralmente entre 40 e 50 % da biomassa

lignocelul6sica, sendo a principal fonte de aglicares fermentéaveis®°. A hemicelulose é uma


https://www.bloomberglinea.com/2024/05/31/raizen-opens-the-worlds-largest-second-generation-ethanol-plant/?utm_source=chatgpt.com
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mistura heterogénea de polimeros de pentoses e hexoses presente em 25 a 30 % da biomassa e
que pode ser convertida em aglicares fermentaveis apos pré-tratamentos adequados®. A lignina,
que representa entre 15 e 20 % da composi¢ao, ¢ um polimero aromatico complexo que confere
rigidez e protecdo contra degradacdo microbiana, sendo mais resistente a conversao

biotecnol 6gica®%. A Figura 2 ilustra a estrutura molecular desses compostos.

Tabela 1. Composicéo de materiais lignocel ul 6sicos para diferentes matérias-primas.

Matéria-prima

Celulose (%)

Hemicelulose (%)

Lignina (%)

Madeiras 45+ 2 30+5 20+ 4
Colmo de Milho 39-47 26-31 3-5

Palha de Milho 38-40 28 7-21
Palha de Arroz 28-36 23-28 12-14
Palha de Trigo 33-38 26-32 17-19
Palha de Cevada 31-45 27-38 14-19
Bagaco de Cana-de-AcUcar 32-48 19-24 23-32

Fonte. Adaptado e traduzido de Reddy e Y ang (2005)% e Saini et al. (2015)%.

Figura 2. Estrutura molecular da celulose, hemicelulose e lignina
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Fonte. Adaptado de Abutaleb et al. (2019)%.

Paramelhor compreensdo da atuagao desses trés compostos, € necessario entender como
a celulose, a hemicelulose e a lignina se organizam estruturalmente na parede celular das
plantas. A parede celular € composta por microfibrilas de celulose envoltas em uma matriz
complexade hemicelulose elignina, o que lhe confere grande rigidez e resisténciaa degradacéo
quimica e enzimétical®®. A celulose é formada por longas cadeias lineares de B-D-glicose
ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas que se associam entre si por extensas pontes de
hidrogénio e formam um composto de caréter cristalino, ou segja, cadei as altamente compactadas
e alinhadas entre si. Essa estrutura fornece alta resisténcia mecanica e insolubilidade a &gua, o

que dificulta a agdo de solventes e de enzimas'®?. Essa caracteristica é uma das principais
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causas da recalcitrancia de materiais lignocelulésicos, termo que indica a resisténcia da
biomassa degradar-se em seus mondmeros constituintes de forma quimica, enziméatica ou
biol 6gical®2%,

A hemicelulose é constituida por polissacarideos ramificados como Xilose, manose,
arabinose e galactoses®. Em contrapartida & celulose, apresenta menor grau de polimerizagio
e estruturaamorfa, o que facilitaasuahidrolise por métodos de pré-tratamento3191L, Ascadeias
de hemicelulose na parede celular encontram-se envoltas nas estruturas de celulose e permitem
aancoragem entre as microfibrilas de celulose e a lignina, configurando coeséo e flexibilidade
aparede celular®?°,

A lignina, por suavez, € um polimero tridimensional complexo formado principa mente
por unidades fendlicas que se entrelacam e preenchem os espacos entre as microfibrilas de
cdulose e a matriz de hemicelulose’®®, Sua presenca confere rigidez estrutural,
impermeabilidade e resisténcia contra atagues microbianos e enziméticos, além de ser o
principal fator de recalcitrancia da biomassa, dificultando a degradacdo enzimética e quimica
dos polissacarideos!®'?. Em suma, a recacitrancia dos materiais lignoceluldsicos se da
principalmente devido a cristalinidade da celulose e a presenca de lignina, enquanto a matriz
amorfa e ramificada da hemicelul ose apresenta menor resisténcia, tornando-se mais acessivel a
acdo de enzimas e reagentes quimicos®1229,

A Figura 3 ilustra a organizacdo da celulose, hemicelulose e lignina na parede celular

de materiais lignocel ul 6sicos.

Figura 3. Organizagéo da celulose, hemicelulose e lignina na parede celular vegetal .
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2.2  Bioconversio de biomassas lignoceluldsicas e panor ama tecnol 6gico
2.2.1 Métodosde pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

O pré-tratamento € uma das etapas mais criticas no aproveitamento de biomassa
lignocelul ésica, sendo responsavel por romper a estrutura da parede celular vegetal, composta
majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina. Como citado no capitulo anterior, essa
estrutura confere & biomassa uma resisténcia natural a degradac8o enzimética e quimica,
descrita como recalcitrancia lignocelul sicat®'??°, Dessa forma, o objetivo principal do pré-
tratamento é aumentar a acessibilidade da celulose e da hemicelulose & enzimas ou
microrganismos, promovendo maior liberagdo de aclcares fermentesciveis e,
consequentemente, maior eficiéncia na bioconversdo durante a fermentagio®101229,

Entre os principai s métodos de fracionamento da hemicelul ose, estéo os pré-tratamentos
quimicos (pré-tratamento &cido e a calino), fisico-quimicos (explosio a vapor) e biol dgicos.

O pré-tratamento acido é amplamente utilizado devido sua eficiéncia em solubilizar a
hemicelulose e, consequentemente, na liberacdo de pentoses e hexoses para fermentagOes
microbiol 6gicast®?, Nesse processo, norma mente utiliza-se &cido sulfurico diluido entre 0,5%
a2,0% (m/v) em temperaturas entre 120 °C e 190 °C em tempos de reacdo curtos, entre minutos
até uma hora. Essa condicdo promove a hidrdlise das ligacdes glicosidicas da hemicelulose,
rompendo sua estrutura amorfa e liberando aglicares monoméricos que posteriormente poderao
ser utilizados em processos fermentativos>1%1+1314  Além da dissolucdo da hemicelulose, o
tratamento &cido permite a recolocacdo e condensacdo da lignina na parede celular, efeito que
também contribui para a diminuicio da recacitrancia lignocelul6sica®. Contudo, 0 processo
também pode gerar compostos inibidores como furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), &cidos
organicos e fenois decorrentes da degradacéo parcial de aglcares e lignina, 0 que exige etapas
subsequentes de destoxificagdo antes da fermentagso®1012,

O método de fracionamento por pré-tratamento alcalino atua na remocgdo da lignina e
desestruturacéo parcial da hemicelul ose através da aplicacéo de uma base forte como hidréxido
de sodio, ambnia ou hidréxido de célcio por horas ou dias. Dessa forma, diminui-se a
recalcitrancia do material lignocelulésico, aumentando a porosidade da parede celular e
permitindo maior acessibilidade aos aglicares, os quais podem ser aproveitados em um pré-
tratamento enzimético posterior®33*, Em razo do método utilizar temperaturas mais amenas,
entre 60 °C e 120°C a degradacéo da celul ose, hemicelul ose e lignina em compostos inibidores

€ menos acentuada®. Além disso, 0 método é considerado de menor custo operaciona e
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apresenta menor corrosividade em relacdo aos tratamentos acidos, 0 que o torna atrativo em
escalaindustrial®*.

O método por explosdo a vapor atua na desestruturacdo da parede celular e no aumento
da acessibilidade da celulose e hemicelulose para enzimas hidroliticas. Neste processo, a
biomassa € exposta a vapor saturado de &gua sob ata pressdo, entre 1,5 e 3,5 MPa, e
temperaturas de 160 a 260 °C por periodos curtos, seguida de uma rapida descompressiao>®-
38 Durante a explosdo a vapor, ocorre uma expansdo abrupta da parede celular, rompendo as
ligagcdes entre celulose, hemicelulose e lignina, com solubilizagdo parcial da hemicelulose e
fragmentacdo da lignina, ampliando a superficie disponivel da celulose, o que facilita a acéo
das enzimas durante uma hidrélise enziméatica posterior. Além disso, 0 método reduz a
recal citrncia da biomassa sem necessidade de adi¢do de produtos quimicos agressivos, sendo
considerado mais sustentavel do que pré-tratamentos quimicos acidos ou acalinos®2,

O trabalho de Shimizu (2018)% ilustra a ac&o dos de pré-tratamentos &cido, acalino e

explosdo a vapor sobre a biomassa lignocelulésica (Figura 4).

Figura 4. Esquematizagéo da acdo do pré-tratamento &cido, alcalino e explosdo avapor em materiais
lignocelul ésicos.
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O prétratamento por agua quente liquida € um méodo no qual a biomassa
lignocelul ésica é submetida a &gua sob alta pressdo e temperaturas elevadas, geralmente entre
160 °C ¢ 240 °C, mantendo-se no estado liquido e sem utilizagdo de aditivos quimicos ou rapida
descompressio, como ocorre naexpl osio avapor®, Este processo promove aremogao parcial
da hemicelulose, ateractes estruturais na lignina e maior acessibilidade da celulose a acéo de
uma hidrdlise enzimética®®. Comparado a pré-tratamentos &cidos, 0 método de fracionamento
por &gua quente liquida apresenta menor formacdo de aglcares monossacarideos degradados e
compostos inibidores, como furfural e hidroximetilfurfural, favorecendo fermentactes
microbianas posteriores®.

A hidrdlise enzimética é a etapa em que as microfibrilas de celulose séo degradadas em
monossacarideos fermentaveis por meio da acdo de enzimas especificas. Esse processo €
realizado apOs um pré-tratamento quimico ou fisico, como os abordados anteriormente, em
razéo da diminuicdo da recal citrancia da biomassa e aumento da exposi¢céo e acessibilidade da
celulose. Entre as enzimas utilizadas nesse método, temos as celulases: endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases*!. Asendoglucanases rompem as ligagdes p-1,4-glicosidicas em
regides amorfas da celulose, criando novas extremidades livres e aumentando a superficie
disponivel. As exoglucanases atuam nas extremidades das cadeias de celulose, liberando
cellobioses, que sdo dissacarideos de glicose. Por fim, as B-glicosidases convertem a cellobiose
em mondmeros de glicose*. A Figura5 ilustra o mecanismo de agdo das enzimas celulases na
degradacéo da celulose em glicose. O emprego da hidrélise enzimatica ocorre em condicdes
suaves de temperatura e pH, preservando a integridade dos acUcares liberados e reduzindo a
formagdo de compostos inibidores. Por outro lado, o elevado custo das enzimas é um dos
principais desafios para a viabilizagio industrial desse processo®.
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Figura 5. llustracdo do mecanismo da degradacdo da celulose em glicose através da atuagéo das enzimas
endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases.

T“ (e HO N
1@ e 10
o VCHO  OH £ R
/\ /N e \ ' = /\ ,"/\
\ O / ‘\\/U ()
HO 3 \;.‘ /..HO A
rii' B HO HO—I HO
H':' S ——‘1“0 ) =:_)\ Q
AR _' .' — ¥/ H A '/C)H \ /OH \
—_— b "' — / \ />\C| ,\l_ '\'D/\ / \(«
HO — HO — Endoglucanases ( =
L(-,A & > ]—0 OH OH OH
/ \HO oH / \ n
/(\ J 0 \>_x\ 0 /\ / \O
oo «IM F /o ule
X Exoglucanases
| HO B
Celulose
@) )
—0 .
OH p-glicosidase j Q L(_)
A \}' N /;/"DH \)\ //CH \\
2 s HO” L/ 0" \L_/"onH
sl OH OH
Glicose =

Fonte. Adaptado de Kumar et al. (2019)%.
2.2.2 Formacédo de compostosinibidores durante pré-tratamento acido

Durante o pré-tratamento acido de biomassas lignocelulésicas, em razdo da elevada
temperatura e baixo pH, ocorre aformacdo de compostos que podem inibir os microrganisSmos
durante afermentacdo, reduzindo a produtividade do processo fermentativo. Entre os principais
inibidores esté@o os acidos fracos (como acido acético, formico elevulinico), derivados de furano
(como furfural e 5-hidroximetilfurfural) e compostos fendlicos, que resultam da degradacéo
parcial da hemicelulose, celulose e ligninal®!3!4, Esses compostos interferem no metabolismo
celular, retardando o crescimento de leveduras e outros microrganismos fermentativos, além de
afetarem a utilizagio eficiente dos aglicares liberados nos hidrolisados'®!#, Por essa raz&o,
estratégias de destoxificacdo do hidrolisado séo frequentemente aplicadas antes dafermentacéo
para minimizar o efeito dos inibidores e melhorar a produtividade microbiana®®'4. Além da
destoxificagdo, também tém sido estudadas formas de aumentar a resisténcia dos
microrganismos aos compostos inibitorios. A selecdo ou adaptacéo de cepas mais tol erantes,
assim como 0 uso de técnicas de engenharia genética e evolucdo adaptativa, tem se mostrado
uma alternativa promissora. Essas abordagens buscam fortalecer os mecanismos naturais de
defesa celular, como amanutencdo do equilibrio do pH interno, aintegridade da membranae a

capacidade de degradacéo de compostos toxicos. Com isso, € possivel reduzir os efeitos
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negativos dos inibidores e manter taxas de fermentacdo mais elevadas, tornando 0 processo
mais estével e eficiente mesmo em condigdes mais severas®,

As rotas de degradacao da celulose, hemicelulose e lignina estéo ilustradas nas Figuras
6e7enaTabela?2.

Figura 6. Rotas de degradacéo da celulose, hemicelulose e lignina em compostos inibidores ap6s tratamento
&cido por Ibraheem et al. (2013)%2.
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Fonte. Adaptado de Ibraheem et al (2013)*2.

Figura 7. Rotas de degradac&o da celulose, hemicelulose e lignina em compostos inibidores apos tratamento
&cido por Palmgvist e Hahn-Hagerdal (2000) 4.

Fonte. Adaptado de Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000)%.
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Tabela 2. Rotas de degradacdo da celulose, hemicelulose e lignina em compostos inibidores apés tratamento

acido.
o o Mondmero o
Fracdo Lignocelulosica o Composto I nibidor
constituinte
5-HMF
Furfural
. Acido Levulinico
Celulose Glicose . o
Acido Formico
Compostos Fendlicos*
Acido Acético*
5-HMF
Manose, Furfural
_ Galactose Acido Férmico
Hemicelulose ) o .
Arabinose Acido Levulinico
Xilose Acido Acético
Lignina - Compostos Fendlicos

Fonte. Ibraheem et al (2013)%3.

Ostrabalhos de Ibraheem et al (2013)*2 e Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000)4, diferem-
se sobre a formagdo de &cido acético e compostos fendlicos através da degradacdo da celul ose.
Essa rota quimica ndo usual foi exposta apenas mais recentemente no trabalho de Ibraheem et
al (2013)%3,

A degradacdo dos agUcares em furfura e 5-hidroximetilfurfural pode ser descrita pela
desidratacdo de pentoses e hexoses, catalisada por meio acido e ata temperatura. Durante a
reacdo, cada molécula de aglcar perde trés moléculas de agua, originando compostos de
estrutura furanica, altamente reativos e inibitorios a atividade microbianat3*4. A Figura 8

ilustra a rota quimica de degradac&o de pentoses e hexoses.
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Figura 8. Rota quimica de degradaco de hexoses e pentoses em 5-hidroximetilfurfural e furfural por
desidratacéo acida.

Fonte. Adaptado de Istasse e Richel (2021)*.

Por sua vez, 0 HMF pode ser decomposto em éacido levulinico e &cido formico apo6s
reagir com uma mol écula de agua em meio &cido e atatemperatura. O processo de reidratacdo
do HMF estailustrado na Figura 9.

Figura 9. Rota quimica de reidratacdo do 5-hidroximetilfurfural e sintese de &cido férmico e &cido levulinico.

Fonte. Adaptado de Fulignati et al. (2022)*.

2.2.3 Fermentagbes microbianas em hidrolisado hemicelulésico

A fermentagdo microbiana de hidrolisados hemicelul ésicos consiste em um processo no
gual microrganismos utilizam os agUcares liberados apos um pré-tratamento da biomassa
lignocelulésica para a conversdo de produtos de interesse industrial. Esse processo ocorre em
razédo do funcionamento do metabolismo celular, que converte compostos organicos simples
em metabdlitos de valor agregado, como etanol, acidos organicos, lipidios e outros

bioprodutos'®11314  Os principais aglicares presentes no hidrolisado hemiceluldsico e
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utilizados durante a fermentacéo sdo as pentoses (como Xilose, arabinose) e as hexoses (como
glicose e manose), resultantes da degradacéo por pré-tratamento. Durante a fermentagdo, os
acUcares sdo transportados para o interior da célula, onde ocorrem rotas metabdlicas, sendo a
glicdlise a via pentose-fosfato as principais. Dessa forma, os monémeros séo metabolizados
para a sintese do produto desejado. Cabe-se citar etanal, xilitol, lipidios microbianos e écidos
organicos como possiveis metabodlitos desse processo!®1314, Para a producdo de etanol de
segunda geragdo, utiliza-se as leveduras do género Saccharomyces devido a sua alta eficiéncia
na fermentaco de hexoses e tolerancia ao etanol“®. Ja na producdo de xilitol, a levedura
Candida tropicalis, € utilizada em razéo de possuir a enzima xilose redutase, responsavel pela
conversdo de xilose em xilitol*’. Por fim, para a producao de lipidios microbianos, cerne deste
trabalho, destacam-se asleveduras Yarrowia lipolytica e Rhodosporidium tor uloides devido sua
elevada capacidade de conversio de aclcares em lipidios™®,

Entre os pontos que influenciam na eficiéncia de uma fermentacdo microbiana estéo a
disponibilidade de aglcares no hidrolisado, a presencaresidua de inibidores provindos do pré-
tratamento, a relacdo entre a suplementacéo de fontes de carbono e nitrogénio e capacidade
metabdlica das cepas utilizadas>4,

2.2.3.1 Fases de crescimento celular em fermentacgdes microbianas

O crescimento de microrganismos em processos fermentativos em cultivos em batelada
pode ser representado pela curva de crescimento microbiano, a qual relaciona a concentragéo
de biomassa com o tempo de cultivo. A andlise do comportamento do crescimento celular ao
decorrer de uma fermentacéo possibilita a compreenso da eficiéncia de diferentes condictes
do meio durante o cultivo fermentativo®. O crescimento microbiano é dividido em quatro fases:
fase de adaptacdo (lag), fase exponencia (logaritmica), fase estacionaria e fase de declinio ou
morte celular®®>t,

Nafase de adaptacéo (fase lag), as células recém-inocul adas passam por um periodo de
gjuste as condi¢bes do meio, sem aumento expressivo da biomassa. Nessa etapa, as células
sintetizam enzimas, gjustam rotas metabdlicas e reparam estruturas celulares para se adequar a
nova composicdo nutricional e as condicdes ambientais, como temperatura, pH e
disponibilidade de oxigénio>>L,

Apds o periodo de adaptacao, inicia-se afase exponencial ou logaritmica, caracterizada
pel o crescimento maximo e constante das células. Nessa etapa, ataxa de crescimento atinge seu

valor maximo, no qual o metabolismo celular esta voltado principal mente para a biossintese de
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macromoléculas e divisdo celular. Nesse momento, a disponibilidade de oxigénio e nutrientes
favorece um crescimento mais acelerado, contribuindo para a obtencdo de biomassa e para o
inicio daformag&o de produtos metabolicos™.

Com o decorrer da fermentacdo, ocorre a reducdo dos nutrientes essenciais e o cultivo
entra na fase estacionaria. Nesse ponto, a taxa de crescimento celular se equilibra com a taxa
de morte, e a concentragdo de biomassa total tende a estabilidade®®>!. O metabolismo celular
se adapta a limitagdo de nutrientes e ao acimulo de subprodutos, direcionando a energiaparaa
manutencado celular e paraa producao de compostos secundarios. Dessaforma, vias metabdlicas
visam a producdo de metabdlitos ao invés da multiplicacdo celular, contribuindo com a
producio do composto de interesse industrial®*®3. Em leveduras oleaginosas, como a
Rhodosporidium toruloides por exemplo, a limitagdo de nitrogénio e 0 excesso de carbono
induzem o redirecionamento metabdlico para o acimulo de lipidios intracelulares em vez de
crescimento celular® 8, Dessa forma, mostra-se aimportancia do estudo de condigdes 6timas
de suplementacdo de fontes de carbono e nitrogénio para a maximizagdo da producéo de 6leos
microbianos.

Por fim, o cultivo atinge a fase de declinio ou morte celular, na qual a disponibilidade
de nutrientes se torna insuficiente e 0 acimulo de compostos toxicos e produtos metabdlicos
prejudica a viabilidade celular. A morte das células pode liberar substancias que sdo
eventual mente utilizadas por outras, mas a produtividade global do processo tende a diminuir>-
%6, A Figura 10 ilustrao comportamento do crescimento celular ao decorrer de umafermentacio

microbiana.

Figura 10. Fases de crescimento celular em fermentagBes microbianas.

Fonte. Alterthum et al. (2001)%".
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2.2.3.2 Metabdlitos associados e ndo associados a multiplicacéo celular

Como ja abordado, os microrganismos produzem diversos tipos de metabdlitos durante
afermentacdo microbiana, os quais podem ser classificados como associados ou n&o associados
amultiplicagdo celular, dependendo de sua funcéo biol6gica e do momento de sintese durante
o ciclo de crescimento®®.

Metabdlitos associados a multiplicagdo celular estdo relacionados com o crescimento
celular, formacdo de biomassa e manutencéo do metabolismo basico. Entre eles destacam-se
aminoécidos, écidos organicos, vitaminas e enzimas. Esses compostos sdo produzidos
principalmente durante a fase exponencial, quando 0s microrganismos estéo ativos na sintese
de macromoléculas e na divisdo celular. Por exemplo, em leveduras como Saccharomyces
cerevisiae, aproducdo de etanol durante fermentacdes alcodlicas é considerada um metabdlito
associado amultiplicacio celular, pois esta diretamente ligada a formagao de biomassa®. Outro
exemplo € a producdo de &cidos organicos, como é&cido citrico pelo fungo Aspergillus niger,
que ocorre simultaneamente ao crescimento ativo do microrganismo®.

Em contrapartida, metabdlitos ndo associados a multiplicacdo celular ndo sdo essenciais
para a formagdo de biomassa, mas desempenham papéis importantes na adaptacdo, defesa e
armazenamento de energia. Estes compostos séo geramente sintetizados durante a fase
estaciondria, quando ha limitacdo de nutrientes e desacel eracdo do crescimento celular. Entre
os principais exempl os de metabdlitos ndo relacionados a formacao de biomassa encontram-se
antibiGticos, pigmentos, toxinas e 6leos microbianos®. Um exemplo de metabdlito ndo
associado a multiplicagdo celular ocorre em leveduras oleaginosas, como a Rhodosporidium
toruloides, que acumulam grandes quantidades de lipidios intracelulares durante a fase
estaciondria, funcionando como reserva energética para periodos de estresse®. Outro exemplo
sd0 os carotendides produzidos pela mesma levedura, que atuam na protegdo celular contra
estresse oxidativo®?.

A Figura 11 ilustra a formagdo de metabdlitos associados e ndo associados a

multiplicagdo celular em fermentagdes microbianas.
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Figura 11. Formagdo de metabdlitos associados e ndo associados a multiplicagdo celular ao decorrer de
fermentagdes microbianas.
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Fonte. Adaptado de Supriya (2025)%,

2.3  Levedurasoleaginosas: Rhodosporidium toruloides

As leveduras oleaginosas constituem um grupo especializado de fungos unicelulares
capazes de acumular internamente acidos graxos e triacilglicerdis (TAGS) durante seu ciclo de
crescimento, tipicamente em condicdes de excesso de carbono e limitacdo de nutrientes como
nitrogénio ou fosforo®*>°. Define-se que paraumaleveduraser considerada ol eaginosaamesma
deve acumular mais de 20% de lipidios em peso seco de sua biomassa durante umafermentacéo,
embora revisdes recentes apontem gue essa fronteira pode variar conforme espécie, condicéo
de crescimento e tipo de lipidio acumul ado®.

Para esse acumulo lipidico expressivo, essas leveduras utilizam variados substratos de
carbono como hexoses, pentoses, &cidos organicos e glicerol®. A capacidade de metabolizagio
de monossacarideos traz grande potencial ao uso de leveduras oleaginosas em fermentactes
utilizando hidrolisados hemicelul 6sicos e o reaproveitamento de biomassa lignocel ul 6sicat4,

Durante o processo de fermentacdo de leveduras oleaginosas, observa-se, geralmente,
um crescimento celular acelerado quando ha disponibilidade suficiente de nitrogénio ou de
outro nutriente essencial no meio®*%. Apds o consumo e esgotamento desse nutriente, ocorre
uma transicdo metabdlica, na qual 0 excesso de carbono é redirecionado para a sintese e
acumulacdo de lipidios intracelulares. Esse fendmeno caracteriza-se como um comportamento
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tipico de metabdlitos ndo associados a multiplicacéo celular, manifestando-se durante sua fase
estaciondria, como abordado anteriormente™,

Diversas espécies de leveduras oleaginosas ja foram identificadas e exploradas. entre
elas Yarrowia lipolytica, Lipomyces starkeyi, Cryptococcus curvatus e Rhodosporidium
toruloides, sendo esta Ultima foco deste trabalho®. A Figura 12 ilustra a R. toruloides

inoculadas em placas de Petri com agar.

Figura 12. Rhodosporidium torul oides dispostas em placas de Petri com agar.

Fonte. Technische Universitdt Miinchen (2025)%"

No que se refere especificamente a Rhodosporidium toruloides, esta espécie surge como
uma das mais promissoras entre as leveduras oleaginosas, pel as suas caracteristicas biol bgicas,
metabolicas e de aplicacdo tecnologica. Tal leveduratem demonstrado capacidade de acumular
lipidios com porcentagem superiores a 70% em relagdo ao seu peso seco'l. De forma
simultanea, o microrganismo também produz carotenoides (como torularhodina, toruleno) que
conferem coloracdo avermelhada as col6nias, 0 que amplia sua utilidade industrial para além
da producéo de 6leo microbianos®?.,

Além disso, R. toruloides mostra versatilidade no consumo de substratos, incluindo
hexoses (glicose), pentoses (xilose) e &cidos organicos como acetato, 0 que a torna adequada
para fermentacdes a partir de hidrolisados lignocelulésicos ou residuos agroindustriais. Por
exemplo, em cultivo com &cido acético como Unico carbono, esta espécie acumulou até 48,2%
de lipidio (w/w) com C/N de 200,

Entre os diferenciais da R. toruloides cabe-se citar sua resisténcia a compostos
inibi dores degradados durante pré-tratamentos de fracionamento de biomassas lignocel ul sicas.
Otrabalho de Saini et al. (2020)%° observou el evado crescimento celular, até 19,56 g/L, acimulo
de lipidico de até 36,68% referente ao seu peso seco e consumo de 95% dos aclicares presentes
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em hidrolisado hemicelulésico de madeira sem destoxificacdo e com presenca de furfural
(0,067 g/L) e HMF (0,025 g/L). Ademais, o potencial para engenharia metabdlica com a
identificacdo de genes que afetam o acimulo de lipidios também é um diferencial. Coradetti et
al. (2018)" observou mais de 150 genes que interferem diretamente no actimulo lipidico da
levedura. Por fim, o perfil de &cidos graxos majoritariamente composto por palmitato e oleato,
0s quais s8o semel hantes aos 0leos vegetais convencionais, 0 que os tornam compativeis com
aplicagBes em biodiesel e oleoquimica’™.

Em relacdo a Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y 27811, a cepa utilizada nesse
Trabalho de Conclusdo de Curso, a mesma foi isolada de madeira em decomposicéo coletada
em uma Reserva Ambiental localizada naregido do Taquarucu, em Palmas (TO), em setembro
de 2011. Cada amostra de madeira resultou em um isolamento distinto, sendo essa cepa
posteriormente depositada na Colecdo de Micro-organismos, DNA e Células da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte— MG. Até o momento, essalevedurafoi
empregada experimentalmente apenas por Almeida et al. (2023)"2 e, posteriormente, no
presente Trabalho de Conclusdo de Curso, configurando-se, portanto, como um microrganismo

promissor e ainda pouco explorado para aplicacdes biotecnol dgicas.

2.3.1 Influéncia da relacdo C/N em fermentacdo da Rhodosporidium toruloides em
hidrolisados hemicelulésicos

A razéo carbono/nitrogénio (C/N) é um determinante central nafisiologiadasleveduras
oleaginosas e, especificamente, no comportamento de Rhodosporidium toruloides quanto a
acumulacio de lipidios e a produtividade global do processo fermentativo®°6. Em termos
gerais, condicfes que associam excesso de carbono com limitagdo de nitrogénio sinalizam a
célula o fim da fase de crescimento ativo e induzem o redirecionamento do fluxo de carbono
para a biossintese de &cidos graxos e triacilglicerdis (TAGS), que se acumulam em goticulas
intracelulares™.

Para definir a propor¢do das fontes de carbono e nitrogénio normalmente utiliza-se
acucares redutores como glicose, xilose e arabinose (obtidos a partir de hidrolisados
hemicelul6sicos) como principais fontes de carbono®. Em estudos com hidrolisados
complexos, o carbono pode ser suplementado com glicerol, acidos organicos como acetato, ou
misturas de hexoses e pentoses, afim de evitar inibigdes por compostos inibidores presentes no
meio e otimizar o rendimento lipidico®. As fontes de nitrogénio mais empregadas sfo sais

inorganicos como sulfato de aménio, nitrato de sddio, e ureia, ou ainda fontes organicas como
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extrato de levedura e peptona, que fornecem aminoécidos e vitaminas essenciais ao
crescimento®®. A combinagio e concentragio desses nutrientes definem o balanco entre
crescimento celular e acdmulo de lipidios, refletindo diretamente na eficiéncia do processo
fermentativo.

Embora uma maior relacdo C/N favoreca o acumulo lipidico, essa condicdo também
esta associada a reducdo da produtividade global. Em ambientes com excesso de carbono e
limitac&o de nitrogénio, as células de R. torul oides cessam amulltiplicagcdo celular devido afata
de nitrogénio para a sintese de proteinas e acidos nucleicos, mas continuam a metabolizar o
carbono disponivel, direcionando-o para a via da lipogénese e formacdo de triacilglicerois
(TAGS)>¢%8, Dessa forma, o teor lipidico percentual (g lipidio/g biomassa) aumenta, porém,
a biomassa total formada no meio é menor, 0 que reduz a produtividade volumétrica (g
lipidio/L -h). Esse comportamento caracteriza um trade-off tipico em processos com leveduras
oleaginosas. quanto maior o acimulo intracelular de lipidios, menor tende a ser a velocidade
de crescimento e, consequentemente, a taxa de producédo total. Dessa forma, estudos visando
condi¢Bes 6timas de suplementagdo mostram-se importantes para a obtencdo de um bom

acumulo de lipidios e uma produtividade satisfatoria.

2.3.2 Rotas metabdlicas de lipogénese da Rhodosporidium toruloides

Nessa secdo iremos abordar as principais rotas metabdlicas para a sintese de lipidios da
Rhodosporidium toruloides e como a escassez de nitrogénio influencia no metabolismo da
levedura.

Os aglcares consumidos pela levedura, sejam pentoses ou hexoses, necessitam ser
metabolizados até a formacdo de gliceradeido-3-fosfato (GA-3-P), intermedidrio central do
metabolismo celular. Nesse ponto, ocorre umadiferenciacéo nasrotas de assimilagdo: aglicose,
uma hexose, é degradada pela via glicolitica, resultando na geracdo de GA-3-P e,
posteriormente, de piruvato. Ja as pentoses, como a Xilose, sdo metabolizadas pela via das
pentoses fosfato, na qual sdo convertidas em GA-3-P. A partir desse intermediario, o
metabolismo segue de forma semelhante ao da glicose, culminando também na formacéo de
piruvato. A Figural3ilustraaviaglicolitica. A Figural4ilustraaformacdo de GA-3-P através

davia de pentoses fosfato’.
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Figura 13. Glicdlise, promovendo aformagdo do intermedi&rio GA-3-P e piruvatos.

Fonte. Fernandes (2014).

Figura 14. Formagao do intermediéario GA-3-P através da via pentose fosfato.

Xilose
Arabinose

Xilulose-5-fosfato-

Gliceraldeido-3 -fosfato

Fonte. Adaptado de Ottone (2022)7.
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2.3.2.1 Rota 1 (Formacéo de Acil-coA)

Nessa rota, o piruvato formado € transportado para a mitocondria, onde é convertido
em acetil-CoA pela enzima piruvato desidrogenase (PDH). O acetil-CoA reage com o0
oxal oacetato, originando citrato por meio do citrato sintase. Em condigfes normais, esse citrato
continuaria sendo oxidado no ciclo do &cido citrico (TCA), garantindo a producéo de energiae
precursores para o crescimento celular. No entanto, sob escassez de nitrogénio, a baixa
disponibilidade desse nutriente reduz a sintese de proteinas e limita a multiplicacdo celular,
inibindo a enzimaisocitrato desidrogenase (IDH), responsavel pela conversdo de isocitrato em
a-cetoglutarato no ciclo TCA. Com essa enzima menos ativa, o fluxo do ciclo TCA diminui,
provocando o actimulo de citrato na mitocondria’™.

O citrato acumul ado é entdo exportado para o citosol, onde € sintetizado em acetil-CoA
citosdlico através da ATP-citrato liase (ACL). Esse acetil-CoA é convertido em malonil-CoA
pelaacetil-CoA carboxilase (ACC) e, posteriormente, transformado em acidos graxos pela acil -
CoA™ com a agdo das enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferase, 1-acilglicerol-3-fosfato
aciltransferase, diacilglicerol aciltransferase 1.

Além disso, o piruvato pode ser convertido em acil-CoA diretamente no citosol, sem a
necessi dade de passagem pelamitocdndria. Nesse caso, 0 piruvato éinicialmente metabolizado
em acetato por meio das enzimas piruvato descarboxilase (PDC) e acetaldeido desidrogenase
(ALD). Em seguida, o acetato € sintetizado em a acetil-CoA pela acdo da acetil-CoA sintetase
(ACS), aqua segue o mesmo caminho paraaformacéo de malonil-CoA e acil-CoA. Essasvias
metabolicas esto ilustradas na Figura 1574,
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Figura 15. Rotas metabolicas resumidas de formacéo de triglicerideos da R. toruloides. Legenda: GA-3-P -
Gliceraldeido-3-fosfato; DHAP — Dihidroxiacetona fosfato; G-3-P — Glicerol-3-fosfato; LPA — Lisofosfatidico;
PA — Acido fosfatidico; DAG — Diacilglicerol; TAG — Triacilglicerol; FFA — Acido graxo livre; PP —
| sopentenil difosfato; OAA — Oxal oacetato; DMAPP — Dimetilalil difosfato; ACL1 — ATP-citrato liase; ACS1 —
Acetil-CoA sintetase; GUT2 — Glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial; GPD1.2 — Glicerol-3-fosfato
desidrogenase; SCT1 — Glicerol-3-fosfato aciltransferase; SLC1 — 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase; PAH1
— Fosfatidato fosfatase; DGA1 — Diacilglicerol aciltransferase; LRO1 — Fosfolipidio:diacilglicerol
aciltransferase; TGL1.2 — Triacilglicerol lipase; FAA1.2.3 — Acil-CoA sintetase; PEX 10 — Proteina de membrana
do peroxissomo; AOX1.2.3 — Acil-CoA oxidase; FAS1.2 — Acido graxo sintase; SCD1 — Estearoil-CoA
desaturase.
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Fonte. Adaptado de Wen et al. (2020)74.

2.3.2.2 Rota 2 (Formacdo de TAG)

Nessa rota, o gliceraldeido-3-fosfato (GA-3-P), proveniente da glicdlise, é convertido
em dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) pela enzima triose-fosfato isomerase. Em seguida, o
DHAP é reduzido a glicerol-3-fosfato (G-3P) pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD). O
G-3P atua como esquel eto de trés carbonos sobre o qual os &cidos graxos, previamente ativados
na forma de acil-CoA, a qual teve sua sintese abordada no item anterior, serdo esterificados
paraformar lipidios neutros™.

Inicialmente, 0 G-3P recebe um grupo acila por meio da enzima glicerol-3-fosfato
aciltransferase (GPAT), originando o liso-fosfatidato (LPA). Em seguida, uma segunda
molécula de acil-CoA é adicionada pela 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferase (LPAAT),
formando o acido fosfatidico (PA). O PA é entdo desfosforilado pela enzima fosfatidato
fosfatase (PAP), dando origem ao diacilglicerol (DAG). Por fim, a enzima diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) catalisa a adi¢céo de um terceiro grupo acila ao DAG, resultando na
formag&o do triacilglicerol (TAG)™. A Figura 16 ilustra, novamente, a lipogénese da R.

toruloides.
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Figura 16. Rotas metabolicas completa de formagdo de triglicerideos da R. toruloides. Legenda: GA-3-P -
Gliceraldeido-3-fosfato; DHAP — Dihidroxiacetona fosfato; G-3-P — Glicerol-3-fosfato; LPA — Lisofosfatidico;
PA — Acido fosfatidico; DAG — Diacilglicerol; TAG — Triacilglicerol; FFA — Acido graxo livre; PP —
| sopentenil difosfato; OAA — Oxal oacetato; DMAPP — Dimetilalil difosfato; ACL1 — ATP-citrato liase; ACS1 —
Acetil-CoA sintetase; GUT2 — Glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial; GPD1.2 — Glicerol-3-fosfato
desidrogenase; SCT1 — Glicerol-3-fosfato aciltransferase; SLC1 — 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase; PAH1
— Fosfatidato fosfatase; DGA1 — Diacilglicerol aciltransferase; LRO1 — Fosfolipidio:diacilglicerol
aciltransferase; TGL1.2 — Triacilglicerol lipase; FAA1.2.3 — Acil-CoA sintetase; PEX 10 — Proteina de membrana
do peroxissomo; AOX1.2.3 — Acil-CoA oxidase; FAS1.2 — Acido graxo sintase; SCD1 — Estearoil-CoA

desaturase.
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Fonte. Adaptado de Wen et al. (2020)74.

2.4  Extracdo delipidios microbianos

Os lipidios acumulados pelas leveduras oleaginosas estdo localizados no interior das
células, majoritariamente em corpusculos lipidicos (“lipid bodies’) formados no citosol. Devido
ao acumulo lipidico intracelular, € necessario realizar uma ruptura ou disrupcdo da parede e
membrana celular para que os lipidios armazenados se tornem acessiveis aos solventes de

extracao'®?°, AsFiguras 17 e 18 ilustram o actimulo intracelular de |eveduras ol eaginosas.
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Figura 17. Imagem em microscopio do acimulo lipidico dalevedura oleaginosa Rhodotorula glutinis.

Fonte. Mazaet al. (2020)"".

Figura 18. Imagem de microscopia confocal de goticulas lipidicas coradas com Nile Red dalevedura oleaginosa
Rhodotorula toruloides.

Fonte. Hernandez et al. (2021)78.

Entre os métodos de ruptura celular aplicados a extracdo de lipidios de leveduras
oleaginosas, 0s métodos fisicos ou mecanicos estdo entre os mais utilizados e envolvem a
aplicacdo de forgas externas para romper as células. Dentre eles, destaca-se a moagem,
responsavel por romper a parede celular por meio de forgas de impacto e cisalhamento. A
sonicagdo (ou ultrassom), por sua vez, baseia-se na formagdo e implosdo de microbolhas
geradas pelas ondas ultrassonicas, produzindo ondas de choque locais que danificam a parede
celular e promovem aliberagdo dos lipidios intracel ulares™.

O método da liquefacdo hidrotermal € capaz de promover simultaneamente a ruptura
celular e a extragdo lipidica. (LI et al., 2021)% detalhou que na extracdo de lipidios da

Rhodosporidium toruloides, o tratamento a 160 °C por 60 minutos utilizando etanol como
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solvente resultou na completa desestruturacdo da parede celular e em rendimentos satisfatorios

de produtividade de lipidios. A Figura 19 ilustra o método por liquefacdo hidrotermal.

Figura 19. Representacdo do método de liquefacdo hidrotermal, com lise celular e extracdo de lipidios de
leveduras oleaginosas.
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®» @ v B
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Solidos (parede celular)
Etanol Reator de liquefacao hidrotermal

Fonte. Adaptado de Li et al. (2021)%,

Os métodos quimicos e biol 6gicos de ruptura celular também tém se mostrado eficazes
na liberacéo de lipidios intracelulares de leveduras oleaginosas. Entre esses, o tratamento
enziméti co destaca-se por sua seletividade, umavez gue promove adegradacdo de componentes
estruturais da parede celular, facilitando aliberagdo doslipidios. O estudo de JIN et al, (2012)8!,
mostrou que a aplicacdo de enzimas e éer de etila resultou em uma recuperacdo de
aproximadamente 96,6% dos lipidios em Rhodosporidium toruloides. Outro método
amplamente utilizado é adigestéo &cida, que utiliza &cidos fortes parahidrolisar aparede celular
e aumentar a permeabilidade da membrana®!.

Apbs a ruptura das células, a extragcdo dos lipidios microbianos € geralmente realizada
com uso de umamisturade clorof ormio, metanol e agua. O principio fundamental desse método
consiste na formagdo de um sistema de suas fases, na qual os lipidios solubilizam-se na fase
clorofrmica devido sua apol aridade!®?82, Apesar a eficiéncia de extragio desse método, o uso
de cloroformio e metanol |evanta preocupacdes quanto atoxicidade, inflamabilidade e impacto
ambiental, motivando pesquisas em busca de substitui¢cfes mais sustentaveis, como 0 uso de
solventes verdes (etil acetato e etil lactato), que seguem os mesmos principios de polaridade
diferencial, mas com menor risco a salide e ao meio ambiente®?. A Figura 20 ilustraa separagio

e extracdo de lipidios por diferenca de polaridade.
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Figura 20. Representacdo do método de extracdo de lipidios com cloroférmio e metanol.
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Fonte. Saini et al (2021)%,

25 Composicdo e caracterizacdo de lipidios microbianos da Rhodosporidium
toruloides

A producgo lipidica pela Rhodosporidium tor ul oides caracteriza-se principal mente pela
sintese e acumulagdo intracelular de lipidios de reserva, especidmente triacilglicerdis
(TAGS)®. A Figura 21 ilustra a estrutura molecular de um triacilglicerol. Em termos de
composicao, os lipidios sintetizados pela Rhodosporidium toruloides s8o majoritariamente
constituidos por cadeias de acidos graxos longos, com 16 e 18 carbonos. Os &cidos graxos mais
comuns incluem 4cido palmitico (C16:0) com cerca de 15 a 40 % do total de 4cidos graxos,
&cido estearico (C18:0) com aproximadamente 10 a 20 %, acido oleico (C18:1) entre 40 e 60 %,
4cido linoleico (C18:2) entre 1-10 % e 4cido a-linolénico (C18:3) em cerca de 1-2 %8+ A Figura

22 ilustra a estrutura molecular desses écidos graxos.

Figura 21. Representacdo da estrutura molecular de um triacilglicerol.
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Fonte. Y ang (2020)%.
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Figura 22. Representacdo da estrutura molecular dos &cidos graxos: acido palmitico, &cido estearico, acido
) oleico, acido linoleico e acido a-linolénico.
Acido Palmitico (C16:0) Acido Estearico (C158:0)
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Fonte. Adaptado de Pubchem (2025)%.

A caracterizacdo de lipidios microbianos pode ser realizada por diferentes métodos
cromatogréficos, entre os principais estdo a cromatografia em camada fina (TLC), a
cromatografia em camada fina de alta performance (HPTLC) e a cromatografia gasosa (GC)¥'.
Os dois primeiros tém como funcéo distinguir a classe do lipidio (se € um TAG, DAG, MAG,
fosfolipidio ou acido graxo livre), enquanto o GS-MC indica e quantifica o perfil dos acidos
graxos presentes na amostra®®.

A TLC é baseada na migracdo dos compostos sobre uma fase estacionéria polar,
normalmente constituida por silicagel, e umafase mével apolar, composta por uma misturade
solventes organicos. Durante 0 processo, uma pequena quantidade de amostra lipidica é
aplicada sobre a placa, e 0 solvente, ao subir por capilaridade, transporta os componentes da
amostra em velocidades distintas, de acordo com sua afinidade relativa com as fases®. Dessa
forma, é possivel identificar a classe dos 6leos microbianos através da faixa caracteristica ao
longo da placa, que pode ser visualizada por reagentes de coloragdo, como vapores de iodo ou
&cido sulfurico®. Embora a TLC sgja uma técnica de facil execucfo e baixo custo, ela tem
limitagBes quanto a precisdo e a reprodutibilidade. Nesse contexto, a HPTLC representa um
avanco significativo em relagdo a metodologia convencional. Essa técnica utiliza placas com
particulas de silica menores e mais uniformes, o que promove maior resolucéo e sensibilidade
na separacdo dos compostos. Além disso, a HPTLC permite a automagdo das etapas de



41

aplicagao e detecgdo, reduzindo interferéncias experimentais®. A Figura 23 ilustraum exemplo

de padréo de caracterizacao de lipidios na determinacdo de sua classe através de HTLC.

Figura 23. Padréo de caracterizacéo lipidicaem HTLC. DG - Diglicerideo, Erg — Ergosterol, OA — Acido
oleico, TG — Triecilglicerol, CF — Formiato de colesterol, CE — Ester de colesterol.

Fonte. Meyer et al. (2021)%.

Para a utilizagdo do método de cromatografia gasosa (CG) na caracterizacdo de lipidios
microbianos é necesséario converté-los em compostos derivados mais adequados a fase gasosa,
umavez que a maioria dos acidos graxos e lipidios naturais ndo é suficientemente volatil nem
termicamente estavel para ser analisada diretamente por essa técnica®. Por isso, os lipidios
extraidos sdo submetidos a uma etapa de transesterificacdo, naqual os acidos graxos ligados ao
glicerol sdo transformados em ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME). Essa reacéo pode
ser conduzida em meio &cido, basico ou neutro e utilizando metanol como agente metilante. A
formacdo dos FAMEs auxilia na reducdo do ponto de ebulicdo das moléculas e elimina a
possibilidade de degradacdo térmica durante a CG, garantindo uma separacdo eficiente na
coluna cromatogréfica®™. Assim, cada FAME é eluido de acordo com sua volatilidade e
interacdo com a fase estaciondria, produzindo um cromatograma com picos caracteristicos que
representam os diferentes &cidos graxos presentes na amostra®. A Figura 24 ilustra a reagio

quimicade formacéo de FAME por transesterificaco.
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Figura 24. Reag8o quimica de transesterificacdo para a sintese de FAMEs utilizando metanol.

Fonte. Adaptado de Farobie (2016)%.

26  AplicacBesindustriais de lipidios microbianos

Como mencionado anteriormente, os lipidios microbianos apresentam ampla gama de
aplicacdes industriais devido a sua composicao quimica semelhante a dos 06leos vegetais e
animais®®. Essa caracteristica permite seu emprego como matérias-primas aternativas em
diversos setores, com destague para 0s segmentos de biocombustiveis, alimentos, cosméticos e
bioplasticos.

Na industria de biocombustiveis, os 6leos microbianos representam uma aternativa
sustentavel para a producdo de biodiesel, uma vez que sdo compostos majoritariamente por
triacilglicerdis, que podem ser convertidos em ésteres metilicos por meio da
transesterificagio™®.

No setor alimenticio, os lipidios microbianos tém sido introduzidos comercialmente em
diversos produtos. A DIC Corporation comercializa o acido docosahexaenoico, &cido graxo e
Oleo derivado da microalga Schizochytrium sp, COMo insumo para alimentos e suplementos
alimentares e uma alternativa sustentavel ao 6leo de peixe®. A Figura 25 ilustra o produto
citado.

Figura 25. Acido docosahexaenoico, 6leo microbiano comercializado pela DIC Corporation.

Fonte DIC Corporation (2023)%.



No setor cosmético, lipidios microbianos tém sido incorporados em formul agdes como
emolientes, 6leos condicionantes e biossurfactantes, oferecendo alternativas sustentaveis as
matérias-primas de origem animal e vegetal. O produto comercial Neossance™ Sqgualane,
desenvolvido pela Amyris a partir de biolipidios, € amplamente utilizado como emoliente em
cremes, Oleos faciais e produtos capilares por marcas do segmento cosmético®. Outro grupo de
lipidios microbianos com aplicagbes cosméticas relevantes sdo o0s sophorolipids,
biossurfactantes produzidos pela levedura Star merella bombicola®.

Por fim, os 6leos microbianos também tém aplicabilidade no ramo dos biopolimeros,
atuando como fontes renovaveis de mondmeros para a producéo de materiais biodegradaveis.
Devido a sua composicdo rica em acidos graxos, esses lipidios podem ser convertidos em

poliésteres e poliuretanos por meio de reacdes de polimerizagio ou modificacdo quimica®.



3. OBJETIVOS

31 Objetivo Geral
Avdiar a relagdo C/N em cultivos da levedura R. toruloides UFMG-CM-Y 2781
utilizando hidrolisado hemicelul6sico da mistura bagaco e palha de cana-de-acUcar visando o

acumul o de lipideos microbianos.

3.2  Objetivos Especificos

« Caracterizar amistura de bagaco e palha de cana-de-agUcar;

« Caracterizar o hidrolisado hemicelulésico de mistura de bagaco e palha de cana-de-
acucar,;

» Avdliar a capacidade fermentativa da levedura R. toruloides UFMG-CM-Y 2781 em
hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana-de-acUcar usando
diferentes relagdes de C/N no meio;

» Estudar a metodologia de adaptacdo gradual da levedura R. toruloides UFMG-CM-
Y 2781 em hidrolisado hemicelul dsico trés vezes concentrado;

e Quantificar os lipideos obtidos intracelularmente nas fermentagdes do hidrolisado
hemicelul6sico usando alevedura R. toruloides UFMG-CM-Y 2781.
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4, MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do presente projeto de pesquisa foi dividido nas seguintes etapas
metodol Ogicas: caracterizagdo da mistura de bagaco e palha de cana-de-agUcar, pré-tratamento
da biomassa da cana-de-agUcar através de hidrdlise écida, caracterizacdo do hidrolisado
hemicelulésico, fermentagdo da cepa em hidrolisado hemicelulésico n&o-destoxificado,
avaliacdo darelacdo C/N através de um plangjamento experimental, seguida pela adaptacdo da
leveduraem hidrolisado trés vezes concentrado e por fim, extracéo e quantificacdo dos lipidios

intracel ulares acumul ados.

4.1  Caracterizacdo da mistura de bagaco e palha de cana-de-acucar

A misturade bagaco e palha de cana-de-acUcar (proporcao 1:1) foi caracterizada quanto
as fracBes de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos de acordo com metodologia
padréo de caracterizacdo de carboidratos e lignina estruturais de biomassa do National
Renewable Energy Laboratory — NRELY'.

4.2  Prétratamentocom hidrdlise &cida e car acterizacdo do hidrolisado hemicelulésico

O hidrolisado hemicelulésico de mistura de bagaco e paha de cana-de-aglcar
(proporcéao 1:1) utilizado neste projeto foi previamente obtido pelo grupo de pesquisa APIBIL
(Aproveitamento Integral de Biomassas Lignocelul6sicas) por Almeidaet al. (2022)%, por meio
de hidrdlise acida empregando acido sulfurico diluido, nas condi¢des de relacdo solido:liquido
1:10, temperatura de 120°C, concentracdo de 0,5% (m/v) de H2SO4 e tempo de reacdo de 15
min.

Para a caracterizacdo do hidrolisado obtido, foi utilizada a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) para obter os teores de glicose, xilose, arabinose, acido acético, 5-
hidroximetilfurfural efurfural. Asamostrasinicialmente foram filtradas em filtro Sep Pack C18
e injetadas em um sistema de cromatografia liquida Shimadzu acoplado a um detector de indice
de refracéo RID. Durante a cromatografia, os agucares glicose, xilose e arabinose e 0 &cido
acético foram separados através da utilizacéo de fase mével H>SO4 0,01 N, em uma coluna
analitica BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida a temperatura de 60°C a
vazédo de 0,6 mL/min.

Para determinacéo das concentracfes dos inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural

bem como outros derivados fendlicos, as amostras foram previamente filtradas em membrana
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Minisart e injetadas utilizando-se as seguintes condicdes. coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus
C18, (4,6mm x 100mm, 3,5 pm) mantida a temperatura de 30 °C; volume de inje¢do de 10 pL;
detector de ultra-violeta UV-VIS (276 nm); fase mével acetonitrila/dgua 1:8 e vazéo de 0,8

mL/min.

43  Micro-organismo

A cepa oleaginosa Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y 2781, utilizada neste
estudo, foi obtida da Colecéo de Micro-organismos, DNA e Céulas da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), Brasil, sob aresponsabilidade do Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa. A
levedura foi originalmente isolada de amostras de madeira em decomposicdo ha regido de
Taquarucu, no estado do Tocantins, e 0 sequenciamento e andlise do genoma foram realizados
no Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) daUFMG®.

A cepa foi armazenada a -80 °C em 30% (v/v) de glicerol. Para a manutencdo da
levedura em estoque, foi preservada em placas de Petri contendo meio de cultura solidificado
(10 g/L deglicose, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte e
20 g/L de &gar) apds incubagdo em estufa a 28 °C por 24 horas. As placas foram armazenadas
a4 °C, com repiques realizados a cada 25 dias.

44  Preparodoinéculo dalevedura

Para a preparacéo do indculo utilizou-se 0 meio Y PG (Extrato de Levedura— Peptona -
Glicose) nas seguintes proporcgdes: 30 g/L glicose, 20 g/L peptona, 10 g/L extrato de levedura.
Dessa forma, foram utilizado 400 mL de meio YPG em um erlenmeyer de 1000 mL e
adicionada uma al¢a de placa da cultura estoque da cepa Rhodosporidium toruloides UFM G-
CMY 2781 que foram previamente crescidas em placas de Petri ou tubos inclinados contendo
0s seguintes nutrientes: 10 g/L glicose, 5 g/L peptona, 3 g/L extrato de levedura, 3 g/L extrato
de malte e &gar 20 g/L conseguinte foi incubado por 24 horas, a 28°C, 200 rpm em um em um
agitador orbital (New Brunswick Scientific, U.S.). ApGs este periodo, centrifugou-se o volume
do meio em tubos Falcon (2500 xg por 5 minutos). Por fim, as células foram |lavadas duas vezes
com agua destilada esterilizada para prosseguir com o preparo do inéculo e a fermentagéo.

Para realizar o inéculo da levedura nos ensaios fermentativos, retirou-se um pequeno

volume com as células concentradas e centrifugadas (solugdo mé&e) e determinou-se a
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concentracdo celular (g/L) por turbidimetria medindo a OD 600 nm do caldo de fermentacéo e

convertido em concentragdo de biomassa usando uma curvade calibracéo (Anexo 1).

45 Cultivo das leveduras em hidrolisado hemicdlul6sico de biomassa de cana-de-

acucar: avaliacao darelacéo C/N

O hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agUcar sem destoxificar teve o
pH gustado para 5,5 com solucéo de NaOH (1M), filtrado e esterilizado. Visando determinar
as melhores condi¢des para os cultivos em frascos agitados para maximizagdo de producéo de
lipideos pela levedura R. toruloides UFMG-CMY 2781 usando hidrolisado hemicelulésico da
mistura de bagaco e palha de cana, foi realizado um estudo da relagdo C/N empregando um
plangjamento fatorial fracionado 2** com 3 repetigdes no ponto central, totalizando 11 ensaios,
para avaiar o efeito das fontes de nitrogénio (extrato de levedura, ureia, sulfato de amoénio e
peptona) sobre o crescimento celular. Assim, o hidrolisado hemicelulésico foi suplementado
com 0s seguintes nutrientes: 0,5 — 3,7 g/L extrato de levedura; 0,4 — 3,0 g/L peptona; 0,1 -0,8
g/L ureig, 0,1 — 0,8 g/L (NH4)2S0s4, 1,0 g/L MgS04.7H20 e 3,0 g/L KH2PO4, atingindo razéo
C/IN de 8 a64 (Tabela 3).
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Tabela 3. Matriz do plangjamento fatorial fracionério 2** visando avaliar ainfluéncia das fontes de nitrogénio
no crescimento celular dalevedura R. toruloides UFMG-CM Y 2781 em hidrolisado hemicelulésico de biomassa
de cana-de-aglcar sem destoxificar.

Codificados

Experimento C/N
X1 X2 X3 Xa
1 -1 -1 -1 -1 64
2 1 -1 -1 1 14
3 -1 1 -1 1 14
4 1 1 -1 -1 14
5 -1 -1 1 1 14
6 1 -1 1 -1 14
7 -1 1 1 -1 14
8 1 1 1 1 8
o* 0 0 0 0 14
10* 0 0 0 0 14
11* 0 0 0 0 14
Variaveis (g/L) -1 0 1
Ureia (X1) 0,1 0,5 0,8
Extrato de Levedura (X2) 0,5 2,1 3,7
Peptona (X3) 04 1,7 3,0
Sulfato de aménio (X4) 0,2 1,0 18
*Pontos Centrais (PC)

Fonte. Préprio Autor.

A concentracéo de indculo utilizada foi de 1,0 g/L e os ensaios foram conduzidos sem
replicagéo. Utilizou-se erlenmeyers de 250 mL, com aproximadamente 50 mL de meio
fermentativo para cada experimento, os quais foram mantidos sob agitacdo em um “‘shaker”
(agitador orbital) durante quatro dias de fermentagdo. Aliquotas foram colhidas a cada 24 horas
paraandlise do crescimento celular, pH e consumo de substrato durante afermentacéo. Aofinal,
as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com agua destilada, secas a 60°C e

armazenadas para posterior determinagao de lipidios totais.

46  Adaptacéo da levedura R. toruloides UFMG-CMY 2781 ao hidrolisado 3 vezes

concentrado e fermentacéo teste em hidrolisado 2 vezes concentrado

A adaptacéo dalevedurafoi realizadacom o cultivo daR. toruloidesUFMG-CM-Y 2781
em um meio sintético (30 g/L xilose, 4 g/L glicose, 2 g/L extrato de levedura, 1 g/L sulfato de
magneésio heptahidratado, 2g/L sulfato de amonio e 3 g/L fosfato monopotéssico), no qual
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adicionou-se hidrolisado hemicelul 6sico trés vezes concentrado (11,86 g/L glicose, 82,44 g/L
xilose, 10,67 g/L arabinose, 6,56 g/L &cido acético e 2,19 g/L celobiose). Iniciamente, a
levedura foi inoculada em um meio contendo 10% (v/v) de hidrolisado hemicelulGsico e 90%
(v/v) de meio sintético. Apés 24 horas de cultivo, as células foram coletadas e inoculadas
novamente em um novo meio com aumento gradual da proporcdo de hidrolisado
hemicelulésico, elevando-se a concentragdo para 20% de HHBCA e 80% de meio sintético.
Esse procedimento foi repetido a cada 24 horas, durante dez dias, com incrementos sucessivos
nafracéo de hidrolisado hemicelul ésico, até que alevedurafosse finalmente cultivadaem meio
contendo 100% de hidrolisado hemicelul ésico trés vezes concentrado.

ApGs a metodologia de adaptacdo, foi realizado um novo ensaio fermentativo com a
cepaadaptada. Dessaforma, alevedurafoi inoculadaem hidrolisado hemicelul ésico duas vezes
concentrado (7,40 g/L glicose, 50,55 g/L xilose, 6,10 g/L arabinose, 5,52 g/L écido acético e
1,37 g/L celobiose). Assim como no plangjamento fermentativo inicial, utilizou-se erlenmeyers
de 250 mL, com aproximadamente 50 mL de meio fermentativo para cada experimento, 0s
guais foram mantidos sob agitagdo em um “shaker” (agitador orbital) durante quatro dias de
fermentacdo. Aliquotasforam colhidas em triplicataacada 24 horas paraanalise do crescimento

celular, pH e consumo de substrato durante a fermentacéo.

4.7  Quantificacdo doslipideosintracelulares

A extracdo e determinagdo de lipidios foi realizada de forma adaptada baseada no
método descrito por Folch et al. (1957)%. Para a recuperacéo dos lipidios € necessaria uma
etapa de ruptura celular, em resumo, uma mistura de 10 mL de cloroférmio:metanol (2:1 v/v)
foi adicionada a aproximadamente 200 mg de bi omassa seca previamente macerada em um tubo
com rosca e incubados em um banho termostético a 20 °C por 24 horas. Posteriormente, a
mistura foi colocada em um ultrassom por 10 minutos. Conseguinte, foi adicionado 2 mL de
uma solucdo saturada de NaCl (0,5 g/L) em cada tubo. Apés esta etapa, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 2500 xg, que resultou na formagdo de duas fases. aquosa e
organica, que foi cuidadosamente separada e filtrada usando papel Whatman #8 para remocéo
dos residuos celulares, foi utilizado um tubo pré-pesado, e apos processo de filtracdo, levados
a uma capela de exaustdo por pelo menos 24 horas para evaporacdo do solvente. Por fim, os
frascos foram pesados em balanga analitica. O contetido lipidico (mg/g), concentracdo lipidica
(mg/L) e produtividade lipidica (mg/L.h) foram determinados gravimetricamente conforme

equagdes 1 ao 3.
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massa lipidios (mg)

Conteudo lipidico = Diomassa seca (g) D
~ massa lipidios (m
Concentracgdo = Ipldios (mg) 2
volume amostra (L)
.. __ concentragdo lipidica (mg.L_l)
Produtividade = Tempo de fermentagio (horas) (3)

4.8 Andlises da Estatistica

Os dados obtidos nos ensai os fermentativos foram analisados e tratados estati sticamente
com o auxilio do software Microsoft Excel. Todas as amostras foram col etadas em duplicata,
com excegdo dafermentacdo teste com alevedura adaptada que foi realizada em triplicata, e os
resultados apresentados correspondem a média aritmética dos val ores experimentais obtidos. O

plangjamento fatorial fracionario 2% foi realizado pelo software Statistica.
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S. RESUL TADOSE DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da mistura de bagaco e palha de cana-de-acucar e caracterizacio
da celulignina obtida apos o pré-tratamento.
Ao caracterizar aamostra da mistura de bagaco e cana-de-acUicar e a celulignina obtida
apos pré-tratamento com é&cido diluido, obteve-se os seguintes resultados de composicao
massica (Tabela 4).

Tabela 4. Composi¢éo da mistura de bagago e palha de cana-de-aglcar (1:1) in natura e apds pré-tratamento
com &cido diluido

Componente (%) Biomassa de Cana Celulignina
Celulose 34,63 50,37
Hemicelulose 23,22 5,78
Lignina 30,75 33,55
Grupos Acetil 531 n.d.
Cinzas 1,40 0,54
Extrativos 3,01 n.d

n.d. (ndo detectado)
Fonte. Préprio Autor.

Ao comparar os resultados obtidos com o encontrado na literatura, observa-se fragoes
massicas semelhantes. Em destaque, observa-se a semelhanca com o trabalho de (Rabelo,
2007)1%, apresentado na Tabela 5. Durante a andlise composicional da biomassa da cana-de-
aclcar, observou-se que a celulose (34,63%) como homopolimero predominante; a
hemicelulose (23,22%), estrutura heteropolimérica composta por xilana acetilada e arabinada,
foi considerada o terceiro maior componente da biomassa. O teor de lignina obtido consiste nas

fraghes solUveis e insol Gveis, totalizando 30,75%.

Tabela 5. Caracterizacdo da biomassa de cana-de-aclicar obtida por diferentes autores.

Componente  Pitarelo (2007) 1 Gouveia et al. Canilhaet al. Rabelo (2007)14
(%) (2009)12 (2011)13
Celulose 41,1 42,8 45,0 384
Hemicelulose 22,7 25,8 25,8 232
Ligninatotal 31,4 22,4 191 25,0

Fonte. Elaborado pelo Autor com dados de Pitarelo (2007)°%, Gouveia et al. (2009)1%, Canilhaet al. (2011)1% e
Rabelo (2007)1%%,

A Tabela 4 ilustra os resultados da caracterizacdo da composicdo da fragdo solida

recuperada (celulignina). Observa-se que, apés a hidrdlise &cida, as proporcdes de celulose e
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lignina na biomassa de cana-de-acUcar aumentaram de forma relativa, em virtude da
solubilizacdo e remogdo dos agUcares constituintes da hemicelulose. Esse comportamento
indica que as condi¢des de hidrélise empregadas foram adequadas para a extragdo dos aglicares
presentes na fracdo hemicelul 6sica.

A celulose e aligninacorresponderam a aproximadamente 90% da massatotal dafracéo
solida, confirmando sua predominancia apds o processo. Parte da hemicel ul ose, entretanto, ndo
foi completamente hidrolisada, permanecendo em 5,78% da massa total da celulignina. Os
resultados obtidos mostraram-se consistentes com os reportados por Philippini (2012)1%°, que
caracterizaram a celulignina de bagaco de cana-de-aclicar com 54,17% de celulose, 5,3% de
hemicelulose, 37,28% de lignina e 0,54% de cinzas, demonstrando a similaridade entre as
composi ¢des encontradas e os valores descritos na literatura.

A presenca de apenas 5% de hemicelulose residual na fragéo de celulignina apos o pré-
tratamento &cido evidencia uma eficiente separacdo das fracdes e elevado grau de remocéo da
hemicelulose, A reducdo da fragdo hemiceluldsica residual e a consequente liberacdo de
acUcares ssimples no meio favorecem a disponibilidade de substratos assimilaveis, condicao
essencial para o crescimento microbiano e posterior acimulo de lipidios pela levedura. Além
disso, a baixa solubilizaggo dalignina reduz aformagdo de compostos inibidores, como fendis
e derivados furanicos, contribuindo para a viabilidade do processo fermentativo e a melhoria
do desempenho metabdlico da Rhodosporidium toruloides no hidrolisado obtido.

5.2  Caracterizacao do hidrolisado hemicelulésico

A Tabela 6 apresenta a composicdo do hidrolisado hemiceluldsico obtido no pré-
tratamento com &cido diluido da mistura palha e bagaco de cana-de-agUcar. Na solugdo liquida
obtida, é possivel confirmar a presenca dos monossacarideos glicose, xilose e arabinoses. De
forma andloga, também foi identificado a presenca de compostos capazes de inibir o
crescimento celular. Em destague, € observada a presenca de acido 2,4-dihidroxibenzoico e
siringaldeido. Além disso, também foram detectadas concentrages de &cido formico e acido

aceético.
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Tabela 6. Composicao quimica do hidrolisado hemicelul ésico de biomassa de cana-de-aglcar.

Concentracéo Por centagem
Componente
(g/L) em massa

Glicose 3,79 9,9%
Xilose 26,29 68,4%
Arabinose 3,58 9,3%
Acido férmico 0,59 1,5%
Furfural n.d. n.d.

Acido 2,4-dihidroxibenzoico 0,02 0,1%
Vanilina n.d. n.d.

Siringaldeido 0,39 1,0%
Acido acético 3,77 9,8%

n.d. (ndo detectado)
Fonte. Préprio Autor.

A andlise dos dados indica que os agUcares presentes no hidrolisado hemicelul6sico so
predominantemente pentoses, correspondendo a 77% damassatotal, sendo a xilose o principal
monossacarideo, seguida daarabinose. A glicose, umahexose, representa apenas cerca de 10%
dacomposicéo. Os 13% restantes sdo compostos por inibidores e produtos de degradacéo, como
&cido acético, &cido formico, siringaldeido e tracos de é&cido 2,4-dihidroxibenzoico. A
predominancia de pentoses no hidrolisado confirma que a xilose € o principal mondémero da
fracdo hemicelulésica do bagaco e da palha da cana-de-aclcar, o que esta de acordo com a
composi¢cdo estrutural da biomassa. Esses resultados estdo em conformidade com os relatados
por (Fonseca, 2009)1%, que caracterizaram o hidrolisado hemicelul6sico de bagaco e palha de
cana, encontrando as seguintes proporcdes. glicose 2%, xilose 62%, arabinose 5%,
siringaldeido 2%, fendis totais 18% e acido acético 10%. A caracterizacdo dos compostos
inibidores revela que o écido acético € o principal inibidor presente no hidrolisado, o que se
explica pela liberagdo dos grupos acetil da hemicelulose durante o pré-tratamento acido'®. A
presenca de acido formico € decorrente da degradacéo do 5-hidroximetilfurfural (5-HMF),
originado a partir da glicose'. Por outro lado, a auséncia de furfural, produto da degradac&o de
xilose e arabinose, sugere que este tenha sido convertido em acido férmico durante o processo.
O siringaldeido também foi identificado entre osinibidores e € um produto tipico dadegradacéo
da lignina durante a hidrolise &cidal®. De forma semelhante, a vanilina e o &cido 2,4-
dihidroxibenzoico s&o derivados da mesma rota de degradacdo da lignina. De modo geral, a
caracterizagdo mostra que aproximadamente 1,1% dos inibidores detectados sdo provenientes

da degradacdo da lignina, valor considerado baixo, visto que a lignina permaneceu
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tratamento.

Ao andlisar as concentragOes obtidas dos compostos inibidores, nota-se que estéo fora
dafaixainibitoria descrita naliteratura, com excecéo do &cido acético®. O trabalho de Zhao et
al. (2012)% apresentou resultados em que o &cido acético em concentragdes proximas a5 g/L
ja confere inibicdo a Rhodosporidium toruloides, quantidade préxima a obtida nesse trabal ho,
377 glL.

Esses resultados indicam que o pré-tratamento aplicado foi eficiente ndo apenas na
solubilizacdo da hemicelulose e liberacdo de aclcares fermentesciveis, mas também na
minimizacdo da formagdo de compostos inibitorios, tornando o hidrolisado hemiceluldsico
adequado para o cultivo da R. toruloides UFMG-CM-Y 2781 e para posteriores ensaios

fermentativos voltados a producéo de lipidios microbianos.

5.3  Balanco de massa do processo de pré-tratamento com acido diluido

Durante o processo de fracionamento da hemicelulose da mistura de bagaco e palha da
cana-de-acucar (1:1), pesou-se os valores de massa inicial e final de cada reagente, produto e
subproduto, com o intuito de construir o balanco de massa que descreva 0 processo. Foram
adicionados ao reator 30 gramas de biomassa, dos quais 17,5 gramas de celulignina foram
recuperados apés ahidrolise. Além disso, 150 mL de umasolucéo de H2SO4 (0,5% m/v; d=1,84
kg/L) foram adicionados, e apenas 138 mL foram recuperados ao fim do processo. Logo 12 mL
foram retidos na fracéo solida de celulignina. Com esses valores, e em posse das informagdes
de densidade de hidrolisado e &gua, foi possivel determinar a massa fina de hidrolisado
hemicelul ésico e, consequentemente, amassa perdida durante o pré-tratamento. Por fim, diante

detodas as massasiniciais e finais, 0 balanco de massa é apresentado na Figura 26.

Figura 26. Balanco de massa da etapa de pré-tratamento da biomassa de cana-de-aglcar utilizando &cido diluido.

Fonte. Préprio Autor.
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54  Plangiamento experimental avaliando diferentes razbes C/N na fermentacéo de
hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agUcar sem destoxificar.

A etapade avaliagdo darazéo C/N foi conduzida com o objetivo de determinar o efeito
da disponibilidade de nitrogénio sobre o crescimento celular da R. toruloides UFMG-CM-
Y2781 em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglcar ndo destoxificado. Essa
variavel é fundamental, uma vez que a limitacdo de nitrogénio € um dos principais gatilhos
metabdlicos paraarotalipogénicaem leveduras oleaginosas, o que influenciao equilibrio entre
crescimento e acimulo de lipidios.

Foram testadas diferentes fontes de nitrogénio, mantendo-se constante a quantidade de
carbono, de modo a identificar as condicbes mais favoraveis ao crescimento celular e ao
aproveitamento do substrato. Realizaram-se 11 ensaios fermentativos, nos quais foram
avaliados o consumo de aglcares, o fator de conversdo de substrato em células (Y x/s) e o pH
final, conforme apresentado na Tabela 7. A Figura 27 ilustra os ensaios fermentativos
utilizados. A Figura 28 apresenta a variagdo da concentragdo celular ao longo do tempo para os
11 experimentos realizados.

Figura 27. Ensaios fermentativos da Rhodosporidium torul oides UFM G-CM-Y 2781 em hidrolisado
hemlcel ulés co apos 96h de ferment

T 1S '

Fonte. Préprio Autor.

Na Tabela 7, observa-se que a concentragcdo de aglcares no hidrolisado manteve-se
praticamente constante durante a fermentagdo, com consumo total variando de 0,64% a 7,90%.
O pH final apresentou pequena variacdo, permanecendo proximo de 5,0 em todos os ensaios.
Ofator deconversao Y x;s variou de 0,31 a4,83, indicando diferengas na eficiénciade converséo

do substrato em biomassa em funcéo da disponibilidade de nitrogénio.
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Tabela 7. Consumo de aglcares, concentracdo celular e pH final obtidos nas fermentacdes de hidrolisado
hemicelul6sico de biomassa de cana-de-aglicar apos 96h seguindo o planejamento fatorial fracionario 24 (ver
Tabela 3). Em parénteseso valor real emg/L.

Codificados Consumo oH
Experimento Ureia E.L Peptona MgSO. C/N aglcares  Yxis Final
X1 X2 X3 Xa (%)

1 -1(0,2) -1(05)  -1(04) -1(02) 64 7,90 031 498
2 1(0,8) -1(05) -104) 1(18) 14 1,63 1,70 504
3 -1(0,1) 137 -104) 1(1,8 14 7,36 045 501
4 1(0,8) 137  -104) -102 14 0,64 483 507
5 -1(0,1) -1(05 1(30 1(1,8 14 5,47 030 5,00
6 1(0,8) -1(05 1(30 -1(02) 14 1,28 1,71 504
7 -1(0,1) 137 130 -102 14 1,42 1,26 5,03
8 1(0,8) 1(3,7) 1(3,0) 1(1,8) 8 4,61 042 505
9* 0(0,5) 0(2,1) 0(17) 0(1,0 14 3,83 063 4,99
10* 0(0,5) 0(2,1) 0(17) 0(1,0 14 5,91 042 5,03
11* 0(0,5) 0(1) 0(L7) 0(L0) 14 1,31 1,16 501

Fonte. Préprio Autor.

Entre as condi¢des avaliadas, 0 ensaio 4 apresentou a maior concentracdo celular (2,45
g/L) apobs cinco dias de fermentacdo, suplementado com 0,8 g/L de ureia, 3,7 g/L de extrato de
levedura, 0,4 g/L de peptona e 0,2 g/L de sulfato de ambnio, correspondendo a uma razdo C/N
de 14. Nessa condi¢ado, observou-se 0 menor consumo de aclcares (0,64%) e o maior valor de
Yxis (4,83), sugerindo melhor conversdo do substrato em biomassa entre 0s ensaios
fermentativos realizados. Esse comportamento indica que a condicdo intermediaria de C/N
favoreceu o equilibrio entre disponibilidade de nitrogénio e assimilacdo de carbono,
promovendo crescimento celular sem limitagdo excessiva do nutriente.

Por outro lado, 0 ensaio 1, conduzido com as menores concentracbes das fontes
nitrogenadas (C/N=64), apresentou 0 maior consumo de agucares (7,90%), com concentracdo
celular de 2,31 g/L e Yxss de 0,31. Essa condicdo, caracterizada por alta relagdo C/N (baixo
nitrogénio), levou aum consumo mais acentuado de substrato, porém com menor eficiénciade
conversao, possivelmente devido a limitagdo nitrogenada, que restringe a sintese de proteinas
e, consequentemente, o crescimento celular. Assim, a comparagdo entre os experimentos 1 e 4
evidencia que umarazdo C/N intermediaria é mais favoravel ao crescimento da R. toruloides
UFMG-CM-Y 2781 sob as condi¢des avaliadas.
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Figura 28. Concentragéo celular ao longo do tempo de fermentagdo para os experimentos: (a) 1a5e(b) 6all
do plangjamento fatorial fracionado 242

(@

30
—
2
g 25 -
—: B ——
W
")
& 2.0
[
£
|
g 15
o
Q

1.0

0 24 48 72 96
Tempo de fermentacéao (h)
+—Ensaio 1| —#®Ensaio 2 ——Ensaio 3 ——Ensaio 4 ——Ensaio 5
(b)

Concentracao celular (g/L)
9
o

1.0
0 24 48 72 96

Tempo de fermentacio (h)

—e—FEnsaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaios 9 ao 11

Fonte. Proprio Autor.

De forma gera, apesar do baixo consumo de agUcares obtido nos 11 ensaios
fermentativos, observou-se que a diminuicdo da concentragdo das fontes de nitrogénio
favoreceu o consumo de aglcares, embora nem sempre resultasse em maior concentracéo
celular. A comparagao entre 0s experimentos 1 (todas as fontes em menor nivel) e 8 (todas em
maior nivel) reforca que umarazdo C/N mais elevada (menor nitrogénio) tende a favorecer o
consumo de agUcares, enquanto proporcdes intermediarias proporcionam melhor equilibrio
metabdlico para crescimento celular eficiente.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com os relatados por Almeida et al.
(2023)"2, que avaliaram a mesma cepa (R. toruloides UFMG-CMY2781) cultivada em

hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-acUcar sem destoxificacdo. Nesse estudo, 0
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crescimento celular variou de 1,34 g/L a 2,28 g/L apos cinco dias de fermentacdo utilizando
suplementacdo com 2,0 g/L deE.L., 1 g/L de MgSOs, 1 g/L de (NH4)2S04 e 3 g/L de KH2PO4
(C/N = 26,3). Além disso, 0 pH manteve-se praticamente constante em torno de 5,0 durante
todo o processo, comportamento semelhante ao observado nos 11 ensaios fermentativos do
presente trabal ho.

A andlise estatistica dos 11 experimentos, representada pelo diagrama de Pareto na
Figura 29, revelou que nenhuma das varidveis avaliadas apresentou efeito significativo sobre
as respostas estudadas e que o modelo ndo apresentou curvatura. Esse resultado sugere que as
faixas de concentracdo testadas podem ndo ter sido suficientemente amplas para evidenciar
diferencas estatisticamente relevantes. Além disso, a presenca de compostos inibidores no
hidrolisado ndo destoxificado pode ter limitado o crescimento celular, mascarando possiveis
efeitos da variagéo darazdo C/N.

Dessa forma, constata-se que a simples modificacdo da razédo C/N ndo foi suficiente
para otimizar o desempenho fermentativo da R. toruloides UFMG-CMY 2781 em meio
contendo hidrolisado hemiceluldsico sem destoxificar. Estratégias complementares, como a
adaptacdo gradativa dalevedura ou pré-tratamentos adicionais do substrato, podem representar
aternativas viavels e economicamente interessantes para aprimorar a produtividade celular e

| | pidl Ca15,107,108

Figura 29. Diagrama de Pareto, resultante dos efeitos padronizados do model o de regressdo, para aavaliagéo das
fontes de nitrogénio na fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-aglcar sem
destoxificar pelalevedura R. toruloides UFMG-CMY 2781, considerando as varidveis resposta: (a) Concentragdo
Celular e (b) consumo de aglicares ap6s 96h de fermentacao.

@ (b)

(2EL 0.7175812 (1)Urela -2.14242

(3)Peptana -0.50883 (4)Sulfato de améni 1200274

(1)Ureia 02739856 (3)Peptona -0.727507

(4)Sulfato de aménio -0.117422 (2EL -0.34421

Curvatr. 005622371 Curvatr. -0.066316

p=0.05 p=0.05
Estimativa de efeito padronizado (valor abscluto) Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte. Proprio Autor.
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5,5  Extracdo dos lipidios microbianosrefer entes ao plangjamento fatorial fracionario

241,

Apos afermentacdo dos 11 experimentos conduzidos com diferentes concentragfes das
fontes de carbono e nitrogénio, as biomassas obtidas foram submetidas a secagem para posterior
extracao dos lipidiosintracelulares. Contudo, conforme discutido anteriormente, o crescimento
celular foi inferior a0 esperado, 0 que resultou em uma baixa producéo de biomassa e,
consequentemente, em reduzido acimulo de 6leos microbianos. De acordo com a metodologia
adotada para extracdo lipidica, € necessario um minimo de 200 mg de massa seca de células
paraarealizacdo adequada do procedimento. No entanto, guantidade ndo foi alcancada em
nenhum dos 11 ensaios fermentativos devido ao baixo crescimento celular observado. Ainda
assim, foram realizadas quantificacBes lipidicas para os experimentos 3, 5 e 10, nos quais foi

possivel obter aproximadamente 150 mg de biomassa seca (Tabela 8).

Tabela 8. Quantificacdo dos lipidios microbianos obtidos pela fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico de
biomassa de cana-de-aglcar sem destoxificar utilizando alevedura R. toruloides UFMG-CMY 2781.
Massa células Contelido Lipidico  Concentracdo Lipidica  Produtividade

Experimento

(mg) (mg/g) (mglL) (mg/L.h)
3 133,0 3,76 532 0,055

1235 6,48 8,51 0,089
10 14338 4,17 6,38 0,066

Fonte. Préprio Autor.

Almeida et al. (2023)"? obtiveram, com a mesma cepa de levedura (R. toruloides
UFMG-CM-Y 2781), um acumulo lipidico de 77,56 mg/g em hidrolisado hemicelul6sico
proveniente da hidrolise acida diluida de umamistura 1:1 de bagaco e palha de cana-de-agUcar,
contendo 3,8 g/L deglicose, 26,3 g/L dexilose, 3,77 g/L de écido acético, 1,09 mg/L devanilina
e 4,9 mg/L de furfural, suplementado com 2,0 g/L de E.L., 1 g/L de MgSO.-7H-0, 2 g/L de
(NH4)2SO4 e 3 g/L de KH2PO. apos procedimento de adaptagdo. Esse valor é significativamente
superior a0 observado neste estudo, no qual a maior concentracéo lipidica foi de 6,48 mg/g
(experimento 5). Isso indica que, nas condi¢des analisadas, a levedura direcionou 0 consumo
limitado de aglcares principamente para a manutencdo celular, e ndo para a sintese de 6leos
microbianos. Assim, paraviabilizar umaproducgo lipidicamais eficiente, torna-se fundamental
aplicar uma metodologia de adaptacdo que aumente a resisténcia da levedura aos inibidores

presentes no hidrolisado hemicelul ésico.
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56 Adaptacdo da levedura R. toruloides UFMG-CM-Y2781 em hidrolisado
hemicelul6sico de biomassa de cana-de-aclicar 3 vezes concentrado.

Dessa forma, o cerne do projeto voltou-se & necessidade de adaptar a cepa utilizada em
hidrolisado hemicelulosico trés vezes concentrado, visando aumentar a resisténcia aos
compostos i nibidores presentes no hidrolisado pelo microrganismo. Portanto, realizou-se uma
metodol ogia de adaptacéo gradativadaleveduraem HHBCA concentrado trés vezes (11,86 g/L
glicose, 82,44 g/L xilose, 10,67 g/L arabinose, 6,56 g/L &cido acético e 2,19 g/L celobiose).
Nesse experimento, inoculou-se a R. toruloides UFMG-CMY 2781 em um meio sintético
simulando as condi¢fes do hidrolisado e ao longo dos dias adicionou-se, gradualmente, 10%
de HHBCA a cada 24h horas. Logo, obteve-se os resultados, de crescimento celular apds 24h
de fermentacdo em cada nivel de adaptacdo (Figura 30). A Tabela 9 ilustra a quantidade de

inibidores presentes no meio fermentativo em cada dia da metodol ogia de adaptacéo.

Figura 30. Concentracéo celular da R. toruloides UFMG-CM-Y 2781 para cada nivel de adaptacdo usando
HHBCA.
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Tabela 9. Quantidade de inibidores presentes no meio fermentativo em relagéo ao hidrolisado hemicelul6sico
ndo concentrado durante os dez dias de adaptaco.
Quantidade de

inibidoresem relacéo ao

Dia % HHBCA 3X

HHBCA néo
concentrado

1 10% 0,3X

2 20% 0,6 X

3 30% 0,9 X

4 40% 12X

5 50% 15X

6 60% 1,8 X

7 70% 2,1X

8 80% 2,4 X

9 90% 2,7X

10 100% 3,0X

Fonte. Préprio Autor.

A andlise dos dados evidencia que a R. toruloides UFMG-CM-Y 2781 desenvolveu resisténcia
aos compostos téxicos presentes no hidrolisado hemicelulésico, acangando um crescimento
celular de 5,21 g/L em meio contendo 100% de HHBCA concentrado trés vezes. Esse resultado
confirma a eficacia do processo de adaptacdo, visto que, na fermentacdo inicia realizada sob
as mesmas condicdes de suplementacéo (0,8 g/L de ureia, 3,7 g/L de extrato de levedura, 0,4
g/L de peptona e 0,2 g/L de sulfato de amdnio) o crescimento havia sido de apenas 2,45 g/L
apos 96 h. Assim, verifica-se que a levedura apresentou desempenho superior mesmo em um
meio com maior concentracdo deinibidores, resultado diretamente associado aadaptacéo prévia

a0 hidrolisado concentrado.
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5.7  Fermentacdo teste da adaptacédo da levedura Rhodosporidium toruloides UFM G-
CM-Y 2781 realizada em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-

aclcar duas vezes concentrado.

Apos arealizago da adaptacéo daleveduraem hidrolisado hemicelul 6sico concentrado
trés vezes, foi feita umafermentacdo com o microrganismo adaptado. Dessa forma, realizou-se
a fermentacéo do hidrolisado hemicelul dsico duas vezes concentrado (7,40 g/L glicose, 50,55
g/L xilose, 6,10 g/L arabinose, 5,52 g/L acido acético e 1,37 g/L celobiose) usando a levedura
Rhodosporidium toruloides UFM G-CM-Y 2781 adaptada visando uma maior produtividade de
lipideos. As Figuras 31 a 33 apresentam imagens em microscépio da levedura no inicio e fim

dafermentacéo teste.

Figura 31.Células dalevedura Rhodosporidium toruloides UFM G-CM-Y 2781 no inicio dafermentagéo vistas
em um microscopio com aumento de 100 vezes. Pigmentado com o corante Safranina.

Fonte. Préprio Autor.

Figura 32. Células da levedura Rhodosporidium toruloides UFM G-CM-Y 2781 apds 96 horas de fermentacéo
vistas em um microscopio com aumento de 100 vezes. Pigmentado com o corante Safranina.

Fonte. Préprio Autor.
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Figura 33. Células da levedura Rhodosporidium toruloides UFM G-CM-Y 2781 apds 96 horas de fermentacéo
vistas em um microscopio com aumento de 100 vezes. Pigmentado com o corante Sudan 1V.

Fonte. Préprio Autor.

Ao andisar os resultados obtidos de crescimento celular e pH ao decorrer do
experimento, Figura 34, observa-se que a levedura obteve um crescimento bem maior do que
todos os 11 ensaios fermentativos realizados no plangamento (Tabela 2). Ap6s 96h de
fermentacdo, alevedura adaptada cresceu até 5,79 g/L, contrapondo com 0 maior crescimento
obtido no plangjamento (2,45 g/L do ensaio 4, C/N = 14). Além disso, avariacdo do pH com o
decorrer dafermentacdo também se alterou quando comparado com os ensaios do plangjamento
experimental (Tabela2). No teste realizado, o pH do meio elevou-se com o decorrer do tempo,
indicando o consumo de &cido acético pela levedura, comportamento abordado em Palmqvist
et al. (2000)**, o que ndo foi observado no planejamento de experimentos (Tabela 2) uma vez

que o pH se manteve constante.
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Figura 34. Crescimento celular da R. toruloides UFMG-CM-Y 2781 adaptada e pH do meio fermentativo,
coletados em triplicata, durante a fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agUcar
duas vezes concentrado.
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Avaliou-se 0 consumo de agucares pela Rhodosporidiumtoruloides UFM G-CM-Y 2781
durante a fermentacdo, conforme apresentado na Tabela 10. Observa-se que a xilose
praticamente ndo foi metabolizada (apenas 0,21%), enquanto 65,2% da glicose presente no
hidrolisado hemicelul6sico foi consumida pelo microrganismo. Esse comportamento pode ser
explicado pelo fenémeno de represséo catabdlica, no qual, na presenca de diferentes aglicares,
aR. toruloides priorizao consumo daglicose antes deiniciar o metabolismo das pentoses, como
axilose'®®,

Considerando que o principal objetivo deste trabalho € viabilizar o aproveitamento da
xilose presente nafragdo hemicelul 6sica do bagaco e da palha de cana-de-acUcar, pentose que
representa cerca de 68,4% dos monémeros desse residuo lignocelulésico, o fato de sua
concentracdo ter se mantido praticamente constante requer uma andlise mais detalhada dos
resultados. A adaptagdo da levedura conferiu resisténcia aos compostos de degradacéo,
permitindo maior multiplicagdo celular no meio fermentativo. Contudo, o consumo incompleto
de glicose impediu que a xilose fosse posteriormente metabolizada, em virtude da ja
mencionadarepressdo catabolica. Dessaforma, € plausivel supor que, emboraaadaptacéo tenha
aumentado a toleréncia da levedura a ambientes mais toxicos, ela ndo foi suficiente para
possibilitar o consumo integral de glicose durante afermentacéo em hidrolisado hemicelul6sico
duas vezes concentrado. A presenca consideravel de inibidores comprometeu a eficiéncia das
vias responsaveis pela metabolizacdo da glicose. Compostos como furfural, HMF, &cidos
organicos e fendis afetam enzimas da glicllise e do ciclo respiratério, aém de causar

desequilibrio redox e danos s membranas celulares'®®, Diante desse estresse, alevedura passa
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a empregar parte da glicose disponivel na geracdo de cofatores redutores, utilizados na
conversdo desses inibidores em compostos menos toxicos. Nessas condi¢des, 0 consumo de
glicose torna-se mais lento e limitado, pois a levedura utiliza o substrato apenas para sustentar
0 metabolismo de manutencdo, que demanda muito menos energia do que 0s processos de
crescimento celular ou de acimulo de lipidios na auséncia de nitrogénio. Dessaforma, parte da
glicose permaneceu no meio em razdo da desaceleracdo metabdlica provocada pela presenca
dos inibidores. Assim, embora a adaptacéo tenha aumentado a toleréncia da Rhodosporidium
toruloides UFMG-CM-Y 2781 a ambientes inibitorios, ela ndo foi suficiente para manter um
metabolismo ativo capaz de consumir integramente os aclcares disponivels para um

crescimento celular ainda maior ou para aformacdo de lipidios.

Tabela 10. Concentragéo de glicose, xilose e &cido acético durante a fermentacéo da R. toruloides UFMG-CM-
Y 2781 adaptada em hidrolisado hemicelul ésico duas vezes concentrado.

Tempo Glicose Xilose Acido Acético
(h) (glL) (glL) (glL)
0 8,32 41,36 6,88
96 2,89 41,27 7,09

Fonte. Préprio Autor.

Ao comparar o crescimento celular obtido neste trabalho com o estudo de Liu et al.
(2020)1%°, nota-se uma coeréncia nos resultados. Os autores avaliaram o crescimento de R.
toruloides em hidrolissdo de paha de trigo submetido a diferentes pré-tratamentos
(destoxificado, concentrado e em meio sintético), obtendo concentractes celulares entre 4,50 e
17,95 g/L.. De forma semelhante, neste estudo, foi a cancada uma concentracdo celular final de
5,79 g/L, demonstrando que o comportamento dalevedura segue um padréo consistente mesmo
em hidrolisados de origens distintas (palha de trigo versus bagaco e palha de cana-de-agUcar).

Portanto, o0 ensaio fermentativo com a levedura adaptada confirma que a
Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y 2781 adquiriu resisténcia aos inibidores de
crescimento, umavez que apresentou maior crescimento celular em comparagao aos ensai os do
plangjamento experimental na razéo otima C/N, mesmo em meio contendo o dobro da
concentracdo de compostos toxicos. Além disso, a concentragdo celular obtida esta dentro da
faixarelatadapor Liu et al. (2020)%°. No entanto, aresisténciaadquiridanao foi suficiente para
promover o consumo de xilose no hidrolisado concentrado. Assim, é provavel que alevedura
adaptada apresente desempenho mais favoravel em meio ndo concentrado, condicao utilizada

nos testes de definic¢do darazéo 6tima C/N, umavez que o meio teria metade da concentragéo
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dos inibidores presentes no teste realizado. Em sintese, a adaptacéo gradativa mostrou-se uma
estratégia promissora, e estudos futuros deverdo focar na otimizagdo da razéo C/N de
suplementacdo utilizando alevedura adaptada em hidrolisado hemicelul ésico n&o concentrado.

5.8  Pergpectivasde mehoria

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a adaptacéo gradativa da R.
toruloides UFMG-CM-Y 2781 ao hidrolisado hemiceluldsico de bagaco e palha de cana-de-
acucar (HHBCA) permitiu um aumento no crescimento celular mesmo em meios fermentativos
com concentracdes de inibidores duas atrés vezes maiores. Entretanto, alevedura aindanéo foi
capaz de consumir axilose deformaefetiva, principal aglicar presente nafracdo hemicelulésica,
0 que limita a conversdo total dos acUcares em hiomassa e lipidios. Dessa forma, novas
estratégias podem ser adotadas visando otimizar o desempenho fermentativo e o acimulo
lipidico da levedura

Uma das principais perspectivas consiste em avaliar novas relagdes C/N utilizando a
levedura previamente adaptadaem hidrolisado ndo concentrado. A literatura apontaque valores
de C/N mais elevados favorecem o metabolismo lipogénico em R. toruloides, promovendo
maior acimulo de triacilglicerdis (TAGs). O estudo de Lopes et al. (2020)*° relatou que
relacBes C/N entre 60 e 100 sdo ideais para maximizar o acimulo lipidico, enquanto Wiebe et
al. (2012)'* cultivaram R. torul oides sob razbes de C/N variando de 40 a 100 e observaram que
0 aumento da razéo C/N elevou o teor de lipidios na biomassa, atingindo de 52% a 75% em
meio com limitagdo de nitrogénio. Os autores destacaram que as condi¢bes intermediarias (C/N
65-80) apresentaram o melhor balanco entre rendimento lipidico e produtividade. Assim,
sugere-se que experimentos futuros sgjam conduzidos com C/N=80, uma vez que esse valor
tende a equilibrar o crescimento celular, j& favorecido pela adaptacdo, e o inicio da fase
lipogénica, promovendo umamaior conversao de aglcares em lipidios,

Outra possibilidade de melhoria envolve a reducéo dos compostos inibidores presentes
no hidrolisado hemicelulésico, uma vez que o &cido acético e o &cido férmico foram
identificados como os principais inibidores de crescimento da levedura. Nesse contexto,
recomenda-se a aplicacdo de métodos de destoxificagcdo fisico-quimicos ou biologicos. A
utilizacdo do método do overliming em conjunto com o carvao ativado € uma possibilidade que
busca reduzir significativamente atoxicidade do meio, aumentando o0 consumo de aglicares e a
produtividade de lipidios.
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Adicionalmente, pode-se considerar a implementacdo de um método adicional de pré-
tratamento da biomassa, com 0 objetivo de melhorar a eficiéncia de hidrdlise e reduzir a
formacao de compostos de degradacéo. O uso combinado de pré-tratamentos fisico-quimicos,
como explosdo a vapor seguida de hidrdlise acida diluida, pode favorecer uma liberaco mais
seletiva dos aglcares da hemicelulose, diminuindo simultaneamente a formacéo de inibidores
derivados dalignina.

Por fim, ap0s novos testes alcancarem crescimento celular e producdo lipidica
satisfatorios em escala laboratorial, 0 proximo passo consiste no escalonamento em
biorreatores, permitindo avaliar o comportamento da levedura em condicdes controladas de
maior volume. Dessa forma sera possivel andisar parametros de operacdo como agitacéo,
aeracdo, pH e temperatura, bem como identificar limitaghes de transferéncia de oxigénio e
impactos de inibidores residuais do HHBCA. Um possivel escalonamento fornecera dados para
estimativas de produtividade e rendimento, consolidando a viabilidade técnica e econdémica da

producdo de lipidios microbianos a partir do HHBCA em escalaindustrial.
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6. CONCLUSOES

Osresultados obtidos neste trabalho permitem afirmar que o hidrolisado hemicelul ésico
proveni ente damistura de bagaco e palha de cana-de-agucar (HHBCA) apresenta potencial para
ser utilizado como substrato aternativo em bioprocessos envolvendo a levedura
Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y2781. A caracterizacdo fisico-quimica do
hidrolisado confirmou perfis composicionais coerentes com dados da literatura, evidenciando
a presenca predominante de &cido acético como principal composto inibidor, seguido por
derivados fendlicos oriundos da degradacdo da lignina, como siringaldeido e &cido 2,4-
dihidroxibenzoico.

No plangamento experimental voltado a determinacdo das condicBes 6timas de
suplementacdo de fontes de carbono e nitrogénio, a maxima concentracéo celular atingida foi
de 2,45 g/L apbs 120 horas de fermentacdo, para uma razdo C/N igua a 14. Apesar de ter
ocorrido crescimento celular, a produtividade lipidica foi reduzida, indicando que, nas
condigbes avaliadas, os carboidratos disponiveis foram majoritariamente direcionados a
manutencdo metabdlica, e ndo as rotas de acumulo de lipidios.

Considerando esse desempenho limitado e a presenca significativa de compostos
inibidores no HHBCA, implementou-se uma estratégia de adaptacdo gradativa dalevedura. Os
resultados demonstraram que Rhodosporidium toruloides UFMG-CM-Y 2781 adaptada
apresentou desempenho celular superior, alcancando 5,2 g/L apds apenas 96 horas de
fermentagdo em meio contendo hidrolisado trés vezes concentrado. Esses dados confirmam que
0 processo de adaptacdo permitiu aumentar a tolerancia da cepa aos inibidores presentes no
hidrolisado. Contudo, apesar dessa melhora expressiva no crescimento celular, o consumo de
xilose permaneceu limitado, sugerindo gque mecanismos associados a repressao catabdlicae a
toxicidade residua ainda restringem a metabolizagdo plena das pentoses.

Dessaforma, conclui-se que aadaptacdo gradativa constitui uma abordagem promissora
para aprimorar o desempenho de leveduras oleaginosas em hidrolisados lignocelul ésicos. Para
avancar em direcdo a obtencdo de produtividades lipidicas mais representativas, recomenda-se
acontinuidade das investigacdes envol vendo: (i) otimizacéo darazéo C/N paraa cepa adaptada;
(i) avaliacdo de métodos complementares de detoxificacdo fisica, quimicaou biologica; e (iii)
aperfeicoamento das condi¢oes de pré-tratamento a fim de minimizar a geracdo de compostos
inibidores.
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Adicionalmente, estudos futuros devem contemplar a conducéo das fermentaces em
biorreatores, permitindo maior controle das variaveis operacionais, avaliagcdo de perfis cinéticos
e o inicio da construcéo de bases para o escalonamento industrial.

Finalmente, este trabalho contribui significativamente para o avanco do conhecimento
sobre 0 uso de residuos agroindustriais como matéria-prima para bioprocessos, reafirmando o
potencia da Rhodosporidium toruloides como microrganismo de interesse estratégico em rotas
biotecnol 6gicas ainhadas aos principios da economia circular e da sustentabilidade no setor

sucroenergeético.
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ANEXO

Anexo 1. Curvade peso seco paraaR. toruloides UFMG-CM-Y 2781, relacionando
absorbancia e concentracéo massica.

Curva de peso seco: R. toruloides Y2781
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