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AVALIACAO DO POTENCIAL DE LEVEDURAS FERMENTADORAS DE
PENTOSES NA PRODUCAO DE ETANOL 2G, A PARTIR DE BAGACO DE
SORGO

RESUMO - A utilizacdo de biomassa lignocelulosica para produzir biocombustiveis,
como o etanol, pode fornecer uma alternativa sustentavel aos combustiveis fésseis.
Os bagacos de sorgo sacarino e sorgo biomassa séo considerados matérias-primas
lignoceluldsicas potenciais para a producdo de etanol por meio de pré-tratamento,
hidrolise enzimatica e fermentacdo. Um dos entraves do processo € a utilizacao de
microrganismos capazes de metabolizar pentoses e fermentarem em altas
temperaturas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢des
de adaptacdo e o desempenho fermentativo das estirpes de leveduras (LJO4 e
Pichia kudriavzevii LJ03), em temperaturas de 37C° e 40°C, para producéo de etanol
de segunda geracao, a partir de hidrolisados de bagaco de sorgo sacarino (Malibu
J53 e Malibu A1001) e sorgo biomassa (Palo Alto) pré-tratados com explosao a
vapor catalisada com &cido. Os bagacos dos gendétipos foram avaliados quanto a
composicdo quimica e rendimentos dos acglcares recuperaveis. Testes fermentativos
foram realizadas com as leveduras Pichia kudriavzevii LJO3 e LJO04, nas
temperaturas de 37°C e 40°C para avaliar trés meios de cultivo com diferentes
teores de hidrolisado (Meio 1 — 0%; Meio 2 — 33%; Meio 3 - 50%) durante 120 horas
de fermentacdo. A partir do melhor meio de cultivo, fermentacdes em bioerreatores
foram realizadas com as condicdes estabelecidas, em 96 horas de fermentacdo. Os
resultados evidenciaram a eficiéncia do pré-tratamento e da hidrolise enzimatica
possibilitando a recuperacdo dos acUcares para os bagacos de sorgo. A cepa LJO4
foi classificada como Pichia membranifaciens LJ04. O melhor meio de cultivo foi o
enriquecido com 33% de hidrolisado na composi¢cédo. As leveduras foram eficientes
no desdobramento de pentoses e hexoses, resultando em rendimentos de 40,0% (P.
membranifaciens em 37°C), 38,4% (P. membranifaciens em 40°C), 26,5% (P.
kudriavzevii em 37°C) e 30% (P. kudriavzevii em 40°C). Ambas as leveduras
apresentaram habilidade de termotolerancia sob temperaturas de 37- 40°C.

Palavras-Chave: Bioenergia, Explosdo a vapor, Pichia membranifaciens, Pichia

kudriavzevii, Pré-tratamento.
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EVALUATION OF PENTOSE-FERMENTING YEASTS POTENTIAL IN ETHANOL
2G PRODUCTION FROM SORGHUM BAGASSE

ABSTRACT - Lignocellulosic biomass to produce biofuels such as ethanol may
provide a sustainable alternative to fossil fuels. Sweet sorghum bagasse is
considered a potential lignocellulosic raw material for the production of fuel ethanol
by means of pretreatment, enzymatic hydrolysis and fermentation. One of the difficult
to the process is the use of microrganisms capable of metabolizing pentoses and
fermenting at high temperatures. In this context, this work aimed to evaluate the
adaptation conditions and fermentative performance of two yeast strains (LJ0O4 and
Pichia kudriavzevii LJ03), at temperatures of 37° and 40°C, for production of second
generation ethanol from hydrolysates of Sweet sorghum bagasse (Malibu J53 and
Malibu A1001) and Sorghum biomass (Palo Alto) pretreated with acid catalyzed
steam explosion. Bagasse from those genotypes was evaluated for chemical
composition and recoverable sugar yields. Fermentation tests were performed with
Pichia kudriavzevii LJO3 and LJO4 yeast strain at 37°C and 40°C to evaluate three
culture media with different hydrolyzed liquor contents (Medium 1 - 0%; Medium 2 -
33%; Medium 3 - 50%) during 120 hours of fermentation. After that, the best culture
medium was chosen, fermentation in bioreactors were performed under the
established conditions, in 96 hours of fermentation. The results showed the efficiency
of pretreatment and enzymatic hydrolysis and the recovery of sugars without the
formation of inhibitors. Strain LJ0O4 was classified as Pichia membranifaciens LJ0O4.
The best culture medium was enriched with 33% of the volume of hydrolyzate in the
composition. Yeasts were efficient in the consumption of pentoses and hexoses,
resulting in vyields of 40.0% (P. membranifaciens at 37°C), 38.4% (P.
membranifaciens at 40°C), 26.5% (P. kudriavzevii at 37°C). and 30% (P. kudriavzevii

at 40 ° C). Both yeasts are thermotolerant in fermentation with 37-40°C.

Keywords: Bioenergy, Steam Explosion, Pichia membranifaciens, Pichia

kudriavzevii Pretreatment.



1. INTRODUCAO

A busca por fontes de energia renovaveis e economicamente Vviaveis
estimulou o desenvolvimento de pesquisas tecnoldgicas para encontrar alternativas
ao uso de combustiveis fésseis. O etanol é o biocombustivel produzido a partir de
biomassas, limpo, renovavel e ambientalmente correto, que garantem a
sustentabilidade do processo.

No Brasil, além da cana-de-acucar e do milho, o sorgo Sorghum bicolor (L.)
Moench é uma das culturas energéticas alternativas para a producao industrial de
etanol, sendo a biomassa atrativa para a producdo de biocombustivel devido a
adaptabilidade as condi¢cdes ambientais adversas e periodo de crescimento de 3-4
meses.Deve-se considerar ainda além o alto teor de acUcares fermentesciveis em
seus colmos e rendimento de biomassa verde, que torna esta cultura adequada para
a producado sustentavel de biocombustiveis. O residuo apos extracdo do caldo do
sorgo é o bagaco, material lignocelulésico que pode ser hidrolisado em acucar e
fermentado em etanol de segunda geracao, conhecido como etanol 2G.

As matérias-primas lignoceluldsicas oferecem vantagens de reutilizacao,
abundéancia e baixo custo. Constituida principalmente por lignina, celulose e
hemicelulose, estas biomassas sdo materiais recalcitrantes e oferecem um problema
desafiador quando se trata de conversdo para acucares fermentesciveis. Para a
utilizacdo de materiais lignocelulésicos, o processo de converséo envolve a etapa de
pré-tratamento para quebrar a estrutura complexa de lignocelulose, para reduzir o
teor de lignina, cristalinidade da celulose e aumentar a area de superficie para
reacOes enzimaticas. Este processo deve ser seguido de uma hidrélise enzimatica e
fermentacao (Nielsen et al., 2017).

A hidrdlise da celulose produz hexoses (C6), a hidrolise das hemiceluloses
produz glicose e pentoses (C5), cuja levedura de uso industrial Saccharomyces
cerevisiae € incapaz de fermentar. O desempenho da fermentacdo depende da
toler&ncia do microrganismo fermentador a temperatura, aos inibidores e da sua
capacidade para converter eficientemente uma variedade de substratos a etanol,
como as pentoses (Robak e Balcerek, 2018). Devido a isto, novos microrganismos

estdo sendo estudados para a fermentacdo destes acuUcares. Existem atualmente
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um grande numero de leveduras que metabolizam xilose. Entretanto somente cerca
de 1% delas sédo capazes de fermentar xilose em etanol (Hahn-Hagerdal et al.,
2007), e dentre estas destacam-se as leveduras do género Pichia.

Atualmente as pesquisas na area de fermentacdo buscam selecionar
microrganismos que sob condi¢des 6timas aumentam o rendimento fermentativo do
processo. As vantagens de uma fermentagdo em menor periodo de tempo sob altas
temperaturas além de reduzirem custos de resfriamento, diminuem o risco de
contaminacgdo. Para conseguir uma alta temperatura de fermentacdo € necessario o
uso de uma estirpe de levedura que apresentem habilidade de termotolerancia.
Leveduras tolerantes a temperaturas superiores as estabelecidas para 0s processos
fermentativos convencionais (32-34°C) sdo vantajosas pois mantém o rendimento
fermentativo em periodos de temperaturas elevadas dentro de dornas industriais,
além de serem uma alternativa para o processo de sacarificacdo e fermentacao
simultaneas (SSF) (Nielsen et al., 2017).

A eficiencia da fermentacdo do etanol 2G depende de muitos fatores,
incluindo a cepa de levedura a ser utilizada. Para que novos microrganismos
isolados obtenham alta taxa de rendimento é necessario a realizacdo de estudos
para estabelecer as condicbes fermentativas que garantam que as leveduras
consigam produzir altas concentracdes de etanol. Neste contexto, o objetivo da
presente pesquisa foi avaliar o potencial das leveduras Pichia Kudriavzevii LJO3 e a
estirpe LJO4 para co-fermentacdo de pentoses e hexoses em temperaturas de 37°C
e 40°C, para a producao de etanol de segunda geracéo, a partir de em hidrolisados
de bagaco de sorgo sacarino e sorgo biomassa pré-tratados com exploséo a vapor

catalisado por acido sulfurico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biocombustiveis

O uso de combustiveis fésseis como recursos energéticos prioritarios
contribuiram com o surgimento de problemas mundiais, como a poluicdo ambiental e
0 aquecimento global. O petroleo, ainda hoje, € umas das principais fontes de
energia que mantém o funcionamento de diversas industrias. Entretanto, a
dependéncia cada vez maior de energia, 0 possivel esgotamento das reservas
fésseis e a preocupacdo com a questdo ambiental cada vez mais forte, sdo fatores
gue instigaram a procura e o desenvolvimento de alternativas energéticas. A
producdo de biocombustiveis surge como alternativa promissora e ambientalmente
sustentavel, ja que se baseia na utilizagdo de fontes naturais renovaveis (Nuanpeng
et al., 2018)

Biocombustiveis € o termo usado para descrever combustiveis, sejam eles
liguidos ou gasosos, que provém de matérias-primas renovaveis. Os
biocombustiveis liquidos representam a maior parcela de energia renovavel no setor
de transporte, principalmente devido as misturas com outros combustiveis (Lane,
2017).

O uso de bhiocombustiveis e outras fontes de energias renovaveis tem
crescido, principalmente como resultado de medidas politicas, objetivando enfrentar
os desafios das mudancas climéticas e o aumento da demanda por energia.O
crescimento econdmico global contribuiu para um aumento consideravel na
demanda por energia, que devera aumentar em 32% até 2040. As biomassas, e
outras fontes de energia como, a energia hidrica, edlica, solar e a geotérmica sdo
todas importantes fontes renovaveis, constituindo atualmente 14% do mix energético
global, e sua participacdo deve dobrar até 2040. Alternativas de energia e novas
fontes renovaveis, como o0s biocombustiveis, possuem um papel-chave a
desempenhar no atendimento destas crescentes demandas (IEA, 2017).

Em 2016, foram colocadas em consulta publica as diretrizes do programa
RenovaBio, com objetivo declarado de “expandir a participagdo de biocombustiveis
no Brasil” (Brasil, 2016). O RenovaBio esta de acordo com o compromisso do Brasil
na COP 21, que inclui, entre outros objetivos “aumentar a participacao de bioenergia
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sustentivel na matriz energética para aproximadamente 18% até 2030, expandindo
o consumo de biocombustiveis”, e “alcan¢ar uma participacédo estimada de 45% de
energias renovaveis na composi¢cao da matriz energética em 2030” (EPE, 2016).

Entre as opc¢Oes de energias renovaveis, as biomassas tém o potencial de
fornecer biocombustiveis e serve como alternativa aos combustiveis a base de
petréleo usados na infraestrutura existente. Além disso, a utilizagdo de recursos
locais de biomassa para a producdo de biocombustiveis também pode trazer
beneficios adicionais, como aumentar a seguranca energeética, reduzir a
dependéncia das importacdes de petrdleo e contribuir para o desenvolvimento
econdmico das areas rurais, criando novas fontes de renda nos setores agricola e
florestal (IEA, 2011).

Atualmente, 64 paises estabeleceram ou planejaram metas de uso de
biocombustiveis (Lane, 2017). Como resultado, o consumo destes atingiu 1,6 milhdo
de barris por dia em 2016 (IEA, 2017), enquanto o estoque global de veiculos
ultrapassou a marca de 2 milhdes em 2017.

O interesse mundial na utilizacdo de etanol como fonte de energia tem
estimulado os estudos sobre o custo e a eficiéncia dos processos industriais para
sua producado. Neste sentido, pesquisas tém sido conduzidas para a obtencéo de
eficientes organismos fermentativos, baixo custo de substratos e 6timas condigbes
para o processo (Robak e Balcerek, 2018).

O etanol atualmente produzido em larga escala pertence a “primeira
geragao”, sendo denominado etanol 1G e produzido principalmente a partir do
processamento de matérias-primas sacarineas (agucaradas) e amilaceas (Robak e
Balcerek, 2018). Segundo Silva (2017) nas ultimas quatro décadas o Brasil se tornou
o0 segundo maior produtor de etanol através da adocéo de estratégias de expansao
de producdo a partir da cana-de-acucar. Entretanto este crescimento nao sera o
suficiente para atender a futura demanda de exportacdes, necessitando de
implementacdo outras matérias-primas e tecnologias. O Brasil possui uma
agricultura privilegiada que apresenta caracteristicas climaticas e geogréaficas
favoraveis a producdo de biomassa em larga escala com os menores custos de

producao, principalmente em relacdo a cultura de cana-de-agucar



5

As fontes de energia renovaveis caracterizam-se, em termos gerais, pela sua
disponibilidade descentralizada, por apresentarem uma capacidade de
autorregeneracdo em curtos periodos de tempo e pelos reduzidos impactos

ambientais decorrentes da sua utilizacdo (Nielsen, 2016).

2.2. Matérias-primas: Sorgo Sacarino e Sorgo Biomassa

O sorgo é uma planta originaria da Africa, da familia gramineae, do género
Sorghum, e da espécie Sorghum bicolor L. Moench. E cultivado em muitos paises da
Asia, Africa e Américas. O Brasil é o maior produtor na América do Sul, sendo o
oitavo no ranking mundial (FAO, 2017). Quarto cereal mais produzido no mundo e
quinto em area plantada, ficando atras do trigo, arroz, milho e cevada. E cultivado
principalmente nos tropicos semi-aridos do mundo, onde o sistema de producgédo €
limitado por solos pobres, baixa precipitacdo com chuvas irregulares com baixa
guantidade de insumos, podendo resultar em baixa produtividade (Srinivasa et al.,
2009).

E cultivado, geralmente, onde a precipitacdo anual se situa entre 375 e 625
mm ou sob irrigacdo suplementar (Ribas, 2008). A temperatura 6tima varia entre
16°C e 38°C conforme a cultivar, temperaturas noturnas 5°C acima do valor 6timo
podem reduzir em até 33% a produtividade. Devido as caracteristicas xerofiticas, o
sorgo mantém-se dormente durante o periodo de seca, retomando o crescimento
assim que as condicdes sejam favoraveis (Landau e Sans, 2009). Com relagédo a
nutricdo da planta a exigéncia nutricional estd diretamente relacionada com a
produtividade. Por sua vez, verifica-se que a producdo apresenta exigéncias por
nutrientes, em ordem descrente para 0 nitrogénio e potassio, seguido de célcio,
magnésio e fosforo (Silva et al., 2016).

O sorgo, caracteriza-se como planta C4 com elevada atividade fotossintética,
elevado rendimento de biomassa, grande quantidade de acucares nos colmos e
eficiéncia no uso da radiacdo solar (Fernandes et al., 2014), além de apresentar
elevada adaptacédo a diferentes ambientes, com grande potencial para converter o
CO, atmosférico em acucares e biomassa (Pin et al., 2011). Requer um quarto da
quantidade de &gua que a cana-de-agucar necessita, possui quantidade de aclUcares

totais (redutores e néo redutores) no caldo extraido similares a da cana.
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Assim como a cana-de-agucar, o colmo de sorgo é dividido em n@s, entrends
e folhas ao longo de toda a planta. Porém, possui uma inflorescéncia, a panicula, e
seu fruto € uma cariopse ou grao seco (Figura 1). A planta pode atingir de 1 a 4
metros de altura, tendo varios colmos por pé (afilhamento), em que cada um dos
quais tem uma influéncia terminal do tipo paniculado. Uma espiga séssil, fértil,
acompanhada por duas espiguetas estéreis pedunculadas, caracteriza o género
(Ribas, 2008). Durante a fase de instalacdo da cultura, é importante que a
germinacao, emergéncia e crescimento inicial da plantula, ocorram em menor tempo
possivel garantindo estande ideal de plantas, bem como, ocorra um controle
eficiente das plantas daninhas até a fase de inducéo floral, para que a produtividade

nao seja reduzida (Diniz, 2010).
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Figura 1. Principais constituintes de uma planta de sorgo.
Segundo Freita (2017), o sorgo é classificado em: granifero, forrageiro,
sacarino, vassoura e biomassa. Os diferentes genétipos de sorgo compartilham a

elevada taxa fotossintética, a sensibilidade ao fotoperiodo e a temperatura.
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Atualmente, o sorgo sacarino e sorgo biomassa surgem como cultura
energética promissora, possuindo na constituicdo trés grupos de materiais
susceptiveis a fermentacédo etandlica, os agucares presentes nos colmos, o amido
dos gréos, e o material lignocelulésico, o bagaco.

O sorgo sacarino é utilizado como cultura energética, por apresentar
potencialidades atraentes como matéria-prima, por apresentarem apresenta ciclo
qgue possibilita colheita entre 90 e 120 dias, colmos ricos em caldo com elevados
teores de acucares fermentesciveis, além de tolerancia ao calor, seca e resisténcia
as mudancas climéticas. Tem potencial para produgéo de etanol que pode chegar a
3 mil L/ha (Nexsteppe, 2017). Vérias vantagens tornam o cultivo comercial do sorgo
sacarino viavel, dentre estas o fato de possuir ciclo vegetativo bem mais curto
gquando comparado com a cana de acgucar, de 120 a 130 dias podendo ser
alternativa para a entressafra da cana, e adicionalmente produz graos que também
podem ser processados na industria ou utilizados como opgdo econbémica para
elaboracdo de racdo animal como também na alimentacdo humana (Souza et al.,
2005). O bagaco pode ser utilizado para producdo de energia na inddstria, para a
adubacao organica, fabricacdo de papel (Wang et al., 2012) e produc¢ao de etanol de
segunda geracdo através da conversdo bioquimica (Goshadrou, Karimi e
Taherzadeh, 2011).

O sorgo biomassa apresenta grande quantidade de massa verde, colmos
grossos e fibrosos, pequena producéo de grédos e porte muito alto (Embrapa, 2012).
Possui a particularidade de ser menos sensivel ao fotoperiodo, o que possibilita a
ampliacdo do ciclo vegetativo, a0 mesmo tempo, que proporciona 0 aumento da
producdo de biomassa por hectare/ciclo, em comparacdo com as cultivares
sensiveis ao fotoperiodo (Fernandes et al.,, 2014). O sorgo biomassa é matéria-
prima energética ideal devido a versatilidade como fonte de amido e fibras. Por estas
caracteristicas, pode se destacar como matéria-prima energética, gracas a
flexibilidade de uso. Pode ser empregado em combustéo direta em caldeiras, assim
como para a producdo de biocombustiveis através de novas tecnologias (energia
verde), aléem da producéo de quimicos renovaveis (Carrillo et al., 2014).

Considerando-se 0 sorgo sacarino e o sorgo biomassa, a producao de gréos

€ um aspecto secundario, destacando-se o0s processos fisioldgicos que
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proporcionam maior producdo de biomassa total, e no caso do sorgo sacarino, que
também resultem maior acimulo e armazenamento de agucares nos colmos. O
chamado sorgo biomassa tem sido pesquisado e apresenta qualidade para gerar
energia com poder calorifico similar ao da cana, do eucalipto e do capim-elefante
(Srinivasa Rao et al., 2009).

No Brasil a producdo de etanol a partir de sorgo sacarino e sorgo biomassa
vem ganhando destaque atualmente por se assemelhar a cana-de-acucar quanto a
fisiologia e caracteristicas tecnolégicas, ou seja, também acumula agtcar no colmo e
fornece bagaco para a industria (Freita, 2016). Este surge como uma alternativa
para producdo de etanol no periodo de entressafra da cana, periodo em que as
destilarias permanecem paradas, sobretudo nos meses de marco e abril, ou em

casos de pouca oferta do produto no mercado (Corsino, 2011).

2.3. Biomassas lignoceluldsicas

As biomassas lignoceluldsicas incluem uma ampla variedade de materiais-
primas, como os residuos agricolas, florestais, gramineas, residuos da industria de
papel e celulose, residuos sélidos urbanos, entre outras. Todos esses materiais
representam um vasto recurso que podem potencialmente ser usado para a
producdo de etanol. A escolha da matéria-prima depende da disponibilidade,
rendimento por hectare, bem como preco de mercado e decisdes politicas
(Bondesson, 2016).

E importante entender a composi¢cdo quimica e a estrutura das paredes
celulares das plantas, a fim de identificar os desafios e as oportunidades potenciais
associadas a utilizacdo da biomassa.

A parede celular da planta consiste principalmente de celulose, hemicelulose
e lignina, conhecidas coletivamente como lignocelulose, e também pequenas
fracGes de proteinas, extrativos e compostos inorganicos (Franko et al., 2017).

Diferente das culturas a base de acglcar e amido, os acucares da biomassa
lignocelulésica sdo envoltos dentro de uma matriz complexa e heterogénea.
Enquanto os grdos de amido servem como armazenamento de energia para as

plantas, fornecendo acglcares facilmente acessiveis, a matriz lignocelulésica das
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plantas forma a estrutura rigida que ajuda a planta a suportar os efeitos do clima e o
ataque de microrganismos e insetos (Nielsen, 2016).

A estrutura final da parede celular depende do taxon, tecido, tipo de célula e
idade da planta (Wiederschain, 2007). Pode haver também diferencas na
composicdo da mesma biomassa devido a diferengcas nas condigbes de cultivo e
colheita, bem como variagdes sazonais (Ohgren et al., 2007).

Devido a sua estrutura altamente complexa, a decomposicéo da lignocelulose
é um dos principais desafios para a producdo comercial de etanol lignocelulésico. E,
portanto, necessario quebrar essa matriz e superar a recalcitrancia da parede celular
da planta, a fim de produzir etanol a partir de matérias-primas lignocelulésicas.

Diversas biomassas estdo sendo avaliadas para a producdo de etanol de
segunda geracdo, dentre elas destacam-se seis grupos principais: coniferas e
folhosas, residuos de celulose (papel de jornal, papel de escritério), biomassa
herbacea (feno, gramineas), residuos municipais solidos e residuos de agricultura
(bagaco de cana, palha de milho, palha de trigo, palha e casca de arroz, palha de
cevada, bagaco de sorgo, carocos de azeitona e celulose) (Bondesson e Galbe,
2016; Franko et al., 2017; Macrelli, Mogensen e Zacchi, 2012; Watkins et al., 2015).

2.3.1. Estrutura quimica e morfologia

Os principais componentes da biomassa lignocelulésica sdo os polimeros
celulose, hemicelulose e lignina. Esses componentes sdo encontrados na parede

celular da planta, onde sao altamente interligados (Figura 2).

S
""" Hamicelulose

Figura 2. Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico
(Lee, 1997).
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A celulose, que representa 30-50% da biomassa lignocelulésica com base no
peso seco, € geralmente o polimero mais abundante nas plantas, seguido pela
hemicelulose (15-35%) e lignina (10-30%) (McKendry, 2002). Além destes
componentes, a lignocelulose contém baixas quantidades de pectina, proteinas,
compostos inorganicos e componentes ndo-estruturais, muitas vezes referidos como
extrativos (Franké et al., 2017). A composicdo quimica da biomassa lignocelulésica
difere ndo apenas entre espécies diferentes, mas também varia com a idade, estagio
de crescimento e outras condi¢cdes dentro de uma Unica planta (Pérez et al., 2002).

A celulose € um homopolimero linear de unidades de D-glicose ligadas por
ligagbes [-1,4 glicosidicas, onde a menor unidade repetitiva € celobiose, um
dissacarideo que consiste em duas unidades de glicose (Figura 3). Estas cadeias de
celulose podem ser cristalizadas em feixes de cadeias, chamadas microfibrilas. A
forca da parede celular depende do comprimento, angulo e cristalinidade das
microfibrilas (McFarlane, D6ring e Persson, 2014).

Embora a glicose seja uma molécula altamente solivel em &gua, a sua
solubilidade diminui drasticamente com um aumento do grau de polimerizacao,
tornando a celulose extremamente insoluvel em dgua em condi¢des normais. O grau
de polimerizacdo das cadeias de celulose varia dependendo da fonte, é tipicamente
de ~ 1000 em residuos agricolas a ~ 5000 em madeiras (Hallac e Ragauskas, 2011).

Celubiose

Figura 3. A estrutura da celulose. A menor unidade repetitiva (entre parentéses) é a
celobiose, um dissacarideo que consiste de duas unidades de glicose ligadas pela
ligagédo B-1,4 glicosidica.

As hemiceluloses (Figura 4) sdo polissacarideos heterogéneos, onde a
maioria dos componentes sdo amorfos e possuem estruturas ramificadas com
cadeias laterais neutras ou acidas (Olsen, Arantes e Saddler, 2015). A resisténcia a
tracdo das microfibrilas de celulose é reforcada pela matriz circundante de

hemiceluloses. As hemiceluloses tem sido atribuida com o papel de um agente de
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reticulacdo na matriz da parede celular, assim, esta € quimicamente associada a
microfibrilas de celulose, proteinas, lignina e outras hemiceluloses e, portanto,
fornece rigidez a estrutura macroscopica da parede vegetal da planta. O grau de
polimerizacao entre diferentes tipos de hemiceluloses pode variar, mas € menor que
o da celulose (Olsen, Arantes e Saddler, 2015).

As hemiceluloses, referem-se ao grupo diverso de polimeros ramificados de
cadeia curta de aclUcares com um certo numero de substituintes. Estes
polissacarideos complexos e diversos sao constituidos por hexoses (principalmente
D-glicose, D-galactose e D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acidos
acucarados (D-glucurdnico, D-galacturénico e 4- Acidos O-metil-D-glucurdnicos), e
seu grau de polimerizacdo € menor que o da celulose (tipicamente 50-300) (Zhao,
Zhang e Liu, 2012).

A composicdo das hemiceluloses difere no tipo de ligacGes glicosidicas,
composicdo da cadeia lateral e grau de polimerizacédo, dependendo das espécies de
plantas e tecidos celulares. As hemiceluloses sdo geralmente classificadas pelos
agucares predominantes na estrutura do polissacarideo ligados a [-1,4, por

exemplo, xilanas e mananas (Jeffries, 1994).

Hemicelulose

H OH |\
] \
T H O H
Q 41 A0,
H HH H “"OH H “H H "(:")H O
o O : o NH 0\_%1
H OH H H OH
5 - s

Figura 4. Estrutura molecular parcial da hemicelulose. Fonte: (MAREBEZI, 2009).

A lignina é uma macromolécula que consiste de unidades de fenilpropano
conectadas por ambas as ligacdes éter e carbono-carbono (Jeffries, 1994). As trés
unidades monoméricas béasicas, que diferem em seu grau de metoxilagdo. A

composi¢cdo da lignina varia entre espécies, células e tipos de tecidos (Yang e
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Wyman, 2008). Por exemplo, ligninas de madeiras macias sao compostas
principalmente de unidades guaiacil, ligninas de madeira rigidas sao
predominantemente unidades guaiacil e siringil com quantidades pequenas de
unidades p-hidroxifenil, enquanto plantas agricolas contém quantidades
significativas de todas as trés unidades em diferentes propor¢des (Chundawat et al.,
2011).

A lignocelulose também contém outros componentes, como pectina,
proteinas, cinzas e extrativos. As pectinas sdo o0 terceiro principal grupo
polissacaridico estrutural das paredes celulares vegetais, constituido por esqueletos
de 4cido homo-galacturénico com cadeias laterais neutras de agucar consistindo em
L-ramnose, L-arabinose, D-galactose e D-xilose (Kumar, Singh e Singh, 2008). Os
extrativos compreendem uma grande variedade de compostos ndo estruturais
soluveis em solventes organicos neutros ou agua. Estes compostos extracelulares e
de baixo peso molecular consistem em ambos os tipos lipofilicos (por exemplo,
acidos resinicos, gorduras e ceras) e hidrofilicos (por exemplo, compostos fendlicos
e estilbenos) (Sorek et al., 2014).

A matriz lignocelulésica é disposta em estruturas progressivamente mais
complexas com escala crescente, desde o agrupamento de cadeias individuais de
celulose, até a estrutura macroscopica das plantas.

A celulose esta presente principalmente em uma estrutura cristalina que é
intercalada por algumas regifes paracristalinas ou amorfas desorganizadas. A
celulose cristalina existe na forma de microfibrilas insolGveis, que sdo compostas de
aproximadamente 24 cadeias de celulose paralelas ligadas por hidrogénio
(Fernandes et al., 2011). As ligacBes de hidrogénio inter e intra-moleculares entre as
moléculas de glicose mantém as correntes retas e empilhadas em uma estrutura
semelhante a uma folha, unidas pelas forcas de van der Waals (Sorek et al., 2014).
Geralmente, as fibrilas de celulose séo revestidas com hemicelulose, que funciona
como um agente de reticulacdo, além de microfibrilas de ligacédo, lignina, proteinas,
pectinas e polissacarideos ndo-estruturais através de uma variedade de interactes
covalentes e nédo-covalentes, para formar a camada rigida estrutural da parede
celular (Sorek et al., 2014).
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A parede celular das plantas possuem tipicamente uma estrutura de multiplas
camadas composta de trés tipos de camadas, a lamela média, a parede priméria e a
parede secundaria, sendo a ultima dividida em trés subcamadas (S1, externa; S2,
meédia; e S3, interior). Essas camadas diferem uma da outra em sua composi¢ao
quimica, bem como em sua estrutura e podem variar em diferentes espécies (Zhao,
Zhang e Liu, 2012).

2.4. Producédo de etanol de biomassas lignocelulésicas

O etanol de segunda geracao € baseado no uso de material lignocelulésico de
residuos agricolas, florestais e urbanos, e sado constituidos principalmente por
lignocelulose e hemicelulose. A conversdo da biomassa lignocelulésica em
biocombustiveis, pode ser alcancada por meio de rotas de processamento
bioquimico e termoquimico (por exemplo, gaseificacdo ou pirélises) (Balan, 2014).
Como ainda ndo ha uma solucdo universal para os desafios associados a natureza
recalcitrante da biomassa lignocelulésica na producdo de biocombustiveis, varias
tecnologias de conversdo foram exploradas em muitas configuragbes, cada
abordagem tendo suas vantagens e desvantagens.

As rotas de conversdao bioquimica dependem de biocatalizadores, como
enzimas e células microbianas, para converter a biomassa lignocelulésica em um
composto misto de acUcar, que pode entdo ser fermentado para produzir etanol. O
processo de conversdo de biomassa para etanol geralmente consiste em quatro
operacbes principais: pré-tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacdo e
recuperacado do produto (Galbe e Zacchi, 2012).

O pré-tratamento a vapor pode ser usado para decompor a matriz
lignocelulésica da biomassa e solubilizar grande parte das hemiceluloses para
fornecer acucares monoméricos, a fim de facilitar a hidrélise enzimatica
subsequente. O liquido pré-tratado pode ser hidrolisado enzimaticamente
separadamente da etapa de fermentacdo, conhecida como hidrélise e fermentacao
separadas (SHF), ou na presenca do microrganismo fermentativo, conhecido como
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (SSF) (Bondesson e Galbe, 2016). O
produto € recuperado a partir do vinho de fermentagdo usando destilacdo e

adsorcdo de peneira molecular para obter etanol anidro. A vinhaca da destilacdo
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pode ser queimada no local para produzir vapor, calor e eletricidade, ou convertido
em varios co-produtos. O licor restante da producéo é parcialmente reciclado para
diluir a pasta pré-tratada antes do SSF, enquanto o restante pode ser digerido

anaerobicamente para produzir biogas.

2.5. Pré-tratamento

O pré-tratamento € o primeiro passo necessario no processo de producao de
etanol 2G, a fim de quebrar a matriz lignoceluldsica recalcitrante da biomassa nativa
e facilitar a liberacdo de aclUcares fermenteciveis na hidrélise enzimatica
subsequente. No entanto, ha muitos gargalos na escolha da técnica de pré-
tratamento. O pré-tratamento ndo apenas é considerado a etapa mais cara do
processo, mas também afeta o desempenho e o custo de praticamente todas as
outras operacdes no esquema de conversao, desde a escolha da matéria-prima e
reducdo de tamanho, passando pela hidrélise e fermentacdo enzimatica até a
recuperacdo e utilizagdo dos co-produtos (Yang e Wyman, 2008). Assim, 0s
seguintes fatores-chave devem ser considerados para garantir um pré-tratamento
economicamente viavel:

e um alto rendimento da fracao celulésica facilmente digerivel para aumentar a
taxa e a extensdo da hidrolise enzimatica subsequente;

e alta recuperacao geral de acUcares;

e formacdo minima de inibidores;

e fracionamento e recuperacdo eficientes dos varios componentes da
biomassa;

e baixo custo de capital (por exemplo, um reator com um volume minimo, feito
de materiais de constru¢do com precos moderados);

e baixos custos operacionais (por exemplo, eliminacdo da necessidade de
reducdo extensiva do tamanho da matéria-prima, requisitos minimos de calor

e energia, necessidade minima e produtos quimicos baratos).

Embora varios pré-tratamentos diferentes, envolvendo processos bioldgicos,

fisicos e quimicos, ou uma combinacéo destes, tenham sido propostos e estudados
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para uma ampla gama de matérias-primas lignoceluldsicas, atualmente apenas
alguns alcancam os altos rendimentos de aglUcares com custo suficientemente baixo
para ser considerado atraente para escalas comerciais (Alvira, Ballesteros e Negro,
2010; Galbe e Zacchi, 2012).

Existem diversos pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a
escolha do mais adequado depende da biomassa empregada. Podem ser
classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos, além da combinacao
entre eles (Moon et al., 2011). Os pré- tratamentos fisicos, como a moagem e a
extrusdo nao alteram a composi¢cdo da biomassa, mas alteram a sua estrutura por
meio do aumento da area superficial e reducdo da cristalinidade. Pré-tratamentos
alcalinos, oxidativos, bioldgicos podem remover principalmente a fracdo da lignina,
logo a biomassa serd composta majoritariamente por hemicelulose e celulose ao
final do processo. Os pré-tratamentos acidos, explosdo a vapor e hidrotérmico
removem as hemiceluloses para a corrente liquida e forma uma corrente sélida rica
em celulose e lignina, também chamada de celulignina (Moro, 2015).

O pré-tratamento a vapor parece ser a tecnologia escolhida para varias
instalacdes avancadas de etanol utilizando matérias-primas agricolas (Brethauer e
Studer, 2015), enquanto apenas alguns métodos, incluindo pré-tratamento a vapor
catalisado por acido, alcalina ou sulfito e o pré-tratamento com organossolve,
mostraram ser adequado para madeiras macias (Kandhola et al., 2017; Zhu e Pan,
2010).

2.5.1. Exploséo a vapor

O pré-tratamento a vapor resulta em altos rendimentos em uma ampla gama
de substratos, a um custo suficientemente baixo para ser economicamente viavel.
Pré-tratamento a vapor (também conhecido como explosdo a vapor) refere-se a
técnica em que a biomassa lignoceluldsica é rapidamente aquecida por vapor de alta
pressao, com ou sem a adicdo de um catalisador acido, e mantida sob presséao por
um certo periodo de tempo (segundos a minutos), antes da liberacdo da pressao
(Grous, Converse e Grethlein, 2000). Este processo proporciona uma fracao

insolivel em &agua, rica em celulose e lignina, passivel de hidrélise enzimatica, bem
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como uma alta recuperacdo de hemicelulose, que é essencial para a utilizagao
eficiente de todos os aguUcares presentes na matéria-prima.

Outra vantagem do pré-tratamento a vapor € produzir materiais de alta
consisténcia, pois € possivel a injecdo direta de vapor em uma matéria-prima de
biomassa seca. Além disso, matérias-primas com ampla faixa de tamanhos de
particulas e umidade podem ser tratadas (Olsen, Arantes e Saddler, 2015), e a
carga quimica do catalisador é geralmente baixa (menos de 5% do peso seco da
biomassa) (Galbe e Zacchi, 2012).

O objetivo do pré-tratamento a vapor € facilitar a conversdo enzimética da
celulose e recuperar tanto quanto possivel a hemicelulose na forma monomeérica,
com a menor concentracdo de inibidores. Este € um dos principais desafios, pois é
necessario um pré-tratamento de severidade mais alto para produzir uma fracao de
celulose prontamente hidrolisdvel em baixas cargas enzimaticas, mas isso também
leva a consideravel degradacdo dos agucares hemicelulésicos. A adicdo de um
catalisador acido, como SO, ou H,SO,4, mostrou ser benéfica na promocédo da
hemicelulose e hidrélise da celulose, com limitada degradacdo de carboidratos
(Shen et al., 2011).

2.5.2. Mecanismo do pré-tratamento a vapor

O pré-tratamento a vapor aumenta a suscetibilidade dos materiais
lignocelulésicos a hidrélise enzimatica, alterando sua organizacdo estrutural e
composicional. Do ponto de vista composicional, a lignina e a celulose séo retidas na
fracdo solida, enquanto as hemiceluloses sdo solubilizadas. A quebra fisica da
estrutura lignoceluldsica é causada pela expansdo adiabéatica da dgua absorvida e
reacoes de hidrélise envolvendo os componentes da parede celular (Tanahashi,
1983). O pré-tratamento a vapor abre a estrutura da parede celular e torna uma area
superficial maior acessivel as enzimas, reduzindo o tamanho da fibra
(fragmentacdo), removendo a hemicelulose e redistribuindo a lignina (Galbe e
Zacchi, 2012).

Embora o pré-tratamento a vapor ndo remova a lignina, sua reorganizacao

fisica também influencia a receptividade do material pré-tratado a hidrolise
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enzimatica, bem como a adequacao da lignina remanescente para aplicacées de co-
produto (Li, Henriksson e Gellerstedt, 2007). A lignina parece circular entre a fase
sélida e liquida durante o pré-tratamento a vapor através de um mecanismo
complexo que pode envolver transicdo de fase, reacbes de despolimerizagao,
repolimerizacdo e/ou solubilizacdo, o que resulta em alteracdes morfolégicas e
quimicas (Trajano, H., 2013).

Sob condi¢cdes &acidas, ions intermediarios de carbono, com uma alta
afinidade por nucledfilos dentro da estrutura da lignina, sdo formados a partir de
estruturas de alcool benzilico. Em estruturas B-O-4-ligadas (a ligagdo mais
abundante que conecta unidades fenilpropano), o ion de carbono pode reagir ainda
mais pela clivagem da ligacao éter e fragmentacéo da lignina (despolimerizacéo), ou
pela formacédo de ligacdes CC estaveis com qualquer anel aromatico adjacente com
carbono rico em elétrons (polimerizacdo) (Robert, 1988). E esperado que a
distribuicdo do peso molecular da lignina diminua acentuadamente se a clivagem
significativa das ligagcbdes B-O-4 for o Unico mecanismo. Como este ndo é o caso em
condicles tipicas de pré-tratamento a vapor, a despolimerizacdo € obviamente
acompanhada por uma repolimerizagdo abrangente, resultando em um aumento no
tamanho molecular e uma estrutura da molécula mais condensada (Li, Henriksson e
Gellerstedt, 2007).

2.5.3. Inibidores

A existéncia de reacdes colaterais que resultam em subprodutos derivados da
lignocelulose, muitas das quais sao inibitérios nos processos bioquimicos seguintes,
sdo inevitaveis durante o pré-tratamento. A quantidade e variedade dos produtos de
degradacdo formados estdo diretamente relacionados ao tipo de biomassa, ao
método de pré-tratamento e as condi¢cdes de pré-tratamento (Jonsson e Martin,
2016). Por exemplo, os principais produtos de degradacao do pré-tratamento com
vapor catalisado por acido séo geralmente divididos em 3 categorias com base em
sua origem: derivados de furano, acidos fracos e compostos fenélicos. O aumento
da severidade do pré-tratamento promove a degradacdo de agucares solubilizados

(principalmente hemicelulosicos) em derivados de furano (por exemplo, furfural e 5-
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hidroximetil furfural), ou ainda em produtos secundarios de degradagcédo (por
exemplo, acido levulinico e acido férmico).

Temperatura, tempo de residéncia e pH sdo considerados o0s parametros
mais importantes, sendo 0s principais responsaveis pela liberacdo e producédo de
compostos inibidores da hidrélise e, principalmente, da fermentacdo. O teor de
umidade e o tamanho das particulas de biomassa podem afetar a eficacia do preé-
tratamento, mas com menor magnitude (Ohgren et al., 2007).

O é&cido acético e os acidos urdnicos ndo sdo produtos de degradacédo do
acucar, mas séo liberados como resultado da hidrélise da hemicelulose. Um grande
namero de compostos fendlicos também é liberado pela quebra parcial da lignina.
Como alguns dos extrativos sdo compostos fendlicos, alguns dos fendis nos
hidrolisados lignocelulésicos s&@o provavelmente originarios destes compostos
(Hallac e Ragauskas, 2011). Além dos compostos fendlicos, varios compostos
aromaticos néo fendlicos (por exemplo, acido benzéico, alcool benzilico) também
sdo encontrados em hidrolisados lignocelulésicos (Jonsson e Martin, 2016). A
formacdo de benzoquinonas (por exemplo, hidroquinona e catecol) a partir de
compostos fendlicos é provavel que ocorra durante o pré-tratamento (Stagge, Cavka
e Jonsson, 2015). Embora a formagédo de produtos de degradagdo possa ser
minimizada através da otimizacdo do pré-tratamento, os seus efeitos inibidores em
enzimas e microrganismos de fermentacdo tornam-se mais aparentes com carga
elevada ou quando se acumulam devido recirculacdo da agua de processamento.
Embora os mecanismos sejam diferentes e dependam da estrutura quimica dos
inibidores, os produtos de degradacéo afetam a fisiologia celular do microrganismo
fermentador, freqientemente resultando em menor viabilidade celular, producdo de
etanol e produtividade (Zaldivar, Nielsen e Olsson, 2001).

Além dos ébvios problemas de inibicdo na bioconversao subsequente, o pré-
tratamento tem impactos de longo alcance em todas as principais operagdes no
processo. Por exemplo, a concentracdo de solidos durante o pré-tratamento
determina a concentracdo potencial dos acucares liberados e, portanto, a
concentracéo final de etanol, que por sua vez afeta o tamanho requerido do reator
de fermentacéo e o custo da energia para a recuperacao do produto. Além disso, a

distribuicdo de acgucares entre as formas monomeérica e oligomérica na fase liquida
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pode afetar o organismo fermentador, bem como as enzimas, enquanto o pré-
tratamento também determina quanto da lignina, e outras fracdes de biomassa,
podem ser recuperadas, e sua adequacao para posterior utilizacdo de co-produtos
(Bondesson, 2016). Portanto, todo o processo deve ser considerado quando o

desempenho do pré-tratamento é avaliado.

2.6. Hidrolise Enzimatica

A hidrolise enzimética eficiente do material pré-tratado requer varias enzimas
diferentes que atuam sinergicamente para decompor a estrutura quimica da
biomassa lignocelulésica. Os coquetéis de enzimas comerciais mais usados Ssao
produzidos pelo fungo Trichoderma reesei, geneticamente modificado para aumentar
a producéo de enzimas (Karimi e Taherzadeh, 2016).

O processo de hidrdlise enzimatica € normalmente realizado a um pH de 4,5 -
5,0 e temperaturas no intervalo de 40 a 50°C. O coquetel de enzimas 6timo, isto €,
as enzimas necessdarias nas concentracdes mais baixas possiveis em proporcdes
Otimas, deve ser especificamente adaptado para uma determinadas matérias-
primas, pré-tratada com um determinado método em funcéo de um maior rendimento
deste processo (Franké et al., 2017).

As celulases compreendem endoglucanases, celobiohidrolases e fB-
glicosidases, que despolimerizam sinergicamente a celulose pela hidrolise das
ligagbes glicosidicas em diferentes regibes da celulose . Enquanto as
endoglucanases atacam aleatoriamente a celulose que cria as extremidades da
cadeia livre, as celobiohidrolases clivam a celobiose do final das cadeias de celulose
de uma maneira processual (Kostylev e Wilson, 2012).

As celodextrinas sollveis e a libertacdo de celobiose sédo depois hidrolisadas
em glicose pelas B -glucosidases. Beneficios significativos também podem ser
obtidos pela inclusdo de enzimas, como hemicelulases e pectinases, que hidrolisam
0s polissacarideos ndo-celuldsicos (Hu, 2015). As hemicelulases representam um
namero muito grande de diferentes atividades enzimaticas que podem ser divididas
em enzimas despolimerizantes (por exemplo, endo-xilanases, B-xilosidase, endo-
mananase e 3-manosidase), que clivam o esqueleto da hemicelulose e enzimas de

desramificagdo (por exemplo, a -l-arabinofuranosidases, a-glucuronidase,
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esterases), que removem o0s substituintes ligados as cadeias principais. Enzimas
hidroliticas, como celulases e hemicelulases, também sdo suplementadas com
mono-oxigenases polissacaridicas liticas (LPMOs) para aumentar ainda mais a
degradacéo sinérgica de componentes de biomassa lignoceluldsica (Eibinger, 2014).

LPMOs sdo metaloenzimas que clivam a celulose usando um mecanismo
envolvendo oxigénio molecular e um doador de elétrons, o que leva a oxidagdo de
um dos carbonos nas ligacdes glicosidicas, isto é, oxidacdo de C1 ou C4 (Eibinger,
2014). Além de enzimas hidroliticas e LPMOs, uma terceira classe de proteinas néo-
hidroliticas tem sido implicada na despolimerizagdo da biomassa (Arantes e Saddler,
2010). Essas proteinas "disruptivas" ou "indutoras da amorfogénese" parecem ser
capazes de afrouxar ou romper fibrilas celulésicas sem liberar aclcares soluveis,
aumentando assim a acessibilidade da celulose as enzimas (Saloheimo, 2002).

Os fatores que influenciam a taxa e extensdo da hidrélise enzimatica podem
ser divididos em caracteristicas de substrato (por exemplo, composi¢ao, tamanho de
particula, DP, cristalinidade, area de superficie acessivel), caracteristicas
enzimaticas (por exemplo, sinergismo, adsor¢ao, inibicdo) e fatores fisicos (pH e
temperatura), embora muitos desses fatores estejam inter-relacionados (Mansfield,
Mooney Saddler, 1999).

2.7. Microrganismos fermentadores

As leveduras possuem grande importancia na fermentagdo de novas fontes
de energia. Algumas espécies estdo sendo atualmente estudadas e analisadas para
a producao de biocombustiveis a partir de materiais lignocelulésicos (Johnson e
Echavarri-erasun, 2011).

Na producéo de etanol de primeira geragao, a partir do caldo rico em glicose,
assim como a producéo de etanol de segunda geracdo, a partir de biomassas de
composicao lignoceluldsicas, a via fermentativa € a mais importante para a obtencéo
de etanol no Brasil. Um dos fatores que torna a producdo de etanol por fermentagcao
a forma mais econdmica de sua obtencado, € o grande niumero de matérias-primas
naturais e residuais, como o0 bagaco de cana-de-agUcar, existentes em todo pais
(Pereira et al., 2008).
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Desde ha milhares de anos, leveduras como a S. cerevisiae tém sido
utilizadas na producédo de alcool, especialmente nas industrias cervejeira e vinicola.
Este microrganismo proporciona um altos rendimentos de etanol, alta produtividade
e pode suportar concentracdes elevadas de etanol (Oberoi et al., 2012). Atualmente,
as leveduras séo usadas para gerar etanol combustivel a partir de fontes renovaveis
de energia. Certas cepas de levedura, como P. stipitis (NRRL-Y-7124), S. cerevisiae
(RL-11) e Kluyveromyces fagilis (Kfl) foram relatadas como boas produtoras de
etanol a partir de diferentes tipos de acucares (Hu et al., 2012).

Para tornar viadvel a producdo de etanol de segunda geragdo, estudos tém
sido feitos na identificacdo de linhagens de leveduras que sejam termotolerantes,
tolerantes ao etanol, resistentes a inibidores liberados durante o pré-tratamento do
material lignoceluldésico e capazes de utilizar um amplo espectro de substratos,
produzindo grandes quantidades de etanol na temperatura 6tima para a realizagdo
da sacarificagao.

Ha desafios comuns as leveduras durante a fermentacdo do acucar, que
aumentam a temperatura (35 - 45 ° C) e a concentracdo de etanol (acima de 20%).
A taxa de crescimento de leveduras e 0 metabolismo aumentam a medida que a
temperatura aumenta até atingir o valor ideal. O aumento na concentracdo de etanol
durante a fermentacdo pode causar inibicdo do crescimento e diminuicdo da
viabilidade de microrganismos. A incapacidade de S. cerevisiae de crescer em meio
contendo alto nivel de alcool leva a inibicdo da producdo de etanol (Azhar et al.,
2017).

Leveduras industriais devem detectar e responder rapidamente as condicdes
de estresse, adaptando-se aos fatores ambientais adversos por meio do ajuste de
suas atividades metabdlicas a fim de evitar uma perda substancial de viabilidade. A
capacidade de tolerar varios estresses é um dos importantes critérios para
selecionar uma linhagem que seja eficiente no processo fermentativo (Zhao, Zhang

e Liu, 2012).

2.7.1. Leveduras

As leveduras sao definidas como fungos ascomicetos ou basidiomicetos que

sdo capazes de se reproduzir por brotamento ou fissdo e formar esporos que nao
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estdo contidos em um corpo frutifero. As subdivisdes taxondmicas mais baixas
(familias, subfamilias, géneros, espécies e estirpe) sdo determinadas pelas suas
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e genéticas, incluindo a reproducéo sexual
(Kurtzman, 2011).

O numero de leveduras descobertas tem aumentado de ano para ano, supde-
se que apenas 1% das espécies de leveduras sejam conhecidas atualmente.
Espera-se que o numero total de espécies de leveduras na Terra seja maior que
150.000 (Barriga, 2011). H4 uma ampla diversidade de células de levedura,
incluindo seu tamanho, forma e cor. O tamanho das células das leveduras €
influenciado pela sua espécie e condicdo de crescimento. O comprimento de
algumas células de levedura é de apenas 2 a 3 um, enquanto as outras espeécies
podem atingir o comprimento de 20 a 50 um (Barriga, 2011). A maioria das
leveduras tem uma largura na faixa de 1 a 10 um. (Lopes et al., 2017).

A diversidade de espécies de leveduras em determinados nichos é
determinada pela sua capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono e sua
seletividade nutricional, uma vez que exibe grande especializacdo para o habitat. As
leveduras podem ser isoladas do ambiente terrestre, aquatico e aéreo. A planta é o
habitat preferido da comunidade de leveduras. Algumas espécies sao encontradas
para ter comensalismo ou relagdes parasitarias com animais. Ambientes extremos
como baixo potencial de agua (alta concentracdo de acucar ou sal) e baixa
temperatura podem ser habitados por leveduras (Azhar et al., 2017).

As leveduras possuem uma historia muito importante no desenvolvimento de
biotecnologias, tendo grande importancia em processos fermentativos da industria
alimenticia, farmacéutica e quimica (Johnson e Echavarri-Erasun, 2011; De Abreu et
al. 2015).

Varios fatores afetam a atividade das leveduras dentre eles: fatores fisicos
(temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH, oxigenac¢do, nutrientes minerais e
organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie, linhagem e concentracdo da
levedura, contaminagdo bacteriana), reduzindo o rendimento da fermentagéo e a

eficiéncia da conversao de acucar em etanol (Lima et al., 2001).
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2.8. Fermentacao

A solubilizacao das frac6es de celulose e hemiceluloses pelo pré-tratamento e
hidrélise enzimética resultam em uma mistura de acucares de hexoses (glicose,
galactose e manose) e pentoses (xilose e arabinose), juntamente com uma ampla
gama de compostos possivelmente com efeitos inibitérios para o microrganismo
usado para fermentacdo. Este fato, coloca demandas extras sobre o0s
microrganismos fermentadores, em comparacdo com a produgcdo de etanol de
primeira geracdo, para alcancar alto rendimento de etanol e produtividade, que séo
necessarios para minimizar o impacto da etapa de fermentacdo nos custos de
capital e operacionais (Nogué e Karhumaa, 2015).

A converséo fermentativa de biomassas para etanol de primeira geracao visa
a fermentacdo de glicose, porém o0s aclUcares disponiveis na biomassa
lignoceluldsica diferem muito dos substratos do processo de 1G. Embora a
fermentacdo de glicose eficiente ainda seja um aspecto central, o material
lignocelulésico também contém quantidades consideraveis de pentoses,
principalmente xilose, mas também arabinose. Com isso, dada a importancia de se
obter altos rendimentos e altas concentracdes de etanol apds a fermentacdo, é
importante acessar e converter a quantidade abundante de xilose presente em
residuos agricolas (Robak e Balcerek, 2018).

Cepas de S. cerevisiae sao as mais utilizadas industrialmente para produzir
etanol a partir de hexoses, proporcionando altos rendimentos e produtividades, além
de alta tolerancia ao etanol e alta pressdo osmatica (Azhar et al., 2017). A producédo
em larga escala de etanol com S. cerevisiae é normalmente realizada a um pH em
torno de 5 e a temperatura de 30°C sob condi¢bes anaerdbicas (1 mol de glicose é
convertido em 2 moles de etanol, o que também resulta na producéo liquida de 2
moles de CO; e ATP).

Para a realizacdo de seus processos metabdlicos as leveduras requerem que
elementos quimicos especificos estejam presentes no meio (Chieppe Junior, 2012).
Para que possam crescer e se desenvolver dentro do processo fermentativo, é
necessario que além de fontes de carbonos assimilaveis, vitaminas e nutrientes
estejam disponiveis no ambiente de cultivo e fermentacdo, tais como: nitrogénio,

fésforo, potassio, magnésio, manganés, zinco, ferro, cobalto, enxofre, célcio, cobre,
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iodo; entre outros elementos em pequenas quantidades (Pavani et al., 2013). A
auséncia de alguns destes nutrientes pode afetar diretamente a velocidade da
fermentacao (Silva, 2010).

A selecdo de um microrganismo fermentador apropriado e a estratégia de
fermentacao, € uma importante etapa para induzir a converséao eficiente de aclcares
derivados de lignocelulose em etanol. S. cerevisiae ndo é capaz de utilizar agcucares
como as pentoses para a producdo de etanol, o que € necessario quando se utiliza
matérias-primas lignoceluldésicas, como residuos agricolas contendo grandes
guantidades de xilana. Devido a sua base industrial robusta, S. cerevisiae foi um
alvo 6bvio para a adaptacao por engenharia metabdlica e procedimentos classicos,
como a mutagénese aleatoria. A introducdo da via de fermentacédo da xilose em S.
cerevisiae tem sido abordada pela expresséo heteréloga de genes que codificam a
xilose isomerase de bactérias, ou genes que codificam a xilose redutase e xilitol
desidrogenase de fungos (Nielsen e Olsson, 2001). Além da modificagdo genética,
as cepas de S. cerevisiae modificadas podem ser mais desenvolvidas (por exemplo,
aumento da tolerancia a inibidores) usando estratégias de engenharia evolucionarias
(Demeke et al., 2013), ou adaptadas a um determinado hidrolisado lignocelulésico
(por cultivo local no hidrolisado liquido) para melhorar o desempenho em um
ambiente altamente inibitorio (Nielsen et al., 2015).

2.8.1. Fermentacao de Hexoses e Pentoses

Os processos biotecnoldgicos que utilizam materiais lignoceluldsicos,
requerem etapas preliminares de preparacao, tais como pré-tratamento, hidrolise
quimica ou enzimatica, a fim de liberar os componentes das fracdes de celulose e
hemicelulose na forma de mono. ou oligossacidos. O alto conteido de pentoses,
particularmente a D-xilose na fracdo hemicelulésica desses materiais, combinado
com sua facil extracdo do complexo lignocelulésico, tem atraido a atencdo dos
pesquisadores para 0 uso efetivo dessa fracdo nos processos fermentativos
(Guedes et al., 2011).

Altas taxas de glicose sao facilmente convertidas por linhagens de S.

cerevisiae, até mesmo em condicbes aerdbicas. Entretanto, S. cerevisiae séo
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incapazes de assimilar ou fermentar xilose, o principal constituinte da fracao
hemiceluldsica da biomassa.

As espécies Pachysolen tannophilus e Candida tropicalis (Gong et al., 1981),
foram umas das primeiras a serem descritas como fermentadoras de xilose.
Pesquisas posteriores demonstraram que outras espécies de leveduras também séo
capazes de fermentar xilose em etanol, incluindo diversas espécies dos géneros
Pichia e Candida bem como algumas linhagens de Kluyveromyces marxianus (Hu et
al.,, 2012). Cadete et al., (2017) descreveram uma nova espécie de levedura
fermentadora de D-xilose, isolada de madeira em decomposicdo, nomeada
Spathaspora arborariae.

Muitos avancos foram alcancados na engenharia genética de leveduras e
bactérias para a fermentacdo de xilose e arabinose em etanol e outros produtos
como o &cido lactico. No entanto, a bioconversdo de pentoses a etanol é ainda
considerada um desafio econdmico e tecnoldgico. E essencial que tanto a glicose
guanto a xilose presente na biomassa lignocelulésica possam ser fermentadas em
etanol, para que esses recursos renovaveis possam ser usados como matéria-prima
para a producdo de combustivel renovavel de uma forma rentavel (Nielsen et al.,
2015).

Além da busca por isolamentos de espécies naturais com capacidade de
fermentacdo de pentoses, os problemas de fermentacdo desta fermentacdo podem
ser solucionados com o uso de hibridos, engenharia genética ou co-cultura de duas
linhagens de levedura. As estirpes hibridas de levedura sédo utilizadas
simultaneamente para fermentar agucares pentoses e hexoses em etanol. Uma cepa
hibrida foi desenvolvida pela fusdo de protoplasto de S. cerevisiae e leveduras
fermentadoras de xilose como P. tannophilus, C. shehatae e P. stipitis (Nogué e
Karhumaa, 2015).

Diversos microrganismos que s&o conversores naturais de xilose ou que
foram geneticamente modificados sédo considerados como fermentadores para a
producdo de etanol. Incluem, entre outras, as leveduras S. cerevisiae (Hahn-
Hagerdal et al., 2007; Nevoigt, 2008), Scheffersomyces stipitis (Bajwa et al., 2011) e
Dekkera bruxellensis (Blomqyvist et al., 2010) e a bactéria Escherichia coli (Jarboe et

al., 2007). Todos os potenciais candidatos tém vantagens e desvantagens em
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relacdo a sua capacidade de converter uma variedade de acguUcares, tolerancia de
inibidores, produtividade, producdo de etanol, crescimento e capacidade de

sustentar a viabilidade sob condi¢cdes anaerdbicas.

2.9. Termotolerancia

A capacidade de manter a homeostase funcional apesar das alteracbes nos
ambientes externos é essencial para a sobrevivéncia dos microrganismos. Dentre os
fatores que afetam o crescimento e a sobrevivéncia destes, a temperatura € um dos
mais importantes. Microrganismos fermentativos para a producdo de alimentos,
especialmente leveduras, bactérias laticas e bactérias aceto acidas, sao
encontrados principalmente em habitats naturais e utilizados em atividades
humanas, estes microrganimos funcionam naturalmente em ambientes mesofilicos.
No entanto, geralmente estes microrganismos Sd0 expostos a temperaturas mais
elevadas, devido ao calor fermentativo gerado durante o processo de fermentacéo
ou devido ao aumento da temperatura ambiente (Kurtzman, 2011).

A fermentacdo industrial é realizada em fermentadores fechados, que geram
muito calor e, portanto, requerem um rigoroso controle de temperatura. No entanto,
esses sistemas as vezes experimentam falhas de fermentacdo devido a aumentos
temporarios de temperatura que ocorrem devido a falhas de energia, defeitos
mecanicos ou erros do operador durante o processo de fermentacdo. O
aguecimento global afeta processos de fermentacdo em larga escala e exige o0 uso
de mais microrganismos termotolerantes para alcancar uma fermentacao estavel
(Techaparin, Thanonkeo e Klanrit, 2017).

As leveduras sdo de natureza mesofilica. Quando cultivadas além das
temperaturas 6timas, as leveduras apresentam morfologia e fisiologia alteradas de
varias maneiras. O crescimento e metabolismo de leveduras a varias temperaturas é
determinado pela composicdo genética da estirpe de levedura, a composicdo do
meio de cultura e outros parametros de crescimento. O acumulo de metabdlitos de
levedura, tanto dentro como fora da célula, pode ter um efeito sobre a sensibilidade
da levedura a temperatura. A temperatura 6tima das leveduras varia com as
espécies. Termotolerancia é a capacidade transitéria de células de levedura para

sobreviverem a temperaturas mais elevadas. As cepas de leveduras termotolerantes
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podem sobreviver a temperaturas acima de 40°C (Limtong, Srisuk e Yongmanitchai,
2005).

Atualmente a maior parte do etanol € produzida usando microrganismos
mesofilicos. No entanto, as leveduras termotolerantes recebem consideravel
interesse devido aos desafios atuais de aumento da temperatura, 0 que poderia
potencialmente superar muitos obstaculos. O uso de leveduras termofilicas/
termotolerante para a producdo de bioetanol tem varias vantagens de processo,
incluindo ampla faixa de utilizacdo de substrato, maiores taxas de sacarificacao e
fermentacdo, minimizagdo do risco de contaminagdo, menores custos de
bombeamento e agitacdo, sem problemas de refrigeracdo, menos necessidade de
energia para mistura e recuperacado de produtos (Limtong, Srisuk e Yongmanitchai,
2005).

A temperatura é um dos fatores mais importantes da fermentagéo. O estudo e
conhecimento desta grandeza € de suma importancia, pois exerce efeitos no
crescimento, viabilidade, metabolismo e fermentacdo das leveduras. Na literatura,
encontram-se divergéncias sobre a definicdo de seu valor 6timo na fermentacéo
(Souza, 2005). Segundo Sousa e Monteiro (2011) a temperatura deve ser controlada
entre 25 a 30°C; entretanto segundo Mello (2012) a temperatura deve ser estar entre
28°C e 32°C.

Atualmente, a producéo de etanol responde pela producéo de bilhdes de litros
de etanol por ano do milho (EUA) e cana-de-acucar (Brasil). No entanto, o uso de
leveduras fermentadoras termotolerantes pode melhorar sua eficiéncia permitindo
que a fermentagdo ocorra em temperaturas acima de 40°C usando a tecnologia
SSF. Durante as ultimas décadas, muitos estudos relataram a selecdo de cepas de
levedura termotolerantes capazes de fermentar em altas temperaturas, que sao
consideradas adequadas para a producdo de etanol por SSF (Choudhary, Singh e
Nain, 2016).

Estudos também mostraram que condicdes de estresse podem induzir
tolerancia a altas temperaturas em S. cerevisiae, no entanto, se a levedura adaptada
é cultivada em condi¢cdes normais/otimas, esta termotolerancia pode ser perdida .
Em um estudo recente, cepas de S. cerevisiae termotolerantes isolados por

adaptacéo fisioldgica (evolugdo adaptativa) a temperaturas = 40°C apresentaram



28

uma composicao de esterol alterada. A modificagdo na composi¢céo de esterol das
cepas de levedura foi considerada para manter a fluidez da membrana celular em
altas temperaturas, resultando no aumento da termotolerancia (Yuangsaard e

Yongmanitchai, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada em duas etapas. A primeira, que
compreendeu a fase de implantacdo da cultura, colheita, moagem e secagem dos
bagacos, na Universidade Estadual Paulista - Departamentos de Tecnologia e de
Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias - UNESP,
campus de Jaboticabal — S&o Paulo, Brasil. A segunda etapa, que abrangeu as
fases de caracterizagcdo das biomassas, pré-tratamento, hidrélise enzimética e
fermentacdes, foi conduzida no Departamento de Engenharia Quimica, na

Universidade de Lund - Lund, Skane, Suécia.

3.1. Instalacdo e conducédo do ensaio

Neste estudo foram utilizados dois gendétipos de sorgo sacarino, o Malibu J53 e
Malibu A1001, e um gendtipo biomassa, Palo Alto (N52K1009). Estes foram
cultivados na area experimental do departamento de Producdo Vegetal da
FCAV/UNESP - Jaboticabal (21°14'33.9"S 48°17'57.6"W), na safra 2016/2017, com
plantio em 16 de dezembro do ano de 2016 e colheita em maio de 2017. O
municipio de Jaboticabal localiza-se a nordeste do Estado de S&o Paulo, com
altitude média de 583 metros. O solo da area experimental é Latossolo vermelho-
escuro, eutréfico, “A” moderado com textura argilosa e relevo predominantemente
suave ondulado a ondulado.

O experimento foi conduzido em campo, no periodo de 16 de novembro de
2016 a 4 de maio de 2017. A cultura foi instalada no sistema de plantio direto e a
semeadura foi realizada por uma semeadora/adubadora de 5 linhas, as sementes
foram fornecidas pela empresa Nexsteppe. A profundidade de semeadura foi de 3 a
4 cm, utilizando-se de 6 a 7 sementes por metro, com espacamento de 0,45 metro
entre linhas, resultando num estande final de 120.000 a 130.000 plantas/ha. A
adubacdo do plantio constituiu-se da aplicacdo de 36-126-72 kg. ha' de N-P,Os-
K,0, utilizando-se 450 kg.ha® da férmula 8-28-16 mais micronutrientes. Aos 28 dias
apos a semeadura (d.a.s.). foi realizada a primeira adubacdo de cobertura
aplicando-se 45-0-45 kg/ha de N-P,0s- KO, com o emprego de 225 kg/ha da
formula 20-0-20. Aos 62 d.a.s., foi realizada a segunda adubacdo de cobertura
utilizando-se 45 kg de N/ha (Uréia).
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Durante o experimento, o tratamento fitossanitério foi priorizado, objetivando-se
garantir a sanidade da cultura. Para controle de formigas no periodo inicial de
desenvolvimento da cultura, foram realizadas aplicacdes periddicas de inseticida
Regente 800 WG. Para o controle da lagarta do cartucho e de pulgdes, aplicou-se
250 mL/ha de Tiametoxam/Lambda cialotrina (Engeo Pleno) aos 27 e 57 d.a.s.
Realizou-se ao longo de todo o ciclo da cultura a capina manual, rocadora e

aplicacao de Atrazina, mantendo a plantacao livre de plantas infestantes.

3.2. Matérias-primas

O sorgo sacarino Malibu J53 apresenta ciclo que possibilita colheita entre 90 e
120 dias, seus colmos sdo ricos em caldo com elevados teores de acuUcares
fermentesciveis. Esse hibrido é tolerante ao calor e seca e resistente as mudancas
climaticas. Tem potencial para producdo de etanol que pode chegar a 3 mil L/ha
(Nexsteppe, 2017).

O sorgo sacarino Malibu A1001 apresenta ciclo tardio, com ponto de colheita
de 110 a 130 dias apds plantio, elevado desempenho e rendimento em ambientes
tropicais, possibilitando o cultivo durante todo o ano. Possui alto crescimento
vegetativo com acumulo de agUcares na fase final do ciclo (Nexsteppe, 2017).

O sorgo biomassa Palo Alto N52K1009 apresenta porte elevado, quando
comparado ao sorgo sacarino, com altura superior a 3 metros. Atinge o ponto de
colheita entre 120 e 140 dias, apresentando alto rendimento tanto na safra quanto
na safrinha. Os colmos séo grossos e fibrosos, porém as paniculas sdo pequenas e
a producéo de grdos é baixa. Com alta quantidade de biomassa, o sorgo Palo Alto
N52K1009 apresenta alto rendimento e baixo custo para a producéo de bioenergia,
incluindo biogas e biocombustiveis celuldsicos (Nexsteppe, 2017).

No estagio de maturacédo, foram coletados 30 colmos limpos de cada gendtipo,
sem a presenca das folhas e paniculas (Ferreira, 2015). Estes foram encaminhados
para o Laboratério de Tecnologia do Aclcar e Alcool e Microbiologia das
Fermentacbes FCAV-UNESP, sendo pesados e submetidos a extracdo do caldo
utilizando-se de moenda de laboratorio. Ap6s moagem, os bagacos desintegrados,
com uso de aparelho desintegrador, objetivando a diminuicdo das fibras, através de

facas picadoras. Em seguida, os materiais foram secos e mantidos em casa de
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vegetacdo com temperatura variando de 24 - 36° C. Apds isso, 0s materiais foram
acondicionados e enviados para o Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade de Lund, na Suécia, para caracterizacdo da composicdo dos bagacos
e aplicacdes no processo de pré-tratamento e subsequente hidrélise enzimatica e

fermentacéao.

3.3. Microrganismos

Na presente pesquisa foram avaliadas as capacidades fermentativas de duas
diferentes leveduras: a Pichia kudriavzevii LJ03, a estirpe LJO4. A estirpe P.
kudriavzevii LJO3, identificada por Freita (2017) e a estirpe LJO4, foram isoladas do
ecossistema de producdo de sorgo sacarino e fazem parte do banco de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia das Fermentacdes, do
Departamento de Tecnologia, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias/UNESP, Jaboticabal-SP.

Para a reativacdo das culturas (P. kudriavzevii LJ0O3 e LJ04), as mesmas
foram transferidas para placas de petri estéreis, contendo 5 mL de meio GYMP (20g
L™ de xilose - 5g L™ extrato de levedura - 10g L™ extrato de malte - 2g L™ fosfato de

sédio monobasico e 17g L™ agar) mantidos por 72 horas a 30°C.

3.3.1. Identificagao molecular da levedura isolada

A estirpe de levedura LJO4, proveniente da cultura estoque do banco de
leveduras do Laboratério Microbiologia das Fermentagcbes da FCAV/UNESP,
Jaboticabal —SP, foi isolada do ecossistema de producdo do sorgo sacarino. Foram
realizados testes prévios de caracterizacdo morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos
desta levedura, que apresentou habilidade de metabolizar pentoses e fermentar em
temperaturas elevadas (Hollupi, 2015).

O isolado LJO4 foi identificado com base em seu material genético, utilizando
técnicas de biologia molecular. A extracdo de DNA foi realizada com o kit Reliaprep
gDNA Tisse (Promega), conforme protocolo indicado pelo fabricante, e o gDNA
obtido foi quantificado por espectofotometria UV-Vis no aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific). Para a amplificagdo foi utilizado um par de primers degenerados
desenhados para abranger a regido ITS1-ITS4 (ITS1 F e ITS4 R). O fragmento
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amplificado foi purificado a partir do gel de agarose 1% e o sequenciamento foi
realizado por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), utilizando o Kit BigDye® Terminator.1 Cycle Sequencing. A
extracdo de DNA e amplificacdo por PCR, utilizando par de primers ITS1 e ITS4,
compreendendo toda a regido ITS, resultou em fragmentos bem definidos e de
tamanho esperado (500-750bp) para a amostra. As bandas obtidas em gel de
agarose foram cortadas e purificadas para reacdo de sequenciamento no
equipamento ABI3500 Genetic Analyzer. As sequéncias geradas foram editadas
para regidoes de baixa qualidade (HQ).

As sequéncias foram alinhadas e comparadas com a base de dados NCBI
utilizando a Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local Basico (ALTSCHUL et
al., 1997). As sequéncias foram alinhadas e comparadas com a banco de dados
GenBank disponivel no NCBI, utilizando a Ferramenta BLASTn, a fim de se obter a

identidade do microrganismo, em nivel de espécie.

3.4. Caracterizacdo da composicao quimica dos bagacos

Os teores de matéria seca dos materiais foram medidos secando-os em estufa
a 105° C até se obter peso constante. A composi¢cdo dos bagacos de sorgo foram
analisadas para os carboidratos estruturais, lignina, cinzas e extrativos, de acordo
com o procedimento do Laboratério Nacional de Energia Renovavel (Sluiter et al.,
2008b, 2010), descritos a seguir.

Para o célculo do teor de cinzas, cadinhos de porcelana de 50 mL foram
identificados e colocados em forno mufla a 575 + 25 °C por quatro horas. Apoés este
procedimento, os cadinhos foram removidos da mufla e colocados diretamente em
um dessecados por 1 hora. Foram pesados 2,0 g das amostras de bagaco nos
cadinhos, que posteriormente foram colocados novamente na mufla e submetidos a
rampas de temperaturas, nas condi¢cdes a seguir:

e Rampa da temperatura ambiente para 105°C
e 105°C por 12 minutos

e Rampa a 250°C a 10°C/ minuto

e 250°C por 30 minutos

e Rampa para 575°C a 20°C/minuto
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e 575°C por 180 minutos

ApoOs a temperatura da mufla ficar abaixo de 180°C, os cadinhos foram
removidos e colocados em dessecador, ap0s 1 hora, estes foram pesados
novamente.

Para o céalculo do teor de cinzas temos:

M3 - M1
M2 - M1

% cinza = ( ) x 100

M;: massa do cadinho calcinado vazio, em g
M,: massa do cadinho + massa do bagac¢o descontando o teor de umidade, em g

Ms: massa do cadinho com cinzas, em g

Para as andlises de carboidratos estruturais, inicialmente foi determinado o teor
de umidade da biomassa (Sluiter et al., 2008a). O teor de umidade deve ser menor
que 10%, caso contrario uma nova secagem do material deve ser realizada. Para
execucao do procedimento de quantificacdo, o material foi moido e passado por uma
peneira de 20 mesh. Apds isso, 300,0 mg de cada amostra de bagaco foram
pesadas em tubos de presséo, descontando o teor de umidade, e adicionados 3,0
mL (ou 4,92 + 0,01 g) de acido sulfarico a 72% em cada tubo. Para homegeinizacéo
da amostra foi utilizada um bastédo de Teflon. Apos isso, os tubos foram incubados
em um banho termostéatico a 30 £ 3°C por 60 minutos. As amostras foram agitadas
a cada 10 minutos, com o uso do bastdo, sem remover a amostra do banho.

ApOs a conclusdo da hidrolise &cida concentrada de 60 minutos, os tubos
foram retirados do banho termostatico, e o contetado dos tubos foram diluidos com
84,0 mL de agua deionizada. Foi preparado um “branco” com acido sulfurico a 4%.
As amostras foram homogeinizadas, invertendo o tubo varias vezes para eliminar a
separacdo de fases entre as camadas &cidas de baixa concentracdo. Um conjunto
de padrdes de acuUcares foram preparados para corrigir as perdas devido a
destruicdo de acUcares durante a hidrélise acida diluida. Os padrées continham
glicose, xilose, galactose, arabinose e manose. As concentracdes dos padrdes de

acucares foram determindas para se parecerem com as concentracdes de acucares
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na amostra de teste. Os padrfes de acgucares foram submetidos ao mesmo
processo que as amostras, descritos anteriormente.

Os tubos (amostras e padrdes de acucares) foram autoclavados por uma hora
a 121°C e 1,1 bar. Apos a conclusédo do ciclo de autoclave, os hidrolisados foram
filtrados a vacuo e aliquotas de 20,0 mL de cada licor foram transferidas para um
Erlenmeyer de 50 mL para a neutralizagdo. Carbonato de calcio foi utilizado para
ajustar o pH das amostras para pH 6. ApOs esta etapa, as amostras foram filtradas
em filtros de 0,22 um (Milipore) para posteriormente serem analisas em CLAE com
um detector de indice de refracdo. Glicose, xilose, arabinose, galactose e manose
foram separados usando uma coluna Aminex HPX-87P (Bio-Rad, Hercules, CA,

EUA) a 85°C com uma taxa de fluxo de 0,5 mL min ** usando 4gua como eluente.

Carboidratos:

C CLAE.CA.V .filtrado
M1

% acucares = ( )XlOO

CcLae: concentracdo do agucar quantificado por CLAE, em g/L

CA: anidro corregdo para calcular a concentragdo polimérica dos agucares dada a
concentracdo monomérica dos acUcares. Para a glicose, celobiose, xilose e arabinose
temos, 0,90; 0,95; 0,88 e 0,88, respectivamente

V filtrado: volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M1: massa do bagaco utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em g

A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia
em um espectrofotdmetro UV- visivel. Transferiu-se 1 mL de cada hidrolisado acido
para baldes volumétricos de 100 mL que tiveram o volume aferido com agua
destilada. A leitura da solucao foi realizada a 220 nM utilizando celas de quartzo. A
leitura deve ser realizada até 6 h apds hidrolise. A lignina solavel e insoluvel,
guantificadas por espectroscopia e pesagem, respectivamente, foram somadas e
expressa como lignina total.

Ligninainsolavel:

% lignina insoldvel = {(*=) x 100} - cinzas
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M1: massa do bagaco utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em g
M2: massa de lignina insoltvel seca, em g

% cinzas: teor de cinzas determinado segundo metodologia descrita anteriormente

Lignina soluvel:

C lignina solGvel = (41,87.(Ar- App) - 0,3279).10
App = C1E1+CoE>

Clignina soluvel.V filtrado.FD
M1

%lignina soluvel = ( )xlOO

Ar: absorvéancia da solucédo de lignina junto com os produtos de degradagéo a 280 nm;

App: absorvancia, a 280 nm, dos produtos de decomposicdo dos acucares (furfural e HMF)
calculado através da Equacdo V-3, cujas concentracdes Cl e C2 foram determinadas
previamente por CLAE e E1 e E2 s#o absortividades do furfural e HMF (146,85 e 114,0 L g™
cm™);

C Jignina solivel: CONceNtracdo da lignina soluvel obtido através da Equacgéo V-2 e V-3, em g/L
Viirado: VOlumMe do hidrolisado filtrado, 0,087 L

FD: fator de diluicdo para leitura da absorbancia, 100

M1: massa do bagaco utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em g

Lignina total:
% lignina total = %lignina insolavel + %lignina solGvel

Para a determinacdo dos extrativos presentes nos materiais, primeiramente
foram determinados os teores de umidade dos bagacos (Sluiter et al.,, 2008a).
Adicionou-se aproximadamente 5 g da amostra, descontando o teor de umidade, ao
cartucho de extracdo, tendo sua massa devidamente anotada (M;). Apés montagem
do extrator, o cartucho preenchido pelo bagaco foi devidamente introduzido no tudo
de extracdo do soxhlet. Foram adicionados 190 + 5 mL de agua destilada em cada

baldo do extrator juntamente com pérolas de vidro. Os balbes foram colocados no
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extrator e 0 aquecimento ajustado para que fornecesse no minimo 10 sifona¢des por
hora. A extracdo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho de extracdo se
tornasse incolor. ApGs extracdo em agua, as amostras foram novamente submetidas
a extracdo, utilizando aproximadamente 190 £ 5 mL de alcool etilico em cada baldo
do extrator. A extracdo foi mantida até desaparecimento total da coloragéo
(aproximadamente 8 horas).

Ao término da extracdo, os solidos foram transferidos, tdo quantitativamente
quanto possivel, para um funil de Buchner, lavados com aproximadamente 100 mL
de etanol, filtrados em multe evaporadores a vacuo e secos em uma estufa a 105°C
até massa constante, determinada em balanca analitica (My).

Para o calculo do teor dos extrativos no bagaco a seguinte formula foi utilizada:

M1 - M2
M1

% extrativos = ( ) X 100

M;: massa do bagaco descontando o teor de umidade, em g
M,: massa do bagaco livre de extrativos, em g

3.5. Pré-tratamento de explosado a vapor catalisado por acido

O pré-tratamento de explosdo a vapor foi realizado utilizando acido sulfdrico
como agente de catalizacdo. Os bagacos dos genoétipos de sorgo sacarino (Malibu
J53 e Malibu A1009) e sorgo biomassa (Palo Alto N52K1009) foram catalisados
durante 1 hora, com solucéo diluida de acido sulfarico (0,2% em peso), ha propor¢ao
de 20 g agual/g de bagaco seco. O excesso de liquido dos bagacos foi removido
ap0s a catatlisacdo em um filtro prensa (Tinkturenpressen HP5M, Fischer
Maschinenfabrik GmbH, Alemanha) com uma capacidade de 5 L. A fracdo de massa
seca apos a prensa dos genaétipos estava entre 35% e 40%.

A unidade de pré-tratamento (Figura 5) compreendia um reator de 10 L e um
tanque coletor para o material pré-tratado. O sistema foi aquecido com vapor de uma
caldeira elétrica de vapor (Pannpartner, Suécia). A pressdo maxima na caldeira foi
de 3 MPa, o que correspondeu a uma temperatura de vapor saturado de 235°C. O
vapor foi injetado no reator através de duas valvulas esféricas acionadas a ar

diferentes, uma com alto aquecimento rapido, e uma com baixa taxa de
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transferéncia para controle de pressdo e temperatura. O tempo de espera, a

temperatura e a pressao no reator foram monitorados e regulados por computador.

Biomassa

Reator
(10L)

Vapor

Vapor Residual

Caldeira {% %

Computador

Material Pré-tratado

Figura 5: Esquema da estrutura da unidade de pré-tratamento de exploséo a vapor.
(Adaptado de Galbe et al, 2012).

Para cada gendtipo, o reator foi pré-aquecido antes do pré-tratamento e
carregado com bagaco de sorgo impregnado correspondendo a 400 g de matéria
seca, totalizando 4 kg em total, sem a lavagem do material. As condicGes de pré-
tratamento foram as mesmas para todos o0s genoétipos, com vapor saturado, na
condicao de 190 °C por 5 min. Apos pré-tratamento, a fracdo soélida foi analisada
para carboidratos estruturais, lignina e cinzas, enquanto a fracdo liquida foi
analisada quanto ao teor de acucares e inibidores (Sluiter et al., 2006). A
concentracdo de sélidos insollUveis em agua, do inglés water insoluble solids (WIS)
foi analisada usando o método desenvolvido por Weiss et al., (2010).

Para

. . y d terial pré tratad
A(}UC&I’ recuperavel (%) — acicar do material pré tratado

acicar do material in natura

Por exemplo, para calculo da glicose temos:

glicose pré tratada

Glicose recuperavel (%) = — —
glicose material in natura
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glicose (g) do material pré-tratado = Kg slurry X WIS% X % glucana (fibra) X 1.11 + Kg
slurry X (1- %WIS) X g/L glicose
glicose (g) material in natura = Kg bagago X %glucana X 1,11

Para o calculo da xilose recuperavel no pré-tratamento temos:

xilose pré tratada

Xilose recuperavel (%) = — —
xilose material in natura

Xilose material pré-tratado = Kg slurry X %WIS X % xilana (fibra) X 1,14 + Kg slurry X
(1-%WIS) X g/L xilose

Xilose material in natura = Kg bagago seco X % xilana X 1,14

3.6. Hidrdlise Enzimaética

A hidrdlise enzimatica foi realizada com 12,7%, 10,8% e 8,2% de WIS para os
gendtipos Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto respectivamente, da fragdo solida
dos bagacos pré-tratados em um reator de 40 L com um peso total de trabalho de
13,3 ;9,6 e 7,6 Kg para os genétipos Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto
respectivamente. As fracdes solidas do bagaco de sorgo sacarino e biomassa pré-
tratadas foram hidrolisadas enzimaticamente em um reator de tambor rotativo de
capacidade de 30L (Terrafors -Infors AG) com agitacdo constante, produzindo um
hidrolisado enzimatico rico em acucares. O reator rotativo era equipado com uma pa
impulsora (Modelo HP25, Lightnin mixers LTD, Inglaterra) e a temperatura foi
mantida com através de um banho d’agua externo (Figura 6).

A hidrélise foi realizada a 50° C por 96h, utilizando-se um coquetel enzimatico
Cellic CTec2 (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) com carga enzimatica de 15
unidades de papel de filtro (FPU) (em inglés, Filter Papers Units) g ~ * (WIS) e
agitacao constante do reator a 10 rpm, determinada de acordo com Ghose (1987). O
pH da suspenséo foi ajustado para 5 antes da hidrélise, e depois reajustado todos os
dias com NaOH a 50%. O sobrenadante apés hidrélise enzimatica denotada como
licor de bagaco hidrolisado foi separado da fracdo soélida por filtracdo a vacuo
utilizando papel de filtro de grau 5 (Munktell Filter AB) e analisado em relacdo a

acucares soluveis, produtos de degradacdo e acgucares sollveis totais, de acordo
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com procedimentos NREL. Os licores hidrolisados foram armazenados a -20 °C até
a fermentacéo.

Amostras para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
coletadas durante a hidrolise enzimatica e foram analisadas quanto a acucares
monomeéricos. Apds coletadas, as amostras foram centrifugadas e os solidos foram
removidos do liquido. As amostras liquidas foram entdo congeladas imediatamente e
mantidas no congelador até serem analisadas usando CLAE.

Apos 96 horas de hidrdlise enzimatica, os sobrenadantes foram separados por
filtragdo a vacuo utilizando papel de filtro de grau 5 (Munktell Filter AB). Os licores
hidrolisados foram armazenados a -20 °C até a fermentacao.

Figura 6. Reator de tambor rotativo de capacidade de 30L para hidrélise enzimética

Departamento de Engenharia Quimica, Universidade de Lund (Fonte pessoal).

O rendimento da hidrélise enzimatica foi calculado de acordo com a equacéo:

acgucar hidrolisado (g)

Rendimento da hidrélise enzimatica (%) = — ——
agucar material prétratado (g)

Onde, agucar no hidrolisado = g/L agucar ciae) X Vhidrolisado, €M @

3.7. Cultivo em diferentes condi¢bes adaptativas.

Para crescimento de massa celular os microrganismos (P. kudriavzevii e

LJO4) inicialmente foram inoculados com uma alca de platina em frascos Erlenmeyer
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de 500 mL, em batelada aerdbica com aeracdo continua, contendo 50 mL de meio
minimo estéril com 20 g.L™* glicose, 20 g L™ ! xilose, 7,5 g L™* de (NH,) S04, 3,75 g
L~ de KH,PO,4 e 0,75 g L™ ! MgSO.. Os frascos Erlenmeyer foram incubados por 24
horas a temperatura de 32°C sob agitacao orbital (180 RPM).

ApGs as 24 horas, os microrganismos foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 500 mL, e divididos em 3 meios de cultivo com composi¢des distintas
nas concentracdes de licor hidrolisado de sorgo e melaco de beterraba (Tabela 1).

Todos os frascos Erlenmeyer foram mantidos por mais 48 horas de sob a
temperatura de 32°C sob agitacdo orbital (180 RPM).

O melago de beterraba utilizado (Nordic Sugar A/ S) continha 40% em peso
de acucares (sacarose, frutose e glicose), acido latico (0,034g g ~ ') e &cido acético
(0,008g g ~ ). O pH do meio foi ajustado para 5,5 com NaOH 5M em todos os meios
de cultura.

As leveduras propagadas foram centrifugadas (3800 x g, 10 min) e lavadas

com 9 g L™ * de solucdo de NaCl estéril.

Tabela 1. Composicao nutricional dos diferentes meios de cultivo para as leveduras
P. kudriavzevii LJO3 e LJOA4.

Meio 1 Meio 2 Meio 3

Licor Hidrolisado (Sorgo) - mL - 83 125
Melago de beterraba - mL 167 85 43
(NH,),SO,-g L™ 23,5 23,5 23,5
KH,PO,.g L™ 3 3 3
MgSO4*7 H,O -g L™ 2,25 2,25 2,25
Biotina - mg L™ 33 33 33

3.8. Testes fermentativos para avaliacdo dos meios de cultivo

Para identificar qual o melhor meio de cultivo para adaptacao das leveduras,
foram realizados testes de fermentacdo em frascos de 50mL contendo o hidrolisado
enzimatico proveniente da hidrélise enzimatica do sorgo sacarino Malibu J53.

Para o teste fermentativo as leveduras LJO4, P. Kudriavzevii LJO3
provenientes de seus respectivos meios de cultivo (Meios 1, 2, 3 conformes

descritos no item 3.7) foram avaliadas em duas temperaturas 37°C e 40°C. A
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fermentacdo foi realizada num agitador orbital (Lab-Therm, Adolf Kuihner AG,
Basileia, Suica) anaerobicamente a 180 rpm e pH 5 durante 120 horas (com coletas
nos tempos 1, 3, 5, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacdo) com
concentracdo de 3 g L™ de leveduras, em frascos com volume de trabalho de 50 mL,
contendo hidrolisado da bagaco do sorgo sacarino malibu J53, acrescidos de 0,5 g
L-1 de (NH4),HPO, e 1 g L™ de extrato de levedura. Os testes fermentativos foram

realizados em triplicatas.

3.9. Fermentacao em biorreatores

As fermentacdes dos licores hidrolisados foram realizadas em biorreatores de
2 L esterilizados (LABFORS). Os licores hidrolisados foram suplementados com
solucdo de 0,5 g L™ (NH,), HPO4 e 0,125 mL L™ de Vitahop.

A levedura isolada LJO4 e a levedura P. kudriavizevii LJO3 foram testadas em
duas temperaturas, 37°C e 40°C, para testar a capacidade fermentativa destes
isolados em temperaturas elevadas. Como controle, utilizou-se a levedura industrial
fermentadora de hexoses S. cerevisiae ER, em sua temperatura oOtima de
fermentacao de 32° C, de acordo com o fabricante.

A concentracdo de leveduras nas fermentacdes foi de 3g L™ de peso seco
com base no volume final, com uma taxa de agitacdo de 250 rpm e o pH 5 foi
mantido com solugdo de NaOH a 2,5 M ao longo de 96 horas de fermentacao.
Amostras foram coletadas nos tempos 1, 3, 5, 8, 12, 24, 48, 72, e 96 horas de
fermentacdo. As fermentacbes foram realizadas em duplicatas para todos os

experimentos nos biorreatores.

3.10. Procedimentos analiticos

ApGs andlise composicional da matéria-prima e dos sélidos obtidos no pré-
tratamento e hidrolise enzimatica, os acucares monomeéricos foram analisados por
cromatografia de troca anibnica de alta performance acoplada a detecgéo
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD). Utilizou-se uma coluna Carbo Pac PA
(Dionex, Sunnyvale, CA, EUA), uma bomba de gradiente (GP50, Dionex) e um

amostrador automatico (AS50, Dionex). O fluxo foi de 1 mL min® com &gua
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deionizada como eluente. A coluna foi limpa com uma solucdo de 200 mmol L™ de
hidréxido de sodio dissolvido em 170 mmol L™ de acetato de sédio. Todas as
amostras foram filtradas através de um filtro com poro de diametro de 0,20 mm antes
das analises.

As quantidades de acuUcares, etanol e subprodutos nos liquidos apos
fermentacao, foram determinadas por CLAE com um detector de indice de refracao.
Glicose, xilose, arabinose, galactose e manose foram separados usando uma coluna
Aminex HPX-87P (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) a 85°C com uma taxa de fluxo de
0,5 mL min ™ usando 4gua como eluente. Etanol, 4cido latico, acido acético, furfural
e 5-hidroximetilfurfural (HMF) foram separados usando uma coluna Aminex HPX-
87H (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) a 50°C com uma taxa de fluxo de 0,5 mL min™
usando 5 mmol L de &cido sulfirico como eluente. Todas as amostras foram

filtradas através de um filtro com poro de diametro 0,20 mm antes das analises.

Etanol final (gL—-1)
Glicose+Xilose inicial (gL—1)

Rendimento fermentativo (g/g) =

3.11. Céalculos de rendimentos

Os rendimentos de etanol foram calculados em dois niveis: um rendimento
global (balanco de massa) e um rendimento metabdlico.

O rendimento global foi baseado no total de glicose e xilose fornecidas - isto
€, a soma de glicose e xilose nos materiais ap6s o pré-tratamento, incluindo

mondmeros, oligdbmeros e polimeros.

Etanol produzido

Rendimento global (g/g) =

glicose no bagaco

O rendimento metabdlico foi baseado na glicose e xilose consumidas., a
glicose e a xilose consumidas foram definidas como a diferenca entre a glicose e
xilose total na entrada do hidrolisado, e 0s mesmos acglcares apos fermentacao.

A porcentagem do rendimento tedrico maximo de etanol foi baseada em um
rendimento estequiométrico tedrico de 0,51g g ~* para glicose e xilose.

Os dados foram analisados por analise de variancia, e os valores medios

foram comparados com o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Os valores
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médios para cada tratamento foram comparados pelo teste de Tukey o nivel de
significancia de 5%. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, e o software

AGROESTAT foi utilizado para a andlise estatistica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo molecular da levedura isolada

O resultado do sequenciamento foi submetido & comparacdo com sequéncias
do banco de dados GenBank utilizando o programa BLASTn e a comparacdo da
sequéncia obtida contra a base de dados GenBank (NCBI) apresentou 99% de
identidade com a espécie Pichia membranifaciens (Tabela 2). Organismos que
exibem 99% ou mais de identidade nesta regido s&o considerados como
pertencentes a espécie conhecida e depositada no GenBank.

As leveduras do género Pichia pertencentes a familia Saccharomycetaceae
sao relatadas em habitats naturais como solo, 4gua, exsudatos de plantas, insetos e
frutas e também como contaminantes em uma variedade de alimentos e bebidas e
produtos contendo alto teor de acucar (Gallardo et al., 2011). Isto representa uma
gama mais vasta de habitats na natureza em comparacdo com outras leveduras
comuns como S. cerevisiae. P. membranifaciens esta associada a Saccharomyces e
outras leveduras ndo saccharomyces em bagas de uva e é utilizado para a producéo
de vinho (Deshpande, 2009). Além de sua importancia nas industrias alimenticias,
P. membranifaciens possui potencial atividade antimicrobiana contra bactérias,
fungos e fungos patogénicos. Outras potenciais aplicacdes biotecnolégicas de
isolados de Pichia incluem biorremediacdo ambiental e biofarmacos (Deshpande,
2009; Santos e Marquina, 2014).

Na literatura ndo ha relatos de trabalhos que relacionam a levedura P.
membranifaciens em fermentacdes para producdo de etanol, por isso esta pesquisa
apresenta resultados inéditos para esta levedura. No presente estudo, a levedura P.
membranifaciens LJ04 foi utilizada para a fermentacéo de hidrolisado de bagaco de
sorgo, e mostrou bons resultados quando fermentada em temperaturas mais altas
do que a temperatura 6tima de fermentacdo da S. cerevisiae, resultados que serao

relatados a seguir.
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Tabela 2. Alinhamentos obtidos para a estirpe LJ04 comparada com a levedura
Pichia membranifaciens pertencente a Colecdo de microrganismos CBS: 5170,
utilizando pequena subunidade de RNA ribosomal do gene, sequencial parcial,
Espacador transcrito interno 1, 5.

>KY¥104617.1 Pichia membranifaciens culture-ccllection CBS:5170 small subunit
riboscmal RNA gene, partial segquence; internal transcribed

spacer 1, 5.B5 ribosomal RNA gene, and internal transcribed

spacer 2, complete seguence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial seguence

Length=B53

Score = 915 bits (485), Expect = 0.0
Identities = 500/503 (99%), Gaps = 0/503 (0%)
Strand=Flus/Flus

[=]

Query 1 TAGAGGRAGTARRRGTCETARCARGETTTCCETAGETGRARCCTGOGEAAGEATCATTACT &
Frrrn frrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrend
Sbjct 121 TAGRGGETCGTARRAGTCGTRAACRRGETTTCCGTAGETGARCCTECGGAAGEATCATTACT

=
o
[=]

Query 61 GTGATTATACCAACACCACACTGTGTGGGCGCACRARACACCTAAACCTGGAGTATACAC 120
PR et e et e r et e e e e e
Sbjet 181 GTGATTATACCRACACCACACTGTGTIGGGCGCACRAARCACCTAAACCTGGAGTATACAC 240
Query 121 ACGTCRACARAAGATCTARRAGRATARRACTITCRACARCGGATCTICTITGETITCICGCAT 180
PEEETT R r e e e et e e e e et e e e e e el
Sbjct 241 ACGTCRAACARRAGATCTARRAGRAATARAACTTITCRACAACGGATCTCTTGGTTCTICGCAT 300
Query 181 CCGATGRAGAGCGCAGCGARATGCGATACCTAGTGIGAATTIGCAGCCATCGTGARTCATCE 240

PEEETT R e e et e e e e e et e e e e e e el
Sbjct 301 CGATGARGAGCGCAGCGARATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCG

W
@
=]

Query 241 AGTITCTITGRAACGCACATTIGCGCCCGTCGGTATTICCGGECGEECATGCCTGTCTGAGCGTCG
frrerrerrrrere e et e rr et e e e e et rrrrrend
Sbjct 361 AGITCTTGRAACGCACATIGCGCCCGTCGGTATTCCGGCGEGECATGCCTGTCTGAGCGTCGE 420

(]
[=]
[=]

Query 301 TTITCCTTCTTGTGCACCGGEGGETCTITTGCTGATCTTICTGTGCGCAGRAGT
|

T
|
Skbjct 421 TITCCTITCITGIGCACCGGEEETCTTITGCTGATCTTCTGTGCGCAGRAGCTH

Query 36l CIGECCOGECCGARRRMGRAAMNCGTTGCGEACCGAAGCGAACTACATCGEEACGEGCTITGECCG 420

Skbjct 481 CTIGECCOGECCGAARRMGRARRMCGTTGCGEACGAAGCGAMCTACATCGEEACGCTTITGECCG 540

Query 421 CCGAGCGARRRARCACCATTIGAGCTCGACCTCAGATCAGGETAGGAGTACCCGCTGAACTT 480
frrrrrererrererrr et e e et et e e e e e rrrend
Sbjct 541 CCGAGCGAAAAAACACCATTIGAGCTCGACCTCAGATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTT €00

Query 481 AAGCATATCAWTARGCGGAGGAR 503

Frrerrerer rrrrrrrrrrel
Skbjct 601 ARGCATATCARATRARGCGGAGGAR 623

4.2. Caracterizacdo da composicao quimica dos bagacos

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da composi¢cao quimica do bagaco
de sorgo sacarino Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto (in natura). Da sua analise
pode-se observar que a soma dos componentes atingiu 103,99% para o0 genaotipo
Malibu J53. Para o genotipo Malibu A1001 a soma foi de 98,3% e para o gendtipo
Palo Alto foi de 99,6%, estes valores podem ser justificados pelo fato de que alguns
componentes presentes no material ndo foram quantificados, como 0s compostos

inibidores e os acidos urdnicos
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Tabela 3. Composicdo da matéria-prima (Bagaco de sorgo sacarino Malibu J53,
Malibu A1001 e sorgo biomassa Palo Alto) expressa em porcentagem de matéria-
seca.

% Malibu J53 Malibu 1001 Palo Alto
Cinzas 0,03+0,1 0,08+0,1 1,20+0,1
Extrativos 2,21+£0,1 21,20 £ 0,3 32,3015
Glucana 51,73+1,1 35,10+ 0,6 28,30+1,2
Xilana 21,37 +1,2 19,70+ 1,0 13,70+0,8
Galactana 0,72+1,9 1,20+0,3 1,80%0,2
Arabinana 1,77+0,1 1,42 +0,2 1,40+0,4
Manana 1,71+0,2 1,20+0,1 0,60+£0,1
Lignina 24,45 +1,3 18,40+ 1,6 20,30+1,2
Total 103,9 98,3 99,6

Todos os dados representam a porcentagem baseada no peso seco e sdo médias das triplicatas +
desvio padréo.

Conforme Tabela 3, o bagaco de sorgo sacarino Malibu J53 continha
principalmente glucana (51,73%), xilana (21,37%), e lignina (24,45%) sendo estes
componentes apresentados em menores quantidades no sorgo Malibu A1001, que
continha glucana (35,1%), xilana (19,7%), e lignina (18,4%) e o sorgo biomassa Palo
Alto que apresentou valores de glucana (28,3%), xilana (13,7%), e lignina
(20,3%).0s valores obtidos na analise estdo, de um modo geral, dentro da faixa de
valores encontrados na literatura.

De acordo com Goshadrou, Karimi e Taherzadeh, (2011), avaliando a
composi¢cdo de sorgo sacarino encontrou como principais componentes glucana
(41,3%), xilana (17,9%), e lignina (18,2%). Resultados semelhantes foram relatados
por Gyalay-Korpos, Feczdk e Réczey (2008), que avaliaram a composicdo do
bagaco de sorgo moido, que resultou em 41,3% glucana, que pode ser considerada
como conteudo de celulose, 17,41% xilana e 17,62% lignina, em peso seco.

A composicdo dos bagacos in natura de sorgo Malibu A1001 e sorgo
biomassa Palo Alto indicaram que tanto o contetdo de carboidratos quanto de
lignina foram similares aos de outras culturas, como palha de milho, e inferiores aos
das madeiras duras e madeiras macias (Bura, Chandra e Saddler, 2009; Yang et al.,
2002). Alem disso, a xilana representou aproximadamente 90% em média de toda a
hemicelulose nos bagacos estudados, o que também é tipico de outras matérias-

primas agroindustrais e madeiras herbaceas, em comparacdo com a manose que
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predomina a fragdo hemicelulose em madeiras macias (Bura, Chandra e Saddler,
2009).

Aproximadamente 60% da matéria seca total € composta de polissacarideo,
em que a maior fracéo foi glucana no teor total de carboidratos representando 51,73,
35,1% e 28,3% para os sorgos Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto,
respectivamente. Assim, esse alto teor de glucana, assim como as hemiceluloses
poderiam estar disponivel para hidrélise e posterior fermentacao a etanol.

Os teores de cinzas neste estudo foram baixos em comparacdo com outros
residuos agricolas, como palha de arroz e milho. Um menor teor de cinzas em
material lignoceluldsico é potencialmente benéfico para hidrélise enzimética (Yu et
al., 2010).

Na analise composicional dos bagacos (Tabela 3), observa-se os genétipos
Malibu A1001 e Palo Alto, resultaram em valores mais elevados de extrativos em
relacdo ao Malibu J53. Os extrativos sdo uma mistura de diferentes componentes,
incluindo resinas, proteinas, fitoesterdis, gorduras, ceras, sais € um nuamero de
hidrocarbonetos nédo volateis disponiveis em pequenas porcdes. Quando
disponiveis, os acUcares livres também estdo envolvidos como extrativos. Estes
extrativos interferem na andlise de alguns componentes, particularmente a lignina.
Assim, em materiais com alto teor de extrativos, estes componentes devem ser
primeiramente extraidos (Karimi e Taherzadeh, 2016).

As diferencas composicionais encontradas nos diferentes estudos para uma
mesma biomassa, podem ocorrer devido a diferencas no clima, nas condi¢cdes de
cultivo e colheita, bem como variagbes sazonais, infeccao e pragas, entre outros.

A escolha da biomassa depende da disponibilidade, rendimento por hectare,
bem como preco de mercado e decisdes politicas (Bondesson, Galbe e Zacchi,
2013). A composicao das principais macromoléculas difere dependendo do tipo de
biomassa, 0 que afeta a escolha dos processos.

Para a producédo de etanol 2G, uma das etapas principais é se conhecer a
composicdo da matéria-prima utilizada, que norteara as demais etapas do processo,
como o pré-tratamento ideal e o tipo de hidrolise. Quando se avalia a composicao,

torna-se evidente que existem aspectos particulares que devem ser levados em
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consideracdo, por estarem relacionados a Vviabilidade técnica, aos balangos
energeéticos e a economicidade do bioprocesso em desenvolvimento.

Neste estudo, a matéria-prima escolhida foi o bagaco de sorgo sacarino por
ser matéria-prima rica em acucares nos colmos, e 0 sorgo biomassa ter um grande
potencial como cultura energética, principalmente no clima tropical brasileiro. O
bagaco de sorgo que sobra apds a extracdo do caldo, geralmente é utilizado para
racdo animal, adubacdo organica e cogeracdo de energia e recentemente este
bagaco esta sendo estudado para producéo de etanol de segunda geracéo (Shen et
al., 2011).

4.3. Pré-tratamento de exploséo a vapor catalisado por acido

O pré-tratamento a vapor de bagaco de sorgo catalisado com &cido sulfarico
foi realizado a 190°C durante 5 minutos. O teor de soélidos insoltveis em agua (WIS)
dos materiais pré-tratados foi de 12,7%, 10,8% e 8,2% para os genoétipos Malibu
J53, Malibu A1001 e Palo Alto, respectivamente e a recuperacédo do WIS na fracao
sélida foi de 72,37% para o Malibu J53, 69,22% para o Malibu A1001 e 52,4% para o
Palo Alto (Tabela 4). Freita (2016) com ensaios de pré-tratamento de bagaco de
sorgo, nas condi¢des de 140 °C, 20 min e 0,5% (v/v) de &cido sulfarico obteve para o
genadtipo BD7605 um rendimento massico de 74%, 52,69% para o gendtipo BRS610
e 41,21% para o gendtipo BRS508. Shen et al (2011) avaliando bagacos de sorgo
pré-tratados com explosao a vapor catalisado por SO,, obeteve uma recuperacéo de
sélidos com variagcdo de 48,6% a 64,5%. Barcelos (2012) estudando o pré-
tratamento de bagaco de sorgo sacarino com acido diluido (relacdo sélido/liquido
0,25 g/mL, concentracao de 0,9 % v/v de acido sulftrico e tempo de exposi¢céo de 40
minuto) obteve um rendimento massico de 66,2%.

Tabela 4. Rendimento massico das biomassas e recuperacdo dos acgUcares dos
genotipos de sorgo apés etapa de pré-tratamento para bagacos dos genoétipos
Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto.

Gendétipos Fracdo Sélida Glucana Xilana
Recuperavel (%) Recuperavel Recuperavel
(%) (%)
Sorgo sacarino Malibu J53 72,37% 75,7 79,6
Sorgo sacarino Malibu 69,22% 74,3 67,8

A1001
Sorgo biomassa Palo Alto 52,4% 62,7 67,4
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A méxima recuperacdo da glucana ocorreu no gendtipo Malibu J53 pré-
tratado, com valor 75,7%. A xilana recuperavel também foi maior no genétipo Malibu
J53. E possivel observar que nos bagacos dos genétipos de sorgo avaliados neste
estudo, o Malibu J53 apresentou maiores concentracdes de acucares, seguido pelo
Malibu A1001 e Palo Alto, o que mostra que diferentes genoétipos de sorgo
apresentam caracteristicas estruturais bastante distintas.

Os resultados da composicdo quimica dos bagacos de sorgo sacarino e
biomassa pré-tratados estdo apresentados na Tabela 5. Para o teor de cinzas do
bagaco de sorgo, observou-se resultados baixos, valores similares foram
observados por Oliveira et al. (2009) que obteve valor de 1,6% de cinzas no bagaco
de sorgo nao lavado. Batista (2016) indicam teores mais elevados de cinzas para o
sorgo sacarino (6,3%) e menores para a biomassa (5,1%) diferentemente do que foi
observado neste estudo. Entretanto, sabe-se que o teor de cinzas esta relacionado a
condi¢cdes de colheita do material, variando consideravelmente ao longo da safra.
Além disso, varia em funcéo do genotipo, idade e ambiente de producéo.

O teor de lignina no bagaco do sorgo biomassa foi maior do que nos demais
gendtipos que apresentaram valores similares, podemos atribuir esses resultados
devido a caracteristica do genétipo Palo Alto em possuir mais fibras em relagcédo a
guantidade de caldo nos colmos. Em relacdo ao bagaco in natura quando se
realizou o pré-tratamento, constatou-se que os teores de lignina foram superiores
para todos os gendtipos avaliados. Os resultados determinados neste estudo foram
superiores que os obtidos por Batista (2016) que encontrou valores da ordem de
7,3% para 0s genotipos sacarino e energia.

Os resultados da composicao quimica dos bagacos pré-tratados (Tabela 5)
indicam que houve reducdo na porcentagem de hemiceluloses quando comparados
aos bagacos in natura, e aumentos da fracdo de celuloses. Isso demonstra que o
pré-tratamento a vapor, nas condi¢cdes avaliadas foi efetivo no aumento da
disponibilidade aos acucares. Devido a estrutura complexa e recalcitrante da
biomassa lignocelulésica, o pré-tratamento é necesséario para melhorar a utilizagéo
das diferentes macromoléculas. A estrutura, o tamanho e a composicédo quimica dos
componentes da biomassa sao alterados pelo pré-tratamento, tornando-os mais

acessiveis.
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Tabela 5. Composicdo quimica dos bagacos de sorgo pré-tratado por explosédo a
vapor catalisado por acido para os genétipos de sorgo sacarino Malibu J53 e Malibu
A1001, e sorgo biomassa Palo Alto

(%) Malibu J53 Malibu 1001 Palo Alto
Cinzas 1,3 0,09 1,8
Lignina total 32,5 35,1 39,9
Celulose 52,3 48,2 43,8
Hemicelulose 10,4 9,2 8,7
Total 96,5 92,5 94,2

4.4. Hidrélise Enzimética

A hidrélise enzimética dos slurries (material apdés pré-tratamento) dos
genadtipos Malibu J53, Malibu A1001 e Palo Alto foram realizadas a 12,7%, 10,8% e
8,2% de WIS respectivamente, para fornecer o licor hidrolisado para as
fermentacdes. A hidrélise enzimatica foi realizada utilizando preparacdes de enzimas
Cellic CTec2 (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) com carga enzimatica de 15
unidades de papel de filtro (FPU). As concentracdes finais de glicose e xilose para o
gendtipo Malibu foram de 86,6 gL™ e 44,1 gL™, respectivamente, e foram alcancadas
apos 72h, valores estes correspondentes a 72% e 77% do rendimento tedérico. Para
0 gendtipo Malibu A1001, ao final de 72 horas, as concentracdes de glicose e xilose
foram de 59,4 gL™ e 32 gL™, respectivamente, com valores de rendimento teérico de
68% e 42%. Concentracbes de 30,7 gL™ de glicose, e 41,9 gL de xilose foram
alcancadas ap06s a hidrélise do gendtipo Palo Alto, sendo estas concentracfes
correspondente a 75% e 64% de rendimento de rendimento tedrico. Uma vez que os
acucares hemicelulésicos sao liberados principalmente durante o pré-tratamento a
vapor, a concentracdo de xilose aumentou ligeiramente durante a hidrélise para
todos os gendtipos nesta pesquisa.

Ao final da hidrdlise enzimatica o licor de sorgo sacarino Malibu J53, rendeu
valores de aclcares de: 86 g L ™ de glicose, 44 g L ™ de xilose, 1,53g L™ de manose,
1,369 L™ galactose, 7,956 g L™ arabinose, valores estes superiores em relacdo aos

demais gendtipos e devido a isso este gendtipo foi escolhido para ser utilizado no



51

processo fermentativo. Os demais gendétipos de sorgo ndo foram utilizados para as

fermentacdes.

4.5. Testes fermentativos para avaliacdo dos meios de cultivo

Para avaliar o melhor meio de cultivo, visando a adaptacédo das leveduras ao
componentes presentes nos hidrolisados e consequentemente um melhor
rendimento fermentativo, foram realizados testes fermentativos com 50 mL de
hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino durante 120 horas, com as leveduras P.
membranifaciens LJ04 e P. kudriavizevii LJO3, nas temperaturas de 37°C e 40°C,
provenientes dos meios de cultivo 1(0% de hidrolisado), meio 2 (33% de hidrolisado)
e meio 3 (50% hidrolisado).

Para a producdo de etanol, a levedura P. membranifaciens LJO4 quando
avaliada na temperatura de 37°C (Figura 7), apresentou menores teores de etanol
em gL™ quando cultivada no meio 1, cujo maior valor, de 36,6g L™, que ocorreu no
tempo de 120 horas de fermentacdo, com um rendimento de 55,5%. Quando
cultivada no meio 2, a levedura P. membranifaciens LJO4 resultou em valores
maiores, com picos de 40,5 gL™, 41,3 gL e 41,9 gL™, nos tempos 5, 8 e 12 horas de
fermentacdo respectivamente, demonstrando uma producédo de etanol mais rapida
do que quando cultivada nos outros meios, o0 rendimento para a fermentacdo do
meio de cultivo 2 foi de 66,3%. Quando adaptada no meio 3, a levedura P.
membranifaciens LJ04 apresentou maior producdo apés 24 horas de fermentacéo,
sendo o maior teor de etanol produzido no tempo de 48 horas, com valor de 37,9 gL

1 e rendimento de 57,1%.
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Figura 7. Producdo de etanol por P. membranifaciens em temperatura de 37°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo durante 120 horas de fermentagcdo em hidrolisado de bagacgo de
sorgo sacarino.

*As barras de erros representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Para a avaliacdo da producéo de etanol da levedura P. kudriavzevii LJO3, na
temperatura de 37°C (Figura 8), nos 3 diferentes meios de cultivos, observa-se que o0
meio de cultivo 1, foi o que resultou em menores concentracdes de etanol, sendo
gue os picos de producéo ocorreram em 72 e 96 horas de fermentacdo, com valores
de 16,4 gL™e 19,6gL™ respectivamente, o rendimento teérico de etanol para este
meio foi de 29,7%. O meio 2 foi 0 que apresentou maiores teores de etanol em gL,
0S maiores valores ocorreram a partir das 24 horas de fermentacdo, sendo que em
72 horas de fermentacéo resultou em 39,1 gL™, com um rendimento de 58,9%. O

rendimento fermentativo para o meio 3 foi de 57,7%.
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Figura 8. Producao de etanol por P. kudriavzevii em temperatura de 37°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

As Figuras 9 e 10, sao resultados da fermentacdo quanto a glicose residual
disponivel. Na figura 9, observamos os resultados do comportamento da levedura P.
membranifaciens LJ04 na temperatura de 37°C, nos 3 meios de cultivo, ao longo de
120 horas de fermentacdo em relacdo a glicose. A levedura avaliada nestas
condi¢cbes foi efetiva para o consumo de glicose nos trés meios de cultivo, pois
consumiu quase toda a glicose disponivel. No meio de cultivo 1, a levedura
consumiu a maior parte da glicose apds 24 horas de fermentacdo, sendo que ao
final desta apenas 2,31 gL™ ndo foram consumidas pelas leveduras, 97,3% de toda
a glicose disponivel para a fermentagdo foi consumida. Na fermentacdo do
hidrolisado, nos meios de cultivo 2 e 3, os maiores consumos de glicose ocorreram
apos 12 horas de fermentacédo, sendo que ap6s 24 horas quase toda a glicose ja
havia sido consumida em ambos os meios, resultando em 97,7% e 97,1% de
consumo para 0s meios 2 e 3 respectivamente durante toda a fermentacao.
Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Moutta (2009), onde em
fermentacdes de hidrolisado de palha de cana-de-agucar utilizando-se uma cepa de

Pichia stipitis, a glicose ja havia sido completamente consumida em 15 horas.
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Figura 9. Consumo de glicose por P. membranifaciens em temperatura de 37°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo durante 120 horas de fermentag&o em hidrolisado de bagago
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Na Figura 10, avaliamos o comportamento fermentativo da levedura P.
kudriavzevii LJO3 na temperatura de 37°C, cultivada em 3 meios de cultivos
diferentes, em relagcdo ao consumo de glicose. Pode-se observar que as leveduras
gue foram cultivadas e adaptadas no meio 1, resultaram em valores menores de
consumo de glicose, sendo que no tempo de 120 horas 38,5 gL™de glicose no
foram consumidas, ou seja 55,4% deste acucar foi consumido.

Para as leveduras que foram adaptadas nos meios 2 e 3, 0 consumo de
glicose foi maior do que em relacdo meio 1. As leveduras adaptadas no meio 2, apés
48 horas ja haviam consumido metade da glicose disponivel na fermentacao, e apos
72 horas as leveduras consumiram quase toda a glicose, com a concentracao
proxima a zero apos este tempo de fermentacdo, o consumo total foi de 98,8%. As
leveduras adaptadas no meio 3, também consumiram toda a glicose disponivel ap6s
72 horas de fermentacéo (97,7%), resultando em uma sobra de apenas 1,9 gL™ ap6s

120 horas de fermentacéao.
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Figura 10. Consumo de glicose por P. kudriavzevii em temperatura de 37°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de
sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Nas Figuras 11 e 12, estdo representados o comportamento das leveduras
em relacdo ao consumo de xilose na fermentacao do hidrolisado de sorgo sacarino
na temperatura de 37°C que foram cultivadas em trés meios adaptativos. A levedura
P. membranifaciens LJ04 (Figura 11), quando fermentada em temperatura de 37°C,
nao resultou em diferencas em relacdo aos meios em que foram adaptadas. Ao
longo das 120 horas de fermentacdo, o consumo de xilose foi baixo, quando
comparado ao consumo de glicose, porém pode-se observar que houve consumo de
xilose principalmente a partir das 24 horas apos fermentacdo nos trés meios de
cultivo. Ao final das 120 horas, a concentracao de xilose disponivel no meio foi de
29,0 gL™, 26 gL-* e 30,1 gL-*, nos meios 1, 2 e 3, respectivamente, sendo estes
valores correspondentes a 59,5%, 57,0% e 59,7% da xilose consumida na

fermentacao para os respectivos meios.
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Figura 11. Consumo de xilose por P. membranifaciens em temperatura de 37°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo durante 120 horas de fermentagdo em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

A levedura P. kudriavzevii LJO3 (Figura 12), quando fermentada em
temperatura de 37°C, assimilou de forma lenta a xilose. Ao longo das 120 horas de
fermentacao, para os trés meios avaliados, a xilose néo foi totalmente consumida,
sendo que a concentracdo de xilose residual foi de 27,5 gL™, 23,58 g* e 28,43 g™,
nos meios 1,2 e 3 respectivamente. As quantidades de xilose consumidas
corresponderam a 62,5%, 53,6% e 64,5% para os meios 1, 2 e 3 respectivamente.

Segundo Martini et al. 2016, mostraram que houve consumo quase total da
xilose em 96 horas de cultivo da levedura Meyerozyma guilliermondi no hidrolisado
detoxificado adicionado de extrato de levedura. Nos estudos de Gong et al. (1999)
foi demostrado que ocorre uma assimilacao preferencial de glicose em relacdo a
pentoses e concluiram que o comportamento de leveduras cultivadas em mistura de
acucares, hexoses e pentoses, apresenta uma inibicAo ou retardamento da
utilizacado de xilose pela presenca de glicose no meio, este mesmo fato pode ser
observado neste estudo visto que para as leveduras avaliadas, o maior consumo de
xilose ocorre apds 24 horas de fermentacdo, mesmo periodo em que a maior parte

da glicose ja havia sido consumida.
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Figura 12. Consumo de xilose por P. kudriavzevii em temperatura de 37°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de
sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Hahn-Hagerdal et al. (1991) reportaram que concentra¢gdes acima de 2 % de
glicose, mesmo em espécies que possuem afinidade no transporte de pentoses,
como P. stipitis, sdo capazes de reprimir a absorcao de xilose.

As leveduras P. membranifaciens LJ04 e P. kudriavzevii LJ03 também foram
avaliadas em meios de adaptacéo, na temperatura de 40°C, quanto a producéo de
etanol e consumo de aclcares em fermentacdo de hidrolisado de sorgo sacarino,
em 120 horas de fermentacao.

A Figura 13 apresenta os resultados da producgéo de etanol da levedura P.
membranifaciens LJ04. Observa-se que, no meio de cultivo 1, as maiores
concentragfes de etanol ocorreram apos 24 horas de fermentacédo, sendo que em
48 horas de fermentacdo houve um pico de producdo de 40, 8 gL™ de etanol, e o
rendimento fermentativo foi de 61,6%.

Os meios 2 e 3 resultaram em valores significativamente maiores de etanol,
em relacdo ao meio 1. No meio 2, apés 5 horas de fermentacdo grandes
concentracdes de etanol foram produzidas, sendo que em 48 horas de fermentagéao

a concentracdo de etanol atingiu um valor maximo de 49,4 gL-1, o rendimento deste
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meio foi de 74,5%. No meio 3, ap0s 12 horas de fermentacdo a levedura produziu
concentracOes crescentes de etanol, sendo que a maior concentracéo foi de 47,75
gL-1 em 48 horas de fermentacao, o rendimento deste meio foi de 72,0%.
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Figura 13. Producéo de etanol por P. membranifaciens em temperatura de 40°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentac&o em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Na Figura 14, a producdo de etanol pela levedura P. kudriavzevii LJO3 foi
avaliada na temperatura de 40°C. Pode-se observar que maiores concentragcdes de
etanol ocorreram na faixa de 48 a 120 horas de fermentacdo para todos os meios
avaliados. Os meios 1 e 2 resultaram em concentracdes de etanol maiores em
relacdo ao meio 3.

No meio de cultivo 1, a maior concentracédo de etanol produzida foi de 33,95
gL™, no tempo de 120 horas, com rendimento fermentativo de 51,2%. J& para o meio
2, a maior concentracdo de etanol foi de 37,53 gL, produzida apdés 72 horas de
fermentacdo e o rendimento de 56,5%. No meio 3, a maior concentragdo de etanol
foi de 27,6 gL-1, produzida em 96 horas de fermentacédo, o rendimento fermentativo

para este meio foi de 41,6%.
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Figura 14. Producéo de etanol por P. kudriavizevii em temperatura de 40°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de
sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

O controle da temperatura durante os processos fermentativos possui grande
importancia, pois valores acima de 35°C podem ocasionar prejuizos as leveduras,
causar a evaporacdo do etanol produzido e fornecer condi¢cdes Otimas para a
propagacdo de bactérias (Cardoso, 2006). Muitas cepas de P. kudriavzevii
produziram etanol e cresceram a 41 °C, enquanto algumas cepas cresceram a uma
temperatura superior a 41 °C e até 43 °C (Isono et al., 2012). Comparado com S.
cerevisiae, uma boa espécie de levedura produtora de etanol que apresenta alta
tolerdncia ao etanol (Chi e Arnebory 2000), P. kudriavzevii apresenta maior
termotolerancia que a maioria das cepas de S. cerevisiae (Edgardo et al. 2008; Sree
et al. 2000), o mesmo pode ser observado nos resultados desta pesquisa, pois as
leveduras isoladas P. kudriavizevii LJ0O3 e P. membranifaciens LJ04 apresentaram
capacidade termotolerante, pois fermentaram em temperatura de 37°C e 40°C.

Ambas as leveduras avaliadas neste estudo resultaram em bons rendimentos
fermentativos de etanol, mesmo estas sendo testadas em temperaturas
consideradas mais altas do que as temperaturas de fermentagcbes convencionais.

Koutinas et al. (2016) avaliando a fermentagcdo em diferentes temperaturas com a
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levedura P. kudriavzevii, encontrou valores superiores de rendimento fermentativo. A
concentracéo de etanol atingida foi de 54 g L a 42° C e atingiu 39 e 40 g L a 37°
e 40° C, respectivamente, porém estas foram avaliadas em condic¢des diferentes do
presente estudo.

Quanto ao consumo de glicose (Figura 15), a levedura P. membranifaciens
LJO4, avaliada em temperatura de 40°C, consumiu quase toda a glicose disponivel
no meio ao longo de 120 horas de fermentacdo. O maior consumo de glicose, para
as leveduras adaptadas no meio 1, ocorreu apos 24 horas de fermentacdo, e em
120 horas de fermentacao a concentragao de glicose residual no meio foi de 2,63 gL”
' 97,0% de toda a glicose foi consumida. O meio 2, foi o que as leveduras
consumiram de forma mais rapida a glicose do meio, sendo que apds 5 horas de
fermentacdo havia uma concentracdo de 3,33 gL™ de glicose disponivel no meio, e
em 120 horas a concentracao residual foi 1,97 gL™ (97,7% consumida). No meio 3,
apos 24 horas de fermentacdo quase toda a glicose havia sido consumida, sendo
que ao final de 120 horas de fermentacdo, 2,43 gL™ de glicose ndo foram

consumidas, ou seja 97,3% deste aclcar foi consumido.
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Figura 15. Consumo de glicose por P. membranifaciens em temperatura de 40°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentacéo em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.
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Na Figura 16 o comportamento da levedura P. kudriavzevii LJO3 foi avaliado
em relacdo ao consumo de glicose na temperatura de 40°C. O melhor meio de
adaptacao para esta levedura em relacédo ao consumo de glicose foi o meio 2, que
apos 24 horas consumiu 97,5% de toda glicose disponivel, sendo que ao final de
120 horas de fermentacao, apenas 2,22 gL™ de glicose n&o foi consumida. No meio
1, apdés 24 horas de fermentacdo, metade de toda a glicose disponibilizada foi
consumida, porém a concentracao de glicose disponivel ao final de 120 horas foi de
12,63 gL™ ' ou seja 85,4% foi consumida. O meio de adaptacdo 3 foi menos efetivo
para a levedura, pois a levedura foi incapaz de consumir toda a glicose, ap6s 120
horas de fermentacéo, uma concentracéo de 18,86 gL™ ainda estava disponivel no

meio, 0 consumo total para este acucar foi de 78,1%.
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Figura 16. Consumo de glicose por P. kudriavzevii em temperatura de 40°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.
*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

As Figuras 17 e 18 representam o comportamento das leveduras quanto ao
consumo de xilose, em temperatura de 40°C.

No meio de adaptacéo 1 (Figura 17), o consumo de xilose foi lento, sendo que
apos 48 horas se observou uma maior assimilacdo deste acucar. Ao final de 120
horas, 26,65 gL ainda estavam disponiveis no meio, ou seja 42,9,0% foi

consumida.
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No meio de cultivo 2, a maior assimilacéo de xilose aconteceu apos 24 horas
de fermentacdo. A concentracdo residual de xilose foi de 22, 9 gL™ ao final de 120
horas de fermentacédo, sendo 47,7% consumida. No meio 3, ap0s 24 horas de
fermentacdo houve maior assimilacdo da xilose, porém ao final de 120 horas de
fermentacdo, 24,33 gL™ n&o foram consumidas, sendo o consumo total de 44,7%.
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Figura 17. Consumo de xilose por P. membranifaciens em temperatura de 40°C adaptadas
em diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentac&o em hidrolisado de bagaco
de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados do consumo de xilose ao
longo das 120 horas de fermentacdo em 40°C pela levedura P. kudriavzevii LJ03. O
maior consumo deste acucar ocorreu para a levedura proveniente do meio 2, que foi
capaz de consumir 92,9% de xilose, sendo esta a levedura e a condicdo onde o
maior consumo de xilose foi encontrado para este estudo, isto pode estar
correlacionado com indisponibilidade de glicose a partir das 24 horas de
fermentacdo, o que fez com que a levedura passasse a consumir e fermentar a
xilose disponivel. Para os meios 1 e 3 o consumo de xilose foi de 42% e 38%

respectivamente.



63

Meio de cultivo 1 (0% Hidrolisado)
@ Meio de cultivo 2 (33% Hidrolisado)
[ Meio de cultivo 3 (50% Hidrolisado)

Xilose gLt
N
(0}

0 1 3 5 8 12 24 48 72 96 120
Tempo (horas)

Figura 18. Consumo de xilose por P. kudriavzevii em temperatura de 40°C adaptadas em
diferentes meios de cultivo, durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de
sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Algumas linhagens de leveduras termotolerantes e produtoras de etanol foram
isoladas e modificadas para a producdo de etanol a partir da biomassa
lignocelulésicas. Segundo Watanabe et al. 2009, Candida glabrata é uma candidata
promissora para o desenvolvimento do processo de SSF, ja que esta levedura é
tolerante tanto a alta temperatura quanto a alta concentracdo de acidos, juntamente
com uma capacidade superior de producdo de etanol. Kluyveromyces marxianus
também é promissora na producédo de etanol a temperaturas mais elevadas. Muitas
cepas de K. marxianus crescem bem a temperaturas tdo altas quanto 45-52 °C e
pode eficientemente produzir etanol a temperaturas que variam de 38 a 45 °C. Além
disso, K. marxianus oferece outras vantagens como alta taxa de crescimento e a
capacidade de utilizar uma ampla gama de aclUcares como substratos (por exemplo,
galactose, arabinose, xilose e manose) a niveis elevados de temperaturas (Fonseca
et al.,2008). K. marxianus DMKU 3-1042 foi obtido por isolamento e selecdo na
producdo de etanol a alta temperatura a partir de caldo de cana a 40 e 45 °C
(Limtong et al. 2007a), e teve a capacidade de crescer e fermentar etanol a partir de

hexoses e pentoses a 40°C (Rodrussamee et al. 2011). Brooks (2008) isolou S.
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cerevisiae R-8 de casca de banana madura para produzir etanol e mostrou que era
uma cepa de levedura floculante que pode tolerar de 4,7-9,4% (v/v) de etanol e é
capaz de fermentar etanol a 37- 42°C. Kumar et al. (2009) relataram o isolamento de
Kluyveromyces sp. IIPE453 do solo que poderia fermentar 20% de glicose em 48 h a
50° C e produzir uma concentracdo maxima de etanol de 8,2 + 0,5% (p / v). Kwon et
al. (2011) isolaram e selecionaram Issatchenkia orientalis (P. kudriavzevii) que foi
capaz de produzir etanol com rendimentos teoricos de 85 e 47% a 42 e 45°C,
respectivamente.

As leveduras P. kudriavzevii LJ03 e P. Membranifaciens LJ04 avaliadas nesta
pesquisa, sdo candidatas promissoras para fermentacbes com temperaturas de
acima de 37°C, além de mostrarem-se aptas a serem utilizadas em fermentacdes
com pentoses e hexoses.

Ressalta-se que nos testes de fermentagdo, os resultados de consumo de
arabinose foram inexpressivos neste estudo, e devido a isto estes ndo estao
apresentados graficamente. Em relacdo a producdo de xilitol, em ambas as
leveduras avaliadas, ndo houveram resultados detectaveis para a producdo deste
composto.

A Tabela 6, apresenta os resultados de rendimento metabdlico tedrico para as
leveduras e os meio avaliados neste estudo.

Em relacdo ao rendimento metabdlico tedrico, ou seja, o quanto as leveduras
foram capazes de metabolizar os aglcares, podemos observar que no meio 1 a
levedura P.membranifaciens, tanto nas temperaturas de 37°C quanto em 40°C, foi a
que apresentou maiores rendimentos metabdlico teérico em comparagdo com as
demais leveduras. Para o0 meio 2 a levedura com maior rendimento tedrico foi a
P.membranifaciens fermentada em temperatura de 40°C , 0 mesmo para 0 meio 3,
cuja a levedura P.membranifaciens atingiu valores de 90% do rendimento.

Avaliando os meios por leveduras, podemos observar que para a levedura P.
Kudriavzevii em temperatura de 37°C, os melhores meios de adaptacdo foram os
meios 2 e 3, que nao diferiram estatisticamente entre si. Para a P. Kudriavzevii 40°C
o melhor meio de adaptacdo foram os meios 2, que resultou em valores de
rendimentos estatisticamente superiores aos meio 2 e 3. Para a levedura

P.membranifaciens 37°C o meio 2 foi 0 meio cuja a levedura apresentou os maiores
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rendimentos metabolicos tedrico. Para esta mesma levedura quando fermentada em
40°C, os meios 2 e 3 resultaram em valores de rendimentos metabdlicos superiores
a 90%.

Tabela 6. Resultados da analise de variancia e comparacao de médias pelo teste de
Tukey para rendimento metabdlico tedrico para as leveduras P. kudriavzevii e P.
membranifaciens fermentadas em licor hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino nas
temperaturas de 37°C e 40°C.

Rendimento Metabdlico

Tedrico

Meio 1 Meio 2 Meio 3
P. kudriavzevii - 37°C 50%Cb 72%Ca 75%Ba
P. membranifaciens - 72%Ab 81%Ba 76%Bb
37°C
P. kudriavzevii - 40°C 64%Bb 84%Ba 60%Cb
P. membranifaciens -40°C  79%Ab 92%Aa 90%Aa
Teste F 3,76* 4,93* 5,98*
DMS 0,04 0,05 0,08
CV 0,8 0,9 0,4

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns - ndo significativo (p>=0,05). Letras
mailsculas comparam médias na coluna, Letras minidsculas comparam as medias na linha. Médias
seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. D.M.S =
Desvio Minimo Significativo. C.V = Coeficiente de Variag&o.

De acordo com estes resultados, para a fermentacdo em maior escala
(biorreatores de 2L), a melhor condicdo de adaptacdo para as leveduras escolhida
foi a do meio de cultivo 2 que continha 33% de hidrolisado durante a propagacao da

levedura.

4.6. Fermentacao em biorreatores

A partir dos resultados dos testes fermentativos, as melhores condi¢cdes de
adaptacdo foram escolhidas de acordo com a maior producdo de etanol, maior
consumo de acgucares e rendimento fermentativo, para a realizacdo da fermentacao
em biorreatores de 2L. A melhor condi¢cdo de cultivo, de acordo com os resultados,
foi o meio de cultivo 2, que era composto de 33% total do volume de hidrolisado, que
rendeu maiores teores de etanol, e também foi a condicdo em que as leveduras
assimilaram mais eficientemente os agucares.

No processo de fermentacdo nos biorreatores, as leveduras P.
membranifaciens LJ04 e P. kudriavzevii LJO3 foram avaliadas duas temperaturas,
37°C e 40°C, para se testar qual a temperatura 6tima de fermentacdo para estas

estirpes. Em relagéo a producdo de etanol g L ™ (Figura 19), todas as leveduras
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tiveram uma concentracdo crescente ao longo das 96 horas de fermentacdo. A
levedura P. membranifaciens (37°C) foi a que atingiu maiores valores de etanol, 26,5
g L % sendo o pico maximo de producdo as 96 horas de fermentagdo, com
rendimento de 40%. Com 40°C de fermentacdo, a levedura P. membranifaciens
LJO4 obteve resultados de producéo de etanol, de 25,4 g L ', com rendimento de
38,4%, apds 96 horas de fermentacdo, ndo apresentando diferencas em relacdo a
temperatura para esta levedura. A levedura P. kudriavzevii na temperatura de 37°C
atingiu os maiores valores de concentracdo de etanol na faixa de 24 a 96 horas de
fermentacdo, sendo que a concentragdo méxima de etanol foi as 48 horas de
fermentacdo, com valor de 19,6 g L ! e rendimento de 26,5%. Na temperatura de
40°C, a levedura P. kudriavzevii apresentou as maiores concentragcdes de etanol a
partir de 24 horas de fermentacdo, a maior concentracdo foi de 20,3 g L * em 72
horas de fermentacao e rendimento de 30%.
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Figura 19. Produgéo de etanol por P. membranifaciens e P. kudriavzevii em temperaturas
37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120 horas de fermentacdo em
hidrolisado de bagago de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Segundo Koutinas et al. 2015 avaliando a fermentagcdo em diferentes
temperaturas com a levedura P. kudriavizevii, encontrou concentracdes de etanol de
54 g Lta 42°C e atingiu 39 e 40 g L™ a 37° e 40° C, respectivamente. Freita (2017)

avaliando a fermentacdo com P. kudriavizevii LJO3, observou que a producdo de
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etanol a partir de hidrolisado de gendtipos de sorgo, foi crescente a partir de 12
horas de fermentacdo com producéo 42 g L™, com 12 horas de fermentacéo.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que os rendimentos tedricos de
etanol nas fermentacdes foram menores do que em relacdo aos testes fermentativos
em fracos com 50 mL de licor hidrolisado de sorgo, isto mostra que para se trabalhar
em escalas maiores, talvez outras condicbes devam ser avaliadas, como a
qguantidade de levedura a ser utilizada e a alimentacdo em batelada.

Algumas cepas de Scheffersomyces parashehatae, S. illinoinensis e
Spathaspora arborariae utilizadas para a producdo de etanol celulésico em
hidrolisados sintéticos e hidrolisados hemicelulésicos de cana-de-aglcar,
apresentaram resultados diferentes ao deste estudo, demonstrando que apoés
chegar ao pico maximo de producdo de etanol as concentracfes exibiram
diminuicdo constantes, comportamento este atribuido a assimilacdo de etanol pelas
cepas devido ao rapido esgotamento de aclcar do meio durante o tempo em que 0
oxigénio estava disponivel (Cadete e Rosa, 2017).

Para que as leveduras garantam sua sobrevivéncia € necessario que realizem
a assimilacdo de uma ou mais fontes de carbono, consequentemente o0 esgotamento
de glicose em um curto periodo pode induzir & metabolizagdo de outros compostos
presentes no meio.

Temperatura elevada e altas concentracdes de etanol induzem respostas de
estresse em células de levedura, estas respondem as tensdes de calor e etanol
sintetizando proteinas de choque térmico apds exposicdo a temperaturas acima de
35°C ou niveis de etanol superiores a 4-6% (v/v) (Tikka et al., 2013).

A combinac¢do de uma temperatura de 35°C e uma concentracdo de etanol de
4% (v/v) € adequada para selecionar leveduras termotolerantes. Se uma levedura for
capaz de crescer a uma temperatura ligeiramente acima da temperatura maxima de
levedura mesofilicas, que varia de 35 a 40°C ,esta pode ser considerada
termotolerante (Piper, 1995). Muitos estudos relataram leveduras termotolerantes
crescendo em faixas de temperatura semelhantes as descritas neste estudo, como
os de Sree et al.(2000) e Choi et al. (2010), isto demostra que as leveduras P.
kudriavzevii LJO3 e P. membranifaciens LJO4 podem ser denominadas leveduras

termotolerantes.
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Altas temperaturas e altas concentracdes de etanol sdo os principais fatores
de estresse para levedura durante o processo de fermentacédo, inibindo a divisao
celular e a taxa especifica de crescimento Além disso, esses fatores afetam varios
sistemas de transporte, como 0s processos gerais de aminoacidos e absorcdo de
glicose (Techaparin, Thanonkeo e Klanrit, 2017). Os isolados de levedura obtidos
neste estudo, possuem niveis de tolerancia a alta temperatura e ao etanol. Suutari et
al. (2012) encontraram uma correlacdo negativa entre a capacidade de fermentacao
e 0 aumento da temperatura, essa correlacéo foi atribuida a mudancas na fluidez da
membrana de S. cerevisiae a altas temperaturas.

A Figura 20, apresenta os resultados em relagdo ao consumo de glicose pelas
leveduras. As leveduras estudadas consumiram guase totalmente a glicose presente
na fermentacao ao longo das 96 horas de fermentacédo. Nao houve diferencas entre
as leveduras e as temperaturas em relacdo ao consumo de glicose. Podemos
observar que a partir das 48 horas a concentracao de glicose manteve-se constante
e isto esta diretamente relacionada com a producédo de etanol, que a partir de 48
horas também ndo resultou em alteracdes significativas nas concentracfes deste
componente. Visando uma producéo industrial de etanol, a fermentacéo seria mais
rentavel e economicamente vidvel se ocorresse apenas até 48 horas de
fermentacdo, visto que ndo ha incrementos significativos nas concentracfes de
etanol apos este periodo.

O consumo de xilose (Figura 21) nao foi significativo para as leveduras
estudadas, as leveduras consumiram de forma lenta a xilose presente no
hidrolisado. Ao final das 96h de fermentacdo grande parte da xilose nao foi
metabolizada pelas leveduras, demonstrando que a levedura em sua via metabdlica
possui preferéncia e o rapido consumo de glicose primeiramente. Antunes (1997) e
Betancur (2010) relataram que o sistema de transporte para glicose € constitutivo e
indutivo para xilose, podendo acarretar repressao do consumo de xilose na presenca
de glicose. Devido a isso, observou-se neste estudo que ndo houve total
esgotamento de glicose e as menores concentracdes deste aglcar sO ocorreram

apos 48 horas, e neste periodo o consumo de xilose néo foi maior.
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Figura 20. Consumo de glicose por P. membranifaciens; P. kudriavizevii em temperaturas
37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120 horas de fermentacdo em

hidrolisado de bagago de sorgo sacarino. *As barras de erro representam os desvios dos
resultados dos experimentos em triplicadas.

Em seus estudos, Freire (2012), percebeu que a velocidade de assimilacédo
da xilose era maior na presenca de glicose, em relacdo ao consumo apresentado
somente na presenca de pentose em uma cepa de bactéria recombinante utilizada
para producao de etanol de segunda geragéao.

P. kudriavzevii ja foi relatada anteriormente para produzir etanol a partir de
caldo de cana, hidrolisado de milho e hidrolisado de mandioca ( Zhang et al., 2017),
porém para a levedura P. membranifaciens ainda ndo ha relatos na literatura da

utilizacao desta levedura em fermentacdes para a producéo de etanol.
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Figura 21. Consumo de xilose por P. membranifaciens e P. kudriavizevii em temperaturas
37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120 horas de fermentacdo em
hidrolisado de bagago de sorgo sacarino. As barras de erro representam os desvios + dos
resultados dos experimentos em triplicadas.

Na Figura 22, observamos que mesmo em baixas concentracdes, a arabinose
foi um acucar pouco utilizado pelas leveduras avaliadas neste estudo durante o
processo fermentativo, obtendo uma taxa de assimilagio média de apenas 2gL™
para todos os tratamentos. O baixo consumo desta pentose por leveduras ja foi
relatado anteriormente em licores obtidos de bagaco de cana-de-acucar (Felipe et
al., 1997; Roviero, 2016) e de bagaco de sorgo (Freita, 2017).
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Figura 22. Consumo de arabinose por P. membranifaciens; P. kudriavizevii em
temperaturas 37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120 horas de
fermentagd@o em hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino. As barras de erro representam 0s
desvios + dos resultados dos experimentos em triplicadas.

A concentragao dos inibidores tem uma forte influéncia no desempenho de
fermentacdo da levedura. Os hidrolisados lignocelulésicos contém concentracdes
variaveis de compostos inibitérios dependendo da composicdo da matéria-prima
utilizada no processo, e da severidade e tipo de pré-tratamento utilizado.

Concentragbes elevadas de furfural inibem o metabolismo oxidativo da
levedura, enquanto a concentracdo de HMF ¢é suficientemente baixa para ser
rapidamente reduzida e pode néo inibir o metabolismo celular. Da degradacao das
pentoses resulta o furfural e da degradacdo das hexoses, o inibidor produzido é o
HMF, os quais sdo muito probleméticos para a etapa de fermentacéo.

Na Figura 23, podemos observar que as concentraces de furfural presentes
nas fermentacées avaliadas ndo foram expressivas, variando de 0,1 a 0,8 gL™, e a
partir de 24 horas este componente ndo foi detectado nas fermentacbes. Este
componente é proveniente principalmente do processo de pré-tratamento, e a baixa

concentracdo nos resultados de fermentacdo indicam que o pré-tratamento de
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explosédo a vapor foi efetivo, ndo resultando na formacédo de grandes concentracdes

de inibidores.
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Figura 23. Concentracdo de furfural em fermentagdo por P. membranifaciens; P.
kudriavizevii em temperaturas 37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120
horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios * dos resultados dos experimentos em triplicadas.

Na figura 24 sao apresentados os resultados do composto inibidor HMF, nota-
se que as concentracdes deste componente foram de um modo geral baixas, sendo
que os valores néo ultrapassaram 0,7 gL™ para nenhuma das leveduras em estudo.
Este composto é formado no processo de pré-tratamento através da degradacéo das
hexoses. Observa-se que ao longo das 96 horas de fermentacédo as concentracdes
de HMF foram decrescentes para todas as leveduras, exceto para a levedura
P.kudriavzevii na temperatura de 40°C, em que as concentracbes se mantiveram
acima de 0,5gL-1 ao longo dos tempos de fermentacéo.

Para atenuar o efeito dos inibidores e melhorar a eficiéncia da fermentacéo,
estratégias que melhorem a tolerdncia natural do microrganismo estdo sendo
desenvolvidas, como os processos de detoxificacdo. Este processo, que envolve
diferentes tipos de tratamentos dos hidrolisados, é uma das técnicas utilizadas, que

demonstrou melhorar drasticamente a fermentabilidade do hidrolisado
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lignocelulésico com presenca de inibidores. Neste estudo, devido a caracteristica do
processo de pré-tratamento e hidrolise enzimatica utilizados, o licor hidrolisado néo
foi detoxificado, devido a baixa concentracéo de inibidores formados no processo de

pré-tratamento de explosao a vapor.
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Figura 24. Concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF) em fermentagdo por P.
membranifaciens; P. kudriavizevii em temperaturas 37 e 40°C fermentadas em biorreatores
de 2L durante 120 horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios + dos resultados dos experimentos em triplicadas.

A Figura 25 apresenta os resultados de producao de glicerol. Nos tratamentos
avaliados, as menores concentracdes de glicerol foram produzidas na fermentacéo
por P. kudriavzevii LJ0O3 na temperatura de 40°C, para os demais tratamentos 0s
valores foram em média de 10gL™, valores estes considerados prejudicais para as
leveduras e os rendimentos fermentativos. A producdo de glicerol € principalmente
uma resposta metabdlica das células de levedura a elevadas concentracbes de
etanol (Goshadrou, Karimi e Taherzadeh, 2011).

O glicerol € um composto secundario que se forma na mesma via do etanol e
€ inversamente proporcional a sua producao, portanto o ideal de uma fermentacéo é
a menor producdo possivel de glicerol (Amorim et al.,, 1996). Nesta pesquisa,
podemos relacionar as concentracdes elevadas de glicerol formadas as condigfes
estressantes do ambiente fermentativo, como a elevada temperatura e a alta

concentracdo de etanol. Um outro fator que pode estar relacionado a maior
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producéo de glicerol € alta concentracdo de acucar, efetuado de uma Unica vez, no
qual a levedura ndo metaboliza todo esse acucar, gerando estresse osmotico,

aumentando-se a producéo de glicerol e, diminuindo o rendimento fermentativo.
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Figura 25. Concentracdo de glicerol em fermentagdo por P. membranifaciens e P.
kudriavzevii em temperaturas 37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120
horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios dos resultados dos experimentos em triplicadas.

O &cido acético (Figura 26) € um produto formado em pequenas quantidades.
As presencas de acidos organicos, como 0 acético e latico, resultam em um
aumento no consumo de ATP pela levedura. Nessas condicdes, parte do ATP que
seria utilizado para crescimento ou fermentacéo é desviado para manutencéo de seu
pH interno (Narendranath et al., 2001).

Nas fermentacOes avaliadas, as concentracdes de &cido acético foram
elevadas, com médias gerais ao longo das 96 horas de fermentacdo de 9,4 gL™,
11,28 gL , 5,09 gL e 11,2 gL™ para P.kudriavizevii 37°C, P. membranifaciens
37°C, P.kudriavzevii 40°C e P.membranifaciens 40°C, respectivamente. A levedura
P. membranifaciens em ambas as temperaturas avaliadas, resultaram em maiores
concentracbes de acido acético, a vista desses resultados, podemos aferir, de
acordo com a literatura, que concentracdes de acido acético encontradas nos

tratamentos, podem ser indicios da utilizacdo do etanol como substrato pelas



75

leveduras, uma vez que ele é convertido em acetaldeido, que pode ser transformado

em acetato ou sofrer oxidacao e gerar acido acético (Walker, 1998).
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Figura 26. Concentragdo de &cido acético em fermentacdo por P. membranifaciens e P.
kudriavizevii em temperaturas 37°C e 40°C fermentadas em biorreatores de 2L durante 120
horas de fermentacdo em hidrolisado de bagaco de sorgo sacarino.

*As barras de erro representam os desvios * dos resultados dos experimentos em triplicadas.

As Figuras 27, 28, 29 e 30 apresentam os resultados cinéticos do consumo
dos acucares (glicose e xilose) e producdo de etanol para as leveduras
P.kudriavzevii LJ03 e P.membranifaciens LJ04 nas temperaturas de 37°C e 40°C.

Na Figura 27, observa-se que a levedura P. kudriavzevii LJ03 na temperatura
de 37°C, no inicio da fermentacédo consumiu a glicose preferencialmente, sendo que
com 48 horas de fermentacdo 86% da glicose ja havia sido consumida, mesmo
periodo em que a producdo maxima de etanol foi alcancada. A levedura consumiu
xilose, porém este consumo foi maior a partir de 48 horas, mesmo periodo em que a
glicose ja ndo estava mais disponivel no meio, e pode-se observar incrementos na
concentracdo de etanol a partir de 72 horas de fermentacdo, demonstrando que o
etanol estava sendo produzido a partir da xilose. Apenas 16,7% de toda a xilose
disponivel foi consumida ao longo das 96 horas de fermentacéao.
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Figura 27. Concentracdo de glicose (circulos), xilose (quadrados) e etanol
(triangulos) durante a fermentacdo em 37°C pela levedura P. kudriavzevii LJ03.

Na Figura 28, a cinética de consumo dos acUcares e producdo de etanol da
levedura P. membranifaciens fermentada em 37°C mostra que 79,2% de toda a
glicose disponivel foi consumida, sendo que com 24 horas de fermentacdo 65%
deste acUcar ja havia sido consumido. Comparando-se com a levedura P.kudrivzevii
fermentada em 37°C, o consumo de glicose pela P. membranifaciens foi menor,
porém ocorreu de forma mais rapida. Em relacdo ao consumo de xilose, esta
levedura foi capaz de metabolizar 24,2% de toda quantidade disponivel. O maior
consumo ocorreu a partir de 12 horas de fermentacdo, porém a partir de 48 horas
observa-se que este consumo foi estabilizado, visto que ainda existia muita glicose
disponivel no meio fermentativo. A maior concentracdo de etanol (26,6 g L™) ocorreu
em 96 horas de fermentacdo, producdo estd maior do que a observada na

fermentacdo com P. kudriavzevii LJ03a 37°C que foi de 19,6 g L™.
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Figura 28. Concentracdo de glicose (circulos), xilose (quadrados) e etanol
(triangulos) durante a fermentacdo em 37°C pela levedura P. membranifaciens.

As Figuras 29 e 30 apresentam os resultados consumo de acUcares e
producéo de etanol em fermentacao de 40°C.

A levedura P. kudriavzevii LJO3em temperatura de 40°C (Figura 29),
consumiu 85,3% de glicose durante a fermentacdo, sendo que o consumo foi
crescente a partir de 24 horas. Em relacdo a xilose, 25% deste agucar foi consumido
no periodo fermentativo avaliado, sendo que a partir de 48 horas de fermentacéo
este consumo foi crescente, demonstrando que em co-fermentacdo de aguUcares
(hexoses e pentoses) esta levedura preferencialmente consome glicose
primeiramente, e em inicia o0 consumo de xilose mais efetivamente quando este
acucar estd em maior concentracdo no meio. A maior concentracdo de etanol foi de
20,3 gL a partir de 72 horas de fermentacao, resultado do consumo de ambos 0s

acucares.
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Figura 29. Concentracdo de glicose (circulos), xilose (quadrados) e etanol
(triangulos) durante a fermentacdo em 40°C pela levedura P. kudriavzevii LJ03.

Na Figura 30, os resultados mostram que a levedura P. membranifaciens
qguando fermentada em 40°C consumiu ambos os acucares, sendo que 78,4% de
toda a glicose e 24,3% de xilose foram consumidas durante a fermentacdo. A partir
de 24 horas de fermentacéo observa-se crescente consumo da glicose e 0 consumo
de xilose inicia-se a partir de 12 horas de fermentacéo e depois estabilizado a partir
de 40 horas. A maior concentracdo de etanol foi de 25,4gL™ em 96 horas de

fermentacao.
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Figura 30. Concentracdo de glicose (circulos), xilose (quadrados) e etanol
(triangulos) durante a fermentacdo em 40°C pela levedura P. membranifaciens.
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5. CONCLUSOES

Considerando-se as condicbes em que os experimentos foram desenvolvidos
e a metodologia empregada, os resultados obtidos permitem concluir que:

As leveduras Pichia membranifaciens LJO4 e Pichia Kudriavzevii LJO3
apresentaram tolerancia aos hidrolisados de bagaco de sorgo sacarino,
caracterizando-se como eficientes fermentadoras para a produgcdo de etanol de
segunda geracao.

As leveduras apresentaram melhor propagacdo no meio enriquecido com
33% do volume de hidrolisado, com rendimentos fermentativos de 66,3% e 74,5%
para a levedura P. membranifaciens nas temperaturas de 37°C e 40°C
respectivamente, e 58,9% (37°C) e 56,5% (40°C) para a levedura P. kudriavzevii.

Dentre as temperaturas estudadas, pode-se considerar que ambas as
leveduras possuem a capacidade termotolerante de fermentacdo na faixa de 37-
40°C.

As leveduras foram eficientes no desdobramento de pentoses e hexoses,
resultando em rendimentos teérico de 40,0% (P. membranifaciens em 37°C), 38,4%
(P. membranifaciens em 40°C), 26,5% (P. kudriavzevii em 37°C) e 30% (P.
kudriavzevii em 40°C).

Os bagacos de sorgos sacarino Malibu J53 e Malibu A1001, e o sorgo
biomassa Palo Alto K1009 apresentaram composi¢des quimicas distintas sendo que
o pré-tratamento de explosdo de vapor, para as condi¢des utilizadas apresentou-se
como adequado para estes gendtipos, possibilitando a recuperacédo dos acgucares.

Para trabalhos futuros, € necessario o aprofundamento nos estudos das
leveduras P. membranifaciens LJO4 e P. kudriavzevii LJO3 para uma melhor
metabolizacdo de pentoses e maior producdo de etanol, sugerindo experimentos
com alimentacdo em batelada, processos de destoxificacdo do hidrolisado, além de

processos fermentativos com separacao dos agucares (pentoses e hexoses).
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