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RESUMO

A producdo de uma forma alternativa de combustivel que substitua os combustiveis de origem
féssil vem sendo cada vez mais estudada devido aos impactos ambientais gerados pelo seu uso
excessivo, bem como, ao esgotamento dessas fontes fosseis de energia. Portanto, o uso dos
residuos agroindustriais pode se tornar uma fonte renovavel de energia, além de diminuir
impactos ambientais. O objetivo deste trabalho foi produzir bioetanol de segunda geracdo como
alternativa aos combustiveis fosseis. Para isso, a casca de arroz foi submetida a hidrolise &cida
(fonte de carbono) para producdo dos agucares fermentesciveis a serem utilizados pelo
consorcio de leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus. Na preparagédo
dos hidrolisados foi utilizado acido sulfarico (H2SOs4), nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e
5,0% v/v nos periodos de 5, 10 e 15 minutos de aquecimento a 121°C em autoclave e 12 e 24
horas em temperatura ambiente. Ap6s foi realizada a desintoxicacdo desses hidrolisados com
carvao ativado. A hidrolise acida de 2% v/v e o tempo de aquecimento de 10 minutos
apresentaram as concentracGes de acucares redutores de 33,00 mg/mL para o hidrolisado e
30,36 mg/mL apds a desintoxicacdo. A melhor producdo de etanol com Saccharomyces
cerevisiae foi utilizando o meio sintético (20,6 mg/mL) e para a levedura Pachysolen
tannophilus a maior producdo foi de 11,67 mg/mL de meio sintético. O consorcio das duas
leveduras se mostrou eficiente com uma maior producéo de etanol chegando a 21,5 mg/mL no
meio sintético. Os meios hidrolisados e desintoxicados mostraram grande potencial para
producdo de etanol 18,65 mg/mL e 19,34 mg/mL respectivamente em consorcio, tal como a
imobilizacdo em alginato de sodio que se mostrou eficiente em melhorar o potencial da

fermentacao.

Palavras-chave: Hidroélise &cida. Consorcio. Residuos agroindustriais. Bioetanol.



ABSTRACT

The production of an alternative form of fuel that replaces fossil fuels has been increasingly
studied due to the environmental impacts generated by its excessive use, as well as the depletion
of these fossil energy sources. Therefore, the use of agro-industrial waste can become a
renewable source of energy, in addition to reducing environmental impacts. The objective of
this work was to produce second generation bioethanol as an alternative to fossil fuels. For this,
the rice husk was subjected to acid hydrolysis (carbon source) to produce fermentable sugars to
be used by the yeast consortium Saccharomyces cerevisiae and Pachysolen tannophilus. In the
preparation of the hydrolysates, sulfuric acid (H2SO4) was used, in concentrations of 1.0; 2.0;
3.0; 4.0 and 5.0% v/v in the periods of 5, 10 and 15 minutes of heating at 121°C in an autoclave
and 12 and 24 hours at room temperature. Afterwards, the detoxification of these hydrolysates
with activated carbon was carried out. The acid hydrolysis of 2% v/v and the heating time of
10 minutes showed the concentrations of reducing sugars of 33.00 mg/mL and 30.36 mg/mL
after detoxification. The best ethanol production with Saccharomyces cerevisiae was using the
synthetic medium (20.6 mg/mL) and for the yeast Pachysolen tannophilus the highest
production was 11.67 mg/mL. The intercropping of the two yeasts proved to be efficient with
a greater production of ethanol reaching 21.5 mg/mL in the synthetic medium. The hydrolyzed
and detoxified media showed great potential for ethanol production 18.65 mg/mL and 19.34
mg/mL respectively in consortium, such as immobilization in sodium alginate, which proved

to be efficient in improving the fermentation potential.

Keywords: Acid hydrolysis. Consortium. Agroindustrial waste. Bioethanol.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A preocupacdo para diminuir a emissao de gases ligados ao efeito estufa, principalmente
derivada dos automoveis, tem motivado a procura por substituintes aos combustiveis fosseis
que causem menor impacto ambiental. Devido a isto, a obtencdo de biocombustiveis a partir de
fontes alternativas tém-se tornado maior foco de estudo. Assim, sdo uma alternativa para
diminuir o uso de combustiveis derivados do petrdleo, cuja oferta e preco dependem dos
humores dos paises produtores, além de gerar varios danos ambientais.

Os biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir de matéria orgénica. A
producdo de etanol de segunda geracdo pode ser realizada utilizando residuos agroindustriais.
Varios paises consideram o uso desta biomassa uma alternativa com capacidade de elevar o
desenvolvimento econdmico, além de reduzir a emissdo de gases de efeito estufa causados uso
de combustiveis fosseis.

A pesquisa de alternativas para aumentar a producéo de biocombustiveis tem se tornado
um desafio biotecnoldgico, devido a grande quantidade de recursos disponiveis para sua
producdo, uma vez que, modelos de gestdo eficientes garantem aspectos técnicos, econémicos
e ambientais.

Dentre a producéo agricola mundial a do Brasil tem-se destacado pelo vasto territério que
utiliza e sua producgdo agricola cada vez maior. Isto gera grande quantidade de residuos que
podem ter aplicacdo na producdo, em grande escala no cenario nacional, do bioetanol de
segunda geracéo.

A producdo do bioetanol de segunda geracdo usa como matéria prima a biomassa
lignocelulésica e pode utilizar processos de origem quimica (usando acido e base), fisica ou
bioldgicos (uso de enzimas). Esses quebram a celulose e hemicelulose presente nesses residuos
liberando os aglicares comumente utilizados pelos micro-organismos para realizar 0s processos
fermentativos para producéo de etanol. Contudo, para 0 consumo destas hexoses e pentoses,
ndo existe um micro-organismo Unico que consiga utilizar esses dois tipos de acUcares
fermentéveis. Portanto, a co-cultura de micro-organismos é uma opgao que pode melhorar o
rendimento do processo fermentativo gerando maior producgéo de etanol

Dentre os micro-organismos fermentadores, a levedura Saccharomyces cerevisiae é de
maior aplicacdo por sua capacidade de consumir hexoses e é geralmente utilizada para producéo
de etanol.

A Pachysolen tannophilus foi a primeira levedura reconhecida por sua capacidade de

consumir pentoses na auséncia de hexoses e, devido a esta capacidade, ela consegue consumir
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0s acucares da biomassa que ndo foram consumidos pela S. cerevisiae durante a fermentacéo,
sem que gere competicdo pelo substrato. Assim, o processo fermentativo por co-cultura é
relevante para a utilizacdo do material lignocelulésico, ja que, beneficia o processo de obtencdo
de etanol.

A imobilizacdo celular é um processo utilizado para aumentar a produtividade dos
processos fermentativos, separando as células dos micro-organismos pelo uso de barreiras em
processos continuos de longo periodo. Nesse processo 0s micro-organismos imobilizados séo
protegidos dos efeitos adversos do meio ambiente e permite que os substratos sejam melhor
aproveitados. Essa técnica melhora a producdo e o rendimento para obtencao bioprodutos.

Dentro desse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o pré-tratamento acido de
cascas de arroz para obtencdo de agUcares fermentesciveis para serem utilizados como substrato
na producdo de etanol por culturas individuais e em co-cultura de Saccharomyces cerevisiae e

Pachysolen tannophilus imobilizadas em alginato de sédio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a producao de etanol de segunda geracéo a partir de hidrolisados lignocelulésicos
acidos de cascas de arroz, utilizados como substratos, em co-cultura de Saccharomyces

cerevisiae e Pachysolen tannophilus imobilizadas em alginato de sodio.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito da hidrolise acida nas cascas de arroz a serem utilizadas como substrato;

Estudar a producdo de etanol em hidrolisados das cascas de arroz somente por
Saccharomyces cerevisiae e somente por Pachysolen tannophilus imobilizadas em alginato de
sodio;

Estudar a producdo de etanol em hidrolisados das cascas de arroz por co-cultura de
Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus imobilizadas em alginato de sédio.

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de substrato na producdo de etanol de
segunda geracdo utilizando hidrolisados das cascas de arroz para cada levedura e para o
consorcio imobilizadas em alginato de sédio.

Utilizar os melhores parametros para producao de etanol por fermentagdo em hidrolisados

das cascas de arroz utilizando o consorcio de leveduras imobilizadas em alginato de sédio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioetanol

O Crescimento populacional, em conjunto com a industrializagdo demanda maior
quantidade de energia o que contribui para maior consumo de combustiveis fésseis, que por sua
vez, geram maior emissdo de gases de efeito estufa promovendo o aquecimento global.
Portanto, existe a necessidade de desenvolver ou aperfeicoar meétodos alternativos para
obtencdo de energia a partir de fontes alternativas, que sejam sustentaveis e renovaveis com 0
meio ambiente (DAFNOMILIS et al., 2017; KUUT et al., 2017)

O uso do etanol tem suscitado grande interesse devido a alta dos pregos e aos problemas
ambientais causados pelos combustiveis fdsseis. Trata-se de um produto renovavel com
caracteristicas combustiveis, que contribui para a reducdo do efeito estufa e diminui
substancialmente a poluicdo do ar, reduzindo os seus impactos na satde publica. Devido a alta
no preco do petréleo e preocupacdo quanto a sua escassez, estimulando assim, processos para
a substituicdo desse tipo de combustivel fossil por biocombustiveis. Esses indicadores tém
gerado muitos questionamentos e os paises tém discutido a¢fes para amenizar as consequéncias
destas problematicas. A mistura do bioetanol a gasolina, medida colocada em prética desde
1975 no Brasil, € uma das solucGes implantadas para reducdo das emissdes de chumbo
(BRINKMAN et al., 2018).

Levantamentos realizados indicam o etanol como principal biocombustivel empregado
mundialmente corresponde por 10% da energia mundial. No entanto, estimativas realizadas em
2010 indicavam que a demanda mundial do mesmo seré de 27% em 2050 (IEA, 2010).

A preocupacdo sobre a mudanca climéatica global e o aumento do preco do Oleo
combustivel tem estimulado a criacdo de politicas para obtencdo de energia renovavel. Os
biocombustiveis podem contribuir na redugéo do consumo de combustiveis fosseis. Portanto, a
producéo de etanol que é realizada a partir da fermentacao dos substratos cana de agucar e graos
de milho pela Saccharomyces cerevisiae no Brasil e nos Estados Unidos, respectivamente.
Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol com cerca de 28% (RFA,
2018). Todavia, a industria de etanol nesses paises encontra algumas instabilidades, devido ao
estresse causado ao ambiente e ao fato de que competem com areas utilizadas para a producéo
de alimentos e, em contrapartida, os biocombustiveis de segunda geracdo podem ser produzidos
de forma barata a partir de residuos industriais (MALDHURE; EHLE, 2013).
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Para que seja vantajosa a utilizacdo destes materiais de origem lignoceluldsica na
elaboracdo de bioetanol, estes devem proporcionar alta produtividade, alta concentracdo de
bioetanol durante o processo de destilacdo e reducdo na demanda de energia. Para obtencéo
deste tipo de produto, € mais utilizada a hidrdlise acida em relacdo a bésica, principalmente,
quando o material lignoceluldsico provém de palha de milho, bagaco de cana de acucar e palha
de arroz. O etanol celuldsico reduz em 85 % a emisséo de CO2 quando comparado com a queima
da gasolina, diminuindo assim a ocorréncia de chuva acida. No Brasil, 15 % dos automoveis

sdo movidos por etanol (WEI et al., 2014).

3.2 Residuos lignoceluldsicos

Os residuos lignoceluldsicos sdo gerados por varios tipos de inddstrias que utilizam
vegetais ou partes destes para elaboracdo de seus produtos, como por exemplo, papel,
alimentos, agricola, entre outras. Em geral, estes residuos contém, de celulose, hemicelulose e
lignina (MOOD et al., 2013), como mostra a Tabela 1 (KUMARI, SINGH., 2018).

Esses polimeros naturais possuem grande interesse industrial devido a sua quantidade,
sendo os mais abundantes na Terra, eles podem ser facilmente encontrados na biomassa dos
residuos gerados pela industria. O setor agricola produz grande quantidade de residuos
lignocelulosicos que sdo subutilizados ou descartados no meio ambiente, estes descartes por
sua vez geram impactos ambientais. Devido a isto, estudos estimulando avancos
biotecnologicos tem se tornado cada vez mais importantes, pelo fator econémico e para reduzir

0s impactos ambientais gerados por esses descartes no meio ambiente (BARUAH et al., 2018).
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Tabela 1. Composicéao centesimal de diferentes residuos lignoceluldsicos.

Biomassa Lignocelul6sica  Celulose % Hemicelulose % Lignina %
Espiga de milho 33,6 37,2 19,3
Semente de Algodao 80-95 5-20 0
Palha de aveia 39,4 27,1 20,7
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Haste de madeira 40-55 24-40 18-25
Folhas 15-20 80-85 0
Jornal 40-55 25-40 18-30
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Palha de cereal 39,2 26,1 21,1
Residuo de espiga de milho 37,5 30 10,3
Palha de arroz 44,3 35,5 20,4
Casca de arroz 34,4 29,3 19,2
Palha do milho 42,6 21,3 10-20
Bagaco da cana 45 20 30

Fonte: KUMARI, SINGH (2018)

O arroz teve producdo anual em 2019 de 795,9 milhdes de toneladas, sendo distribuidas
entre China (148,5 milhdes de toneladas), India (116,42 milhdes de toneladas), Indonesia (36,7
milhdes de toneladas), Bangladesh (34,91 milhdes de toneladas) e o Brasil (7,14 milhGes de
toneladas). Outro importante subproduto gerado durante o beneficiamento do grao € a casca do
arroz que gera em torno de 123 milhdes de toneladas em todo o planeta (FAQO). Portanto, estes
residuos lignoceluldsicos possuem grande potencial para producdo de bioetanol de segunda
geracdo (KARIMI et al., 2006).

Um dos métodos comumente usados para O aproveitamento destes residuos € a
incineracdo, com o objetivo de gerar energia para a propria industria, diminuindo os gastos com
energia elétrica, contudo, tal ato gera poluicao do ar e problemas a saude devido a producdo de
cinzas durante a queima. Outro destino comum da casca de arroz é o descarte em lavouras e
fundos de rios, liberando gas metano, contribuindo para o aquecimento global (DELLA et al.,
2006; FOLETTO et al., 2005).

Os materiais de origem vegetal apresentam em sua composi¢ao trés componentes basicos,
sendo eles celulose, hemicelulose e lignina. Dentre estes, a celulose tem um papel fundamental

por sua aplicacdo nas industrias de papel, téxtil, de alimentos, medicina. Contudo, apenas uma
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parte desses residuos lignocelul6sicos possuem areas para sua aplicacdo, uma vez que, para
utilizacdo da celulose destes bio-residuos é necessario remover a lignina de sua composicéo
(SEWSYNKER-SUKAI, NAOMI DAVID, GUEGUIM KANA, 2020).

Figura 1: Estrutura linear da celulose.
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Fonte: PEREZ, SAMAIN (2010)

As hemiceluloses formam complexos com D-glucose, D-galactose, D-manose, D-xilose,
L-arabinose, &cido D-glucurénico e acido 4-O-metil-glucurénico, por sua vez esses complexos
possuem estruturas mais semelhantes a celulose em relacao a lignina. As ramificagdes presentes
em sua estrutura compartilham com a celulose de forma eficaz, gerando flexibilidade e
estabilidade no agregado. Em comparacdo, as hemiceluloses possuem maior sensibilidade a
hidrdlise &cida em relacdo a celulose, tendo uma maior disponibilidade aos &cidos minerais
usualmente utilizados como catalisadores. Esta funcdo é geralmente dada pelo carater amorfo
destes polissacarideos (FENGEL, & WEGENER, 1989).

Figura 2: Estrutura linear da hemicelulose.
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Fonte: CHIARAMONTI (2007)

A estrutura quimica da lignina contém compostos fendlicos e difere muito da celulose e

da hemicelulose que contém compostos sacarideos. A lignina envolve a celulose tornando-a
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mais hidrofdébica e funciona como uma barreira para as reacdes quimicas na celulose. Por isso,
a lignina é mais limitante do que hemicelulose, por esta razdo os métodos para obtengdo de
celulose dos residuos vegetais sdo focados na retirada desta (OGEDA; PETRI, 2010).

Figura 3. Estrutura molecular da lignina
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Fonte: FERREIRA, ROCHA, SILVA (2009).

Figura 4. Estrutura simplificada da fibra vegetal de materiais lignocelulésicos.
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Fonte: TOMME; WARREN; GILKES (1995).
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3.3 Hidrolise de residuos lignocelulésicos

A molécula de celulose esta presente em maior quantidade nas paredes celulares de
plantas. A celulose se localiza na parte central da estrutura das plantas, a hemicelulose reveste
a celulose, que por sua vez, é revestida pela lignina (CASSALES et al., 2011). A hemicelulose
se encontra localizada entre a celulose e a lignina. Segundo (LIU et al., 2011) esté& constituida
principalmente por xilose e arabinose que sdo pentoses encontradas em maior quantidade, e
glicose, galactose e manose, que em sdo hexoses. Depois da glicose, a xilose é o segundo agucar
com maior presenca em materiais de origem lignoceluldsicos. Desta maneira, a quebra das
ligacdes entre os monémeros que formam estas moléculas libera glicose e xilose e maior parte
dos micro-organismos utilizam glicose e somente alguns xilose, no caso das leveduras, utilizam

esses carboidratos para produzir bioetanol entre outros.

Figura 5. Esquema de hidrdlise &cida da celulose.
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Fonte: OGEDA, PETRI (2010)

A presenca de carboidratos em residuos lignocelulésicos é fundamental para seu uso na

fermentacdo. Porém, € necessaria a hidrélise destes residuos, para que seus carboidratos
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presentes sejam transformados nos mondmeros constituintes e estes, por sua vez, sejam
utilizados como substrato por micro-organismos que possuam capacidade de realizar a
fermentacdo (SANTOS; GOUVEIA, 2009). A liberacdo dos agucares presentes nos residuos
lignocelulosicos pode ser realizada por diferentes tipos de tratamentos, tais como, quimico,
fisico, fisico-quimico e biologico. Dentre eles no tratamento quimico, destacasse a hidrélise
acida e alcalina que podem ser empregadas como pré-tratamentos separadamente ou em
conjunto (SUN et al., 2011).

O processo de hidrélise para conversacdo dos carboidratos em aclcares fermentesciveis
tem demonstrado alta eficiéncia para maioria dos materiais lignocelulésicos. Além disso, este
processo pode ser melhorado pelo tratamento da biomassa com vapor de 4gua a alta pressao e
com a adicdo de um &cido em baixas concentracdes, por exemplo, &cido sulfurico ou acido
cloridrico (ZHAO; XIA, 2010).

A hidrolise acida pode ser realizada com acidos concentrados ou diluidos. Entre os acidos
que vem sendo utilizados estdo cloridrico, fosforico e nitrico. Porém, o &cido sulfdrico possui
maior aplicacdo devido as suas propriedades caracteristicas, de quebra da lignina, realizando
hidrélise com maior eficacia (MENON; RAO, 2012).

A hidrdlise dos residuos lignocelul6sicos para liberacdo dos agucares a partir da celulose
e da hemicelulose para acdo dos micro-organismos libera também compostos que podem afetar
a fermentacdo. A quantidade de compostos e sua natureza variam de acordo com o tratamento
efetuado e a origem da biomassa, além das condicGes do processo fermentativo (CAETANO;
MADALENO, 2011). Alguns compostos formados da degradacdo dos residuos sao inibidores
da fermentacdo e sdo agrupados em duas classes diferentes: os que derivam do furano (acidos
alifaticos que possuem baixa massa molecular); e os que derivam dos compostos fendlicos.
Quando séo aplicadas elevadas temperaturas durante processo de hidrélise desses residuos, 0s
acucares produzidos sdo degradados e produzem compostos téxicos como furano, 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, derivados da degradacdo das hexoses e pentoses
respectivamente. Tais compostos inibem a atividade dos micro-organismos pelo fato de
danificar as paredes da membrana celular, que por sua vez resulta na reducédo da atividade e por

consequéncia na reducdo da producéo de etanol (OLEA et al., 2012).



Figura 6: Degradacao da biomassa lignocelulésica.
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Figura 7: Compostos toxicos liberados por diferentes tratamentos.
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Na producéo de etanol a partir de material lignoceluldsico, um dos maiores obstaculos é

a formacdo de compostos toxicos gerados apds o pré-tratamento termoquimico destes. Nesta

fase sdo liberados uma grande quantidade de mondmeros e, consequentemente formam uma

ampla quantidade de compostos toxicos, que por sua vez podem afetar de forma negativa o

comportamento dos micro-organismos durante o processo fermentativo (PARAWIRA et al.,

2011).

Figura 8. Composicao da biomassa lignoceluldsica e os principais derivados da hidrdlise.
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3.3.1.2 Furanos

Estes compostos séo gerados apds a desidratagdo dos mondmeros de agtcares derivados

da celulose e hemicelulose e sdo considerados como inibidores, sendo eles: furfural,

5-

hidroximetilfurfural (HMF) e os mondmeros fendlicos, gerados a partir da lignina, tais como

siringaldeido e vanilina; e acidos organicos, tais como acido acético, derivado de grupos acetila

da hemicelulose. Entre os inibidores destacasse o furfural, por estar presente na maioria dos

hidrolisados de origem lignocelulosica, como resultado da hidrolise acida (ALLEN et al., 2010)
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Os furanos sdo gerados, em sua maioria, em pH baixo durante o pré-tratamento
termoquimico. O pH alto geralmente propicia a degradacgéo da lignina, ocasionando a formacao
de mondmeros de lignina. Em altas concentragdes durante a fermentacdo o furfural reduz a
producdo de hidrogénio pelo seu efeito inibidor sobre as enzimas celulares
(SIVAGURUNATHAN, 2017).

O furfural foi descrito como inibidor em potencial de enzimas glicoliticas em varias
espécies de micro-organismos, sendo ela a levedura produtora de etanol Saccharomyces
cerevisiae. Nesta levedura, podem ser notados danos celulares as mitocondrias, cromatina e
oxigénio pela presenca de furfural (SAMBUSITI, 2015).

3.3.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo provenientes principalmente da degradacdo da lignina, séo
capazes de gerar espécies reativas de oxigénio, provocando assim interferéncia negativa no
metabolismo celular. O acimulo de moléculas hidrofébicas dos compostos aromaticos se
agrupa na membrana plasmatica, ocasionando um aumento no fluxo da membrana, aumentando
o influxo de prétons (SOARES et al., 2016).

A grande quantidade destes compostos pode gerar inibicdo no crescimento celular,
consequentemente restringir a producdo de etanol, além de prolongar a fase lag. Contudo,
estudos demonstram que o processo de desintoxicacdo auxilia na diminuicdo de compostos

fenolicos, aumentando a taxa de crescimento e producéo de etanol (FERREIRA et al., 2018).

3.3.2 Desintoxicacao

A etapa de desintoxicacao é necessaria para evitar ou diminuir a presenca de compostos
fenolicos. Esta etapa é importante, visto que, quanto menor a quantidade desses compostos,
melhor serd o processo fermentativo e maior seu rendimento, devido a menor inibicdo da
atividade microbiana, que por sua vez, evita a diminuicdo do processo de conversdao dos
acucares dos residuos aumentando a producéo de etanol (THANGAVELU et al., 2019).

Diversos estudos tém utilizado carvao ativado em po na etapa de desintoxicagdo do
hidrolisado &cido do material lignocelulésico para producéo de etanol de segunda geracao. Este
método de desintoxicacdo realiza a adsorcdo dos compostos toxicos diminuindo a presenca
destes; € muito eficiente, principalmente, quando se utiliza em conjunto temperatura, tempo e

pH na remocao destes inibidores e baixo custo (CAVKA et al., 2015).
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3.4 Casca de arroz

A casca do arroz € um residuo obtido a partir do processamento do arroz, em média ele
representa a 23% do peso total do grdo e tem uma estimativa de producdo de 265,9 milhdes de
toneladas no Brasil, sendo 3,5% maior em relagdo a safra 2019/2020 (CONAB). Por sua vez,
este gera um residuo apresenta elevada dureza, elevada quantidade de fibras de origem abrasiva,
gerando assim produtos com propriedades nutritivas em menor quantidade, e alto teor de cinzas.
Geralmente se usa em incineragao para gerar energia para a industria e as cinzas sdo utilizadas
em plantacdes como fertilizantes. Contudo, o carbono residual presente nas cinzas € muito
toxico provocando danos a salde e ao meio ambiente. Apresentando 18% do peso total das
cinzas possui alto valor econdémico, para a sua aplicacdo na industria. (SAHA; COTTA, 2008;
DELLA et al., 2006).

Figura 9: Mapa da produg&o agricola no Brasil em 2019/2020
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3.5  Micro-organismos produtores de bioetanol

Tradicionalmente, tém sido utilizadas bactérias, fungos e leveduras nos processos
fermentativos destes, as leveduras sdo agentes da fermentagédo alcodlica muito eficientes. Elas
crescem bem em meio acido e sdo anaerobias facultativas (NITZKE; BIEDRZYCKI, 2012).

A conversdo de uma quantidade de agucar da biomassa, em didxido de carbono, agua e
etanol em anaerobiose é conhecida como fermentacédo alcodlica. Os carboidratos sdo essenciais
para o processo fermentativo e podem ser enddgenos por constituir a propria reserva energética
da levedura, tais como glicogénio ou exdgenos que sdo consumidos pelas leveduras, sendo eles
sacarose, glicose, frutose entre outros (AQUARONE et al, 2001).

A fermentacdo alcoodlica da glicose, gerada a partir da hidrélise acida dos carboidratos,
pela levedura Saccharomyces cerevisiae, apresenta a melhor resposta para conversao de glicose
em etanol, maior produtividade e maior tolerdncia alcodlica. Este micro-organismo apresenta
maior eficiéncia para esse processo, motivo pelo qual se utiliza em larga escala para
fermentacdes industriais, desde que os inibidores sejam controlados para minimizar os impactos
durante a fermentacéo e para que o processo ocorra sem problemas (ZHU et al, 2005).

A fermentacdo alcoolica se inicia em valores de pH altos e termina com valores menores.
Quando realizada em meios mais acidos, esse processo apresenta melhor resultado para
producdo de etanol pelas limitagGes impostas para o desenvolvimento da levedura, diminuindo
a producéo de glicerol, bem como, a contaminacdo bacteriana no processo de fermentagao
(FERREIRA, 2018).

O processo fermentativo das pentoses é realizado por poucos micro-organismos que
possuem a aptiddo para converté-las em etanol. Dentre essas, trés espécies se destacam pela
maior eficiéncia na conversdo alcodlica das pentoses Pichia stipitis, Candida shehatae e
Pachysolen tannophilus. Isso se deve ao fato que as pentoses para serem incorporadas na
glicolise necessitam da presenca de oxigénio em concentragdes baixas, assim como, as enzimas

necessarias para serem incorporadas no processo de fermentacdo. (NAUMOVA et al, 2005).

3.5.1 Pachysolen tannophilus

A levedura Pachysolen tannophilus foi a primeira levedura identificada por sua
capacidade significativa para converter xilose em etanol. A P. tannophilus pode fermentar todos
0s aglcares comuns, exceto a L-arabinose (BOIDIN E ADZET, 1957). Foi isolada pela

primeira vez a partir de extratos de madeira (SLININGER, et al., 1987) e passou a atrair a
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atencdo dos pesquisadores devido a sua capacidade de utilizar xilose para producédo de etanol
(SALEH et al., 2014; SATHESH-PRABU; MURUGESAN, 2011; FU, PEIRIS, 2008).

A P. tannophilus cresce em meio contento glicose, galactose, xilose e frutose, mas néo
utiliza sacarose e nem lactose como fonte de carbono (HAHN-HAGERDAL et al., 1994). Além
disso, na fermentacdo de um meio contendo hexoses e pentoses, a levedura tem preferéncia pela
hexose e 0 consumo de Xilose inicia-se somente apos a exaustdo da glicose (ZHAO et al., 2008).

A levedura gera diferentes mecanismos adaptativos de resposta ao estresse, como uma
forma para se adaptar e sobreviver em condicdes hostis, nesses casos podem incluir choques de
pH e temperatura; toxicidade de produtos de fermentacdo; estresse oxidativo e choque
osmatico. Diferentes estudos relatam que o dano as células causados no estresse oxidativo pode
ser causado pelo etanol (LIU et al., 2012).

Figura 10. Conversdo de xilose em xilulose 5-fosfato por P. tannophilus por meio de trés

reacOes enzimaticas reversiveis que requerem cofator.
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NADHH' NAD' NAD' NADHH' ATP ADP
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Xilose Xilitol Xilulose Fosfato
redutase desidrogenase cinase

Fonte: SLININGER et al, (1987).

Uma vez que a xilulose-5-fosfato € formada a partir de xilose (Figura 10), seu
metabolismo envolve trés grandes sistemas enzimaticos, incluindo a fosfato pentose, a Via
Embden-Meyerhoff e a Via dos acidos tricarboxilicos (SLININGER et al., 1987).

A rota metabolica empregada pelos micro-organismos para a conversdo de xilose em
etanol (Figura 11) a xilose é direcionada para interior da celula, sendo reduzida a xilitol pela
enzima xilose redutase (XR), com ajuda das coenzimas NADH e NADPH (HAHN-
HAGERDAL et al., 1994).
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Figura 11. Rota metabolica empregada por P. tannophilus no metabolismo de pentoses.

Representa a via das pentoses fosfato e a via Embden-Meyerhoff.
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3.5.2 Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura mesofilica, suas coldnias sdo de cores que
variam entre o branco e o creme, e suas estruturas podem ser convexas ou lisas (WALKER,
1998). A S. cerevisiae é a levedura mais utilizada no mundo para a producdo de etanol em
escala industrial e em uma serie de outros processos biotecnologicos, como, por exemplo, a
fabricacdo de péo, producédo de bebidas alcodlicas, como cerveja e vinho (HIRASAWA et al.,
2010; BEHERA et al., 2010). A S. cerevisiae codifica a enzima invertase. Assim, a fermentacao
alcoolica ocorre em anaerobiose, e a invertase promove a hidrélise da sacarose em frutose e
glicose. Desta forma, a glicose segue na via da fermentacdo alcoolica, passando por varias
reacOes especificas até dar origem ao etanol (Figura 12). (OSTERGAARD; OLSSON;
NIELSEN, 2000; LIMA et al., 2001).

Leveduras que possuem caracteristicas floculante sdo desejaveis, por pouparem
investimentos e manutencdo em equipamentos, tal como consumo de energia em algumas

operacdes. Esta caracteristica em uma levedura é de grande relevancia, pois, aumenta a
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capacidade das células se agrupar de forma espontanea e formar flocos que séo sedimentados
ao final da fermentacdo de maneira mais eficiente (ELSAYED et al., 2018)

A floculacdo das leveduras apresenta diversos beneficios, como por exemplo,
aproveitamento em reatores com alta densidade celular, que promove uma fermentacdo de
menor tempo e com maior rendimento. As leveduras de carater floculante tém sido empregadas
em industrias de cervejas e vinhos hd muitos anos e sua utilidade nesses processos tem sido
muito estudada. Contudo sua aplicacdo para diferentes areas do processo de fermentacdo
alcoolica, ainda demanda estudo e desenvolvimento (PULIGUNDLA et al., 2020)

A levedura S. cerevisiae é geralmente empregada devido a sua grande eficiéncia para
producéo de etanol e sua resisténcia a concentragdes deste o que resulta em uma diminuigéo de
custos no processo de destilagdo nas usinas. Além disso, a levedura tolera baixos valores de pH
e oxigénio e elevadas concentracdes de acuicares (TABANAG et al., 2018)

Algumas linhagens desta levedura foram selecionadas para serem utilizadas no setor
sucroenergético, pelo fato de apresentarem alta produtividade no processo fermentativo durante
0 periodo de safra e sdo comercializadas desde o final da década de 1990 (CHRISTOFOLETI-
FURLAN et al., 2020).

Figura 12. Rota metabdlica de fermentacdo alcodlica em Saccharomyces cerevisiae.
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Contudo a S. cerevisiae ndo possui aptiddo para de assimilar xilose, que faz parte da
biomassa lignoceluldsica para a producgéo de etanol, devido a auséncia de enzimas essenciais
para a conversdo de xilose em etanol. Portanto, é necesséria a presenca de outros micro-
organismos que possuem essa capacidade de utilizar xilose e, 0 processo em co-fermentacédo
pode suprir esta lacuna. Além das leveduras Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen
tannophilus existem cepas geneticamente modificadas capazes de produzir etanol utilizando
xilose (BEHERA et al, 2010).

3.5.3 Consdrcio de micro-organismos

O consarcio de micro-organismos ou simplesmente co-fermentacéo é relatado como um
processo capaz de obter melhores resultados para produtividade de etanol do que apenas realizar
0 processo fermentativo tradicional (SHADBAHR et al., 2017). Este tipo de fermentagéo pode
ser realizado em um Unico biorreator, consequentemente gera menores custos operacionais e,
também apresenta menos problemas que causam inibicdo pelo substrato, tendo em vista que 0s
acucares fermentaveis sdo consumidos pelo consorcio durante a producéo de etanol. Contudo,
neste processo devem ser considerados alguns pardmetros ideais como fermentacdo e
sacarificacdo simultaneas para obter uma co-fermentacdo eficiente (SHADBAHR et al.,
2017 ; TRAKARNPAIBOON et al., 2017).

Para que ocorra a fermentacdo dos substratos deve ser realizado um pré-tratamento
eficiente, desta maneira, a co-fermentacéo é considerada como processo ideal para producéo de
etanol. A co-fermentacdo oferece varias vantagens: como eliminacdo da inibicdo devida aos
subprodutos da hidrélise da celulose e reducdo do tempo de processo. Pois 0s micro-organismos
podem converter a glicose liberada em etanol com maior eficiéncia (TRAKARNPAIBOON et
al., 2017).

3.5.4 Imobilizagéo celular

Os micro-organismos possuem a capacidade de serem incorporadas em matrizes porosas
onde suas células ndo disseminam no meio, a imobilizac¢&o celular € uma técnica que reproduz
esta capacidade. De tal forma, um processo de forma continua utilizando células imobilizadas
necessita de um volume de reacdo menor que um processo em lote, reduzindo assim o0s custos
operacionais (KOURKOUTAS et al.,, 2004). Estudos relatam que a imobilizacdo eleva a

produtividade do reator, auxilia na separacdo de células do liquido e melhora o processo
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continuo por um periodo prolongado. Grande parte dos processos de producdo de etanol é
limitada por uma producgdo baixa de etanol e um dos problemas deve-se a separagédo e
reciclagem dos micro-organismos utilizados durante o processo. Em um processo continuo, a
utilizacdo das células imobilizadas aumenta a densidade celular dentro do biorreator. A
fermentacdo continua com células imobilizadas reduz os custos e aumenta a eficiéncia de
producdo de etanol (XUE et al., 2020).

Este processo melhora as propriedades metabdlicas dos micro-organismos, permitindo o
aumento do crescimento, resisténcia a inibidores e maior efetividade biocatalitica. Além disso,
os imobilizados possuem maior tolerancia as adversidades ambientas e sdo0 menos suscetiveis

as substancias toxicas presentes na fermentagéo continua ( GANDU et al, 2020)

3.6 Alginato de sodio

O alginato de sédio é um biopolimero natural extraido de algas de coloragdo escura, sendo
um polissacarideo linear e heterogéneo. Tal biopolimero é conhecido como biodegradavel e
ndo gera riscos ao meio ambiente. Este biopolimero possui grupos carboxilicos que auxiliam
0s materiais sensiveis ao pH. Em hidrogéis a base de alginato de sodio sdo comumente
utilizados ions de calcio. Entretanto, ions de célcio sdo instaveis na presenca de sais, portanto,
torna-se necessario estabiliza-los. Para isto, podem ser utilizados diferentes grupos funcionais
como amino, carboxila e hidroxila. Estes geram mudangas junto com outros polimeros
fornecem varios produtos com propriedades quimicas e mecéanicas desejadas (VARAPRASAD
et al., 2020).

O cultivo de algas marinhas marrom é responsavel pela maior parte da producdo de
alginato, contudo, bactérias do género Pseudomonas e Azotobacter também possuem a
capacidade de produzir alginato, sua estrutura é semelhante ao produzido por estas algas.
(GARCIA-CRUZ et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

A parte experimental do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de Biopolimeros do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP, em S&o José do Rio Preto/SP.

4.1 Residuo industrial de arroz

O residuo industrial de arroz constituido por cascas foi obtido no comercio local de Sdo
José do Rio Preto, Sdo Paulo. A matéria prima ndo necessitou ser seca ou reduzido o tamanho

de particula, devido as caracteristicas que ja se encontravam.

4.2 Hidroélise 4cida das cascas de arroz

A hidrolise foi realizada com &cido sulfirico nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e
5,0% (v/v), com e sem aquecimento, em triplicata. Para isto, foram pesados 10g da casca de
arroz, previamente triturada, em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do &cido nas
diferentes concentracdes. Os hidrolisados tratados com aquecimento foram mantidos em
autoclave a 121°C 1kgf/cm? nos tempos de 5, 10 e 15 minutos.

Ao final de cada hidrolise com aquecimento, os frascos Erlenmeyer contendo o
hidrolisado foram deixados em temperatura ambiente até resfriamento, e entdo o pH foi ajustado
para 6,5 e 7,0 com hidréxido de s6dio 50% (m/m). Cada hidrolisado foi centrifugado a 5000g
por 20 minutos, para separac¢do dos residuos remanescentes e, apos foram filtrados em papel de
filtro Whatman n° 1 para remocgéo completa dos residuos da casca de arroz (torta remanescente).
Todos os filtrados foram armazenados em frascos com tampa abaixo de 0°C. Durante o preparo
dos meios para fermentacdo, os hidrolisados foram concentrados em banho-maria a 60°C até
atingirem a concentracdo desejada, quando necessario. Em cada hidrolisado foram
determinados os agucares totais (DUBOIS et al., 1956); aclcares redutores (NELSON, 1944;
SOMOGY], 1952) e compostos fendlicos (CHAOVANALIKIT, WROLSTAD, 2004).
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4.2.1 Desintoxicacao

Neste procedimento foi utilizado carvéo ativado em pé na proporcéo de 1g para cada 40g
de hidrolisado. A mistura foi agitada em incubadora orbital refrigerada (Shaker) durante 1 hora
a 200 rpm e 30°C, centrifugada a 2000g por 30 minutos e posteriormente filtrada em papel de
filtro Whatman n° 1. Foi realizada entdo a analise de aglcares redutores (NELSON, 1944;
SOMOGYI, 1952); compostos fenolicos (CHAOVANALIKIT, WROLSTAD, 2004) e
acucares totais (DUBOIS et al., 1956); antes e ap0s cada etapa de desintoxicacao. Por fim, o
sobrenadante obtido foi armazenado em temperatura abaixo de 0°C, para uso subsequente no

meio fermentativo.

4.3 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram as leveduras Pachysolen tannophilus CCT 1891,
adquirida da Colecdo de Culturas Tropical (CCT) da Fundagdo André Tosello - Pesquisa e
Tecnologia de Campinas, SP e Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 cedida pelo

Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra de Portugal.
4.3.1 Meios de manutencgéo
As leveduras cresceram em estufa a 30°C por 24 h no meio de manutencéo especificado
na Tabela 2 e foi realizado um estoque de trabalho armazenado em freezer para retiradas

periddicas durante toda a pesquisa.

Tabela 2 - Meio de manutencdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 e
Pachysolen tannophilus CCT 1891.

Composto Concentragéo (g L™?)
Glicose 10,0

Extrato de levedura 3,0

Extrato de malte 3,0

Peptona de carne 5,0

Agar 20,0

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 Preparo do pré-indculo

As cepas de S. cerevisiae e P. tannophilus foram inoculadas em tubos de ensaio inclinados
contendo 10 mL do meio de manutencdo, conforme descrito no item 4.3.1, e incubados em
estufa a 30°C, por 24 h. Cada tubo foi adicionado de 5 mL alginato de sodio estéril e, com o
auxilio de uma al¢a de platina foi retirada a massa microbiana do tubo. A seguir, 0s mesmos

foram vertidos em 100 mL de alginato de sodio, previamente esterilizado.

4.5 Imobilizacao celular - aprisionamento das células em gel de alginato

As células de S. cerevisiae ATCC 26602 e Pachysolen tannophilus CCT 1891 nas
condicdes pré-estabelecidas foram adicionadas em uma solucdo de alginato de sédio 2,0%
(Dinamica), previamente preparada e esterilizada, sob agitacdo por 15 minutos. Apds, a mesma
foi gotejada (utilizando uma bomba peristéltica) em uma solucdo de cloreto de célcio 3,0%
(Sigma) sob agitacdo, obtendo-se esferas de alginato de calcio contendo o micro-organismo
com aproximadamente 2,5 mm de didmetro e peso de 0,06 g; mantidas por 30 minutos sob
agitacdo, apos este periodo, foram adicionados 3 gramas destas esferas a cada um dos meios de

fermentacao, definido por Trinca et al. (2017).

4.6 Meios de fermentacéo

4.6.1 Meio sintético

O meio sintético foi semelhante ao definido por Rodriguez e Callieri (1986), com algumas
modificagdes, conforme especificado na Tabela 3.

Os ensaios padrdo foram realizados usando solucGes de glicose em diferentes
concentracdes. A solucdo de agUcares foi esterilizada separadamente a 121°C, por 15 min, e
depois de resfriada a temperatura ambiente, foi misturada assepticamente no meio sintético,
previamente preparado e esterilizado, de forma a obter-se um meio de glicose na concentracéo

desejada.
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Tabela 3 - Composi¢do do meio sintético.

Composto Concentragéo (g L™?)
Extrato de levedura 5,0
KH2PO4 1,0
(NH4)2SO04 1,0
MgS0O4.7H20 1,0

Fonte: elaborado pelo autor.

4.6.2 Meio contendo os residuos hidrolisados da casca de arroz

Os hidrolisados desintoxicado e sem desintoxicacdo foram padronizados com base na
concentracdo de agUcares redutores. As concentracfes foram iguais as utilizadas com glicose.
Os caldos hidrolisados nas diferentes concentracdes de acucares redutores e foram esterilizados
separadamente a 121°C, por 15 min., resfriados a temperatura ambiente e entdo adicionados ao

meio sintético, previamente preparado e esterilizado.

4.7 Condigoes de fermentacéo

As fermentacOes para producdo de bioetanol ocorreram em Erlenmeyers de 125 mL
contendo 50 mL dos meios de cultura e aproximadamente 3g de esferas de alginato de sodio
contendo as leveduras imobilizadas. Os experimentos foram realizados com cada levedura, S.
cerevisiae ATCC 26602 e Pachysolen tannophilus CCT 1891, e depois com o consorcio destas

mesmas.

4.7.1 Avaliacao das variaveis que podem influenciar a producéo de etanol pelas

leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus.

A determinacdo das condigdes de trabalho das leveduras foi realizada utilizando meio
sintético acrescido de glicose em diferentes concentracfes, durante uma fermentacéo de 14
horas retirando amostras a cada duas horas.

O melhor tempo de fermentacdo foi determinado a partir de fermentagdo estatica (sem
agitacdo) e com agitacdo (50 e 100 rpm), para isto, as amostras foram incubadas em estufa
B.O.D a 30 °C ou em incubadora refrigerada com agitacdo com temperatura controlada a 30°C;

apos cada tempo de fermentagéo foi determinado o pH final, acUcares totais (DUBOIS et al.,
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1956) e crescimento celular. O restante do meio foi centrifugado a 3600 rpm por 15 min para
separagdo das células, foi recolhida uma aliquota para analise de etanol. O experimento foi
realizado em triplicata.

4.7.2 Avaliacao das fermentacdes utilizando os hidrolisados

As fermentag0es utilizando os hidrolisados desintoxicados e sem desintoxicagdo foram
realizadas em condicdes semelhantes as descritas no item 4.7.1.

Para producéo de etanol foram utilizados os hidrolisados com a maior concentracao de
acucares redutores. Foram realizadas fermentacdes sem agitacdo, com pH inicial de 6,5,
incubando os hidrolisados em estufa B.O.D a 30°C ou em incubadora refrigerada com agitacéo
com temperatura controlada a 30°C, durante 24h colhendo-se amostras apds 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22 e 24 horas de fermentacdo. O pH e crescimento celular foram determinados em
cada um destes tempos, assim como retiradas amostras, ap6s centrifugacéo a 3600 rpm por 15
min para separacdo das células, para efetuar a analise de etanol e agucar residual (totais). O

experimento foi realizado em triplicata.

4.8 Métodos analiticos

4.8.1 Determinagéo do pH final

O pH final foi determinado diretamente no caldo fermentado por potenciometria

utilizando um pHmetro Digmed modelo DM20.

4.8.2 Determinacao de etanol

O etanol foi determinado nos hidrolisados fermentados por cromatografia gasosa, apds
separagdo das células por centrifugacgdo, utilizando cromatografo Thermo Scientific Modelo
Focus com detector de ionizacgdo de chamas (FID) e coluna HP-FFAP (25m x 0.2mm x 0.3um);
temperatura do forno a 70 °C (mantendo esta temperatura por toda a corrida - isotérmica); tempo
da corrida de 5 min; temperatura do injetor de 230°C; temperatura do detector de 270°C; injecao

de 200 pl de vapor da amostra. As amostras foram deixadas em banho-maria em uma
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temperatura de 40°C (até atingir o equilibrio). Para quantificacdo foi criada uma curva de
calibracéo.
4.8.3 Determinacao de agUcares totais (AT)

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

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

4.8.4 Determinacdo de acucares redutores (AR)

Os acucares redutores (AR) foram determinados de acordo com o método do
cuproarsenato descrito por Nelson (1944) e Somogyi (1952). Foram realizadas leituras de
absorbancia no comprimento de onda de 540 nm, e a quantificacdo foi determinada por curva

padrdo de glicose utilizando diferentes concentragdes.

4.8.5 Determinacao do teor de compostos fendlicos

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada pelo do método de Folin-
Ciocalteau modificado por Chaovanalikit e Wrolstad (2004). Uma amostra de 0,5 mL do
hidrolisado foi misturada com 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e 7,5 mL de &gua
destilada. A mistura deixada em repouso por 10 min, a temperatura ambiente. Depois foram
adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio (20%); as amostras ficaram em repouso novamente
por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente foram realizadas leituras de absorbancia no

comprimento de onda de 755 nm para a construcdo de uma curva de calibracéo.

4.8.6 Calculo da produtividade

Os valores de produtividade total de etanol, expressos em massa do produto formado por

unidade de tempo e por unidade de volume (g.L-1.h-1), foram obtidos por meio da Equagéo 1.

P = (Pf—Po) (Equacéo 1)
(tf —to)
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Onde:

P = produtividade (g.L-1.h-1);

Po= massa produto inicial (g.L-1);
Pf = massa de produto final (g.L-1);
tf= tempo final de fermentacgéo (h);

to = tempo inicial de fermentacao (h);
4.9 Anélise estatistica

A andlise dos resultados e os efeitos principais e interacBes entre as variaveis do
planejamento fatorial foram realizados utilizando o programa computacional Minitab 16

Statistical Software e Statistica 7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padronizacéao da hidrolise acida da casca de arroz

Foram realizadas andlises para determinar o melhor tempo de contato das diferentes
concentragOes de &cido sulfurico com a biomassa lignocelul6sica obtida da casca de arroz. No
término de cada ensaio de hidrdlise cida foram determinadas a concentracao de acucares totais,
acucares redutores e compostos fendlicos, com e sem o emprego de temperatura. Com base
nessas determinac@es foi escolhida a concentracdo de hidrolisado que proporcionou a maior
quantidade de agUcares que utilizasse a menor concentracao de &cido ap6s aquecimento durante
10 minutos em autoclave a 121°C e 1 kgf/cm?,

Algumas determinacGes ndo possuem diferencas significativas (P < 0,05) entre as
diferentes concentracdes de acido utilizadas para extracdo de aclcares presentes na biomassa,
desta forma foi selecionada a que utilizasse menor tempo de processo e menor concentragéo de
acido, para que assim pudesse oferecer maior economia nos custos visando uma possivel
aplicabilidade em nivel industrial (Tabela 4).

A hidrolise selecionada foi concentragdo de H2SO4 de 2% (v/v), com o uso de autoclave
(121°C e 1 kgf/cm?) durante 10 minutos. Esta, mostrou estatisticamente (P < 0,05) os melhores
resultados, tendo maior liberacdo de agucares redutores (33,0 mg/mL), 0s quais S&0 necessarios
para a fermentacéo (Figura 13). Thomas-Pejo et al. (2011) ressaltaram a importancia do uso de
acido em baixas concentracbes durante o processo devido a corrosdao de equipamentos,
necessidade de neutraliza¢do ao descartar, uma vez que, demanda o uso de maior quantidade
de reagentes para neutralizar o pH posteriormente ao processo da hidrélise &cida, além de
reduzir a quantidade de compostos toxicos o que inibe o processo fermentativo (THOMAS-
PEJO et al., 2011).

A Tabela 4 mostra o valor de significancia estatisticamente (P <0,05), das analises de
acucares totais, redutores e compostos fenolicos realizadas em relagdo aos parametros

temperatura, tempo e concentracdo de acido. A variacao para P-valor menores que 0.05.
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Tabela 4. Relacgéo entre as variaveis tempo, temperatura e concentracdo de acido. Em relacao

as analises de agucares totais, redutores e compostos fenolicos pela andlise ANOVA.

Variaveis P - Valor
AcuUcares totais X Tempo 0,000
Acucares totais x Temperatura 0,000
Aclcares totais x Acido 0,847
Acucares redutores x Tempo 0,000
Acucares redutores x Temperatura 0,000
Aclcares redutores x Acido 0,521
Compostos fendlicos x Tempo 0,000
Compostos fendlicos x Temperatura 0,000
Compostos fendlicos x Acido 0,958

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 13 monstra a quantidade de agucares redutores disponiveis apds 0 processo de
hidrélise em diferentes tempos, concentracdes de acido sulfurico, com utilizacéo e auséncia de
aquecimento por autoclave. Nesta Figura 13 é possivel observar a maior presenca de agucares
redutores (33,0 mg/mL) na concentracdo de 2% (v/v) de acido, durante 10 minutos de
aquecimento da amostra. Portanto, estes parametros foram utilizados como padrdo para
hidrélises posteriores, tendo em vista menor quantidade de &cido utilizado e menor tempo de
aquecimento, além de maior rendimento, em comparagdo com outros tempos e concentragdes
testadas. Ainda foi possivel verificar a necessidade da utilizagcdo de temperatura, pois, nas
determinacGes com auséncia de aquecimento os valores de agUcares redutores foram muito

abaixo dos que tiveram o emprego deste.
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Figura 13. Acucares redutores obtidos durante hidrolise acida com e sem uso de temperatura

(121°C e 1 kgf/cm?) nos tempos de aquecimento de 5, 10 e 15 minutos; 12 e 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As quantidades de agUcares totais liberados durante a hidrolise estdo mostradas na Figura
14, os parametros utilizados foram os mesmos da analise de acucares totais (Figura 13). Nesta
é possivel observa que a maior liberacdo foi de 47,2 mg/mL na concentracdo de 3% (v/v) de
H2SO4 com aquecimento de 10 minutos. Contudo, a escolha da padronizacdo de 2% (v/v) foi
devida a maior producdo de agucares redutores, além de possuir da maior facilidade pela menor
quantidade de &cido para a neutralizacdo apds o processo, 0 que talvez possa gerar uma
diminuicdo nos custos e podendo facilitar uma maior utilizacdo em nivel industrial. Cabral
(2016) ressalta a utilizagcdo da concentracdo de 2% em 10 minutos de aquecimento para
hidrolise de casca de mandioca, os resultados de agucares obtidos pela autora foram superiores
aos obtidos nesse estudo, sendo eles 134,84 mg/mL (AR) e 254,86 mg/mL (AT), porém em sua
hidrélise ndo foi utilizada &gua, devido a que a composicdo do residuo ocasionou a
gelatinizagc&o do amido pelo uso de aquecimento em altas temperaturas.

Em 2014, Moscon et al, utilizaram a concentracdo de 18,8% (v/v) com aquecimento de
65 °C, para hidroélise acida de casca de arroz e obteve 113 mg/mL de acglcares redutores. Na
tentativa de melhorar o rendimento da hidrdlise, os autores utilizaram ultrassom e diminuiram

a concentracdo de &cido sulfurico para 15% (v/v) e a temperatura para 45°C obtendo a
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quantidade de 162 mg/mL. Estas alteracbes promoveram um rendimento 43% maior que a
hidrélise &cida convencional. Entretanto, as alteragdes promovidas pelo uso de ultrassom
tornaram o processo mais caro, além de que, as concentracfes de acido utilizadas sdo muito

altas se comparadas com nosso trabalho.

Figura 14. AcUcares totais obtidos durante hidrolise acida com e sem uso de temperatura

elevada (121°C e 1 kgf/cm?) nos tempos aquecimento de 5, 10 e 15 minutos; 12 e 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A guantidade de compostos fendlicos liberados no processo de hidrélise esta representada
na Figura 15, observa-se que, conforme aumenta a concentracdo de acido sulfurico a quantidade
de compostos fendlicos liberados também aumenta gradativamente. O tempo de aquecimento
também se destaca e influencia diretamente na liberacdo de compostos que podem inibir o
processo fermentativo. A maior producdo de compostos fenolicos ocorreu nas concentraces
de 5% (v/v), contudo a concentragédo escolhida 2% (v/v) para a padronizacdo do processo de
hidrolise apresentou liberagcdo de compostos fendlicos inferior as maiores concentragdes de
acido sulfurico reforcando que a da aplicacéo de baixas concentracGes de acido para realizagdo
da hidrolise pode tornar mais vidvel e econdmico este processo.

Trinca et al. (2017) utilizando casca de soja obteve melhores resultados na concentragao

de 3,5 % (v/v) de &cido sulfurico, contudo optou pela padronizacdo de 1,5% (v/v) por nédo
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apresentar diferenca significativa entre os valores obtidos, utilizando o resultado de 34,4 mg/mL
(AR) e 64,7 mg/mL (AT) valores esses, abaixo do obtido para casca de arroz. Apesar dos
residuos serem diferentes € importante fazer esta comparagdo, pelo fato de que, os valores

obtidos em nosso trabalho foram em baixas concentra¢des de acido sulfurico.
Figura 15. Quantidade de compostos fendlicos liberados durante o processo hidrélise acida

com e sem uso de temperatura elevada (121°C e 1 kgf/cm?) nos tempos de aquecimento de 5,
10 e 15 minutos; 12 e 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em seu estudo Hickert et al. (2013) ressaltam que a concentracdo de lignina presente na
biomassa pode promover a liberacdo de elevada quantidade de compostos fendlicos durante o
tratamento de hidrolise acida, esses compostos por sua vez inibem o processo de fermentag&o.
Demonstraram a relacdo da temperatura e da concentracdo de &cido na liberacdo de
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, além de outros compostos que possam estar presentes
apos o preé-tratamento da casca de arroz. Esses compostos derivam da desidratacdo de pentoses
e hexoses; o0 autor ainda ressalta a queda da quantidade de xilose e glicose pela presenca dos
compostos fenolicos (HICKERT, 2013).

Segundo Grossi (2015) a hidrolise com H2SO4 na concentracdo de 5% (v/v) durante 180
minutos na temperatura de 120°C, mostrou baixa producdo de compostos tdxicos para

fermentacdo como furfural 0,6% originado da concentracdo total de glicose produzida no
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processo. Toda via, o autor enfatiza que o elevado tempo de reacdo (180 min), bem como, a
alta concentracdo de &cido podem tornar a aplicacdo deste processo inviavel economicamente
e, em nossa pesquisa, estes parametros foram muito menores.

De Lima et al. (2015) aplicaram hidrdlise com acido sulfurico (v/v) durante diferentes
tempos e temperaturas em biomassa de bagaco de peddnculos de caju e constataram que 6%
de &cido na temperatura de 200°C durante 60 minutos apresentou melhores resultados para
extracdo de glicose, obtendo 6406,2 mg/L, esse valor foi muito superior quando comparado
com diferentes concentracdes (2%, 4%) e diferentes temperaturas (160°C, 180°C) de 1053
(mg/L) e 2373,3 (mg/L), respectivamente, também testadas por eles. Isto se deve a maior
quantidade de &cido e maior temperatura empregados. Entretanto, as condicdes utilizadas foram
muito agressivas podendo promover a corrosdo dos equipamentos e altos custos energéticos.

A utilizacdo de concentracdo de 5% (v/v) de acido sulfurico em diferentes tempos 15 e
30 minutos em cascas de banana, o residuo solido gerado pela hidrolise acida foi utilizado para
0 processo de hidrolise enzimética por Ferreira et al. (2018). Os autores constataram que 0
tempo do pré-tratamento acido apresentou pouca diferenca em relagdo ao tempo de utilizagdo
em autoclave (121°C e 1 kgf/cm?). Relatam que altas temperaturas podem influenciar na
degradacdo das hexoses e pentoses, levando a formacao de fufural e HMF, optando assim pela
padronizacdo de 15 minutos de aquecimento. No mesmo estudo foi realizada a comparacao do
pré-tratamento acido com o tratamento enzimatico, constatando o acréscimo de 55% de
conversdo de acuUcares no enzimatico em comparacdo ao acido. ApOs 0 processo de
desintoxicacao, 0s autores constataram a reducdo de 80% na quantidade de compostos fenolicos
guando comparado ao hidrolisado sem este processo, a remoc¢do destes compostos € muito
importante para melhorar o rendimento do processo fermentativo (FERREIRA et al., 2018).

Isto também foi constatado nesta pesquisa nos hidrolisados sem tratamento enzimatico.

5.2 Desintoxicacéo do hidrolisado.

A desintoxicacdo do hidrolisado tem se tornado um processo necessario para reduzir a
quantidade de compostos toxicos que sdo formados durante a aplicagdo do binémio hidrolise
acida e aquecimento. Esses compostos por sua vez podem inibir o crescimento dos micro-
organismos e, consequentemente, reduzir a producdo de etanol durante o processo de
fermentacdo. Com isto em vista foram realizadas analises de compostos fendlicos, agucares

redutores e agUcares totais do hidrolisado que foi padronizado (H) e comparado com 0 mesmo
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apos o processo de desintoxicacdo (D). A Tabela 5 mostra os valores comparados
estatisticamente entre eles.

Os resultados ap6s o processo de desintoxicagdo mostraram que houve reducdo da
quantidade de compostos fendlicos presentes no hidrolisado, isto € importante em vista que,
tais compostos inibem a fermentacdo e diminuem o rendimento da producdo de etanol.
Contudo, é possivel notar na mesma Tabela 5, que o desintoxicado (D) também apresentou
reducdo na quantidade de agucares redutores e totais, 0 que pode ser indesejado por reduzir a

produtividade do mesmo.

Tabela 5. Analises de agUcares redutores, aglcares totais e compostos fendlicos, comparando
o hidrolisado antes e ap6s 0 processo de desintoxicacao.

AcuUcares Redutores  AcuUcares Totais  Compostos Fenolicos

Variaveis (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Hidrolisado (HD) 33,00 + 0,20° 47,20 + 0,252 1,67 + 0,005%
Desintoxicado (D) 30,36 + 0,007° 45,07 + 0,016° 1,58 + 0,00°

P -Valor 0,001 0,001 0,012

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Fonte: elaborado pelo autor.

Em pesquisa, Silva et al (2020) utilizaram concentracdes de 2,5%, 5%, 7,5% e 10% (v/v)
de 4cido H.SO4 durante 15 e 30 minutos de aquecimento (121°C e 1 kgf/cm?) em sabugo de
milho, apds realizar a hidrolise foi utilizado o processo de desintoxicacdo em todos os
hidrolisados. A autora relata a eficacia do processo de desintoxicacdo com uso de carvédo
ativado, obtendo uma reducéo da quantidade de compostos fenolicos liberados de 0,97 mg/mL
para 0,09 mg/mL, em seu hidrolisado padrdo com 30 minutos de aquecimento e 2,5% de &cido
sulfurico. Contudo, tambem foi observada a reducdo da quantidade de aglcares totais e
redutores, assim como no presente estudo. Portanto, é possivel relacionar baixa concentracéo
de &cido com elevadas temperaturas para redugdo da formacdo de compostos fenolicos no

hidrolisado.
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5.3.1 Fermentagdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae

50

A fermentacao foi realizada em meio de cultura sintético. Os parametros utilizados foram

temperatura de 30 °C; pH inicial de 6,5 e diferentes concentrac6es de glicose: 1%, 2%, 3%, 4%

e 5% (m/v). Foram retiradas aliquotas nos tempos 4, 6, 8, 10, 12 e 14 horas. Apds determinacao

dos melhores parametros foram realizadas fermentacdes utilizando meio sintético, hidrolisado

e hidrolisado desintoxicado, durante o periodo de 24 horas.

Os resultados obtidos utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae durante a

fermentacdo do meio sintético em diferentes velocidades de agitacdo, pH, concentracdo de

substrato se encontram na Tabela 6. Nesta também pode-se observar a producdo de biomassa,

a producdo de etanol e a produtividade.

Tabela 6. Determinacdo dos parametros pH, biomassa, etanol e produtividade durante a

fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae em meio sintético.

Ensaios Tempo Temperatura Agitacio pH Substrato Biomassa Etanol  Produtividade
(h) (°C) (rpm) (%) (99  (mg/mL) (9/L.h)
1 14 30 0 4,31 1 0,12 2,59 0,18
2 14 30 0 3,76 2 0,21 4,40 0,31
3 14 30 0 3,33 3 0,24 9,97 0,71
4 14 30 0 3,20 4 0,45 7,34 0,52
5 14 30 0 2,93 5 0,75 17,11 1,22
6 14 30 50 4,07 1 0,17 1,16 0,08
7 14 30 50 3,55 2 0,25 1,21 0,08
8 14 30 50 3,25 3 0,34 3,10 0,22
9 14 30 50 3,01 4 0,39 4,14 0,29
10 14 30 50 2,93 5 0,57 10,05 0,71
11 14 30 100 3,92 1 0,12 0,14 0,01
12 14 30 100 3,36 2 0,22 0,15 0,01
13 14 30 100 3,19 3 0,27 3,15 0,22
14 14 30 100 2,96 4 0,32 6,13 0,44
15 14 30 100 3,18 5 0,37 7,05 0,50

Fonte: elaborado pelo autor.
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Com base nos resultados da Tabela 6 é possivel considerar o ensaio 5 com a maior
producdo de etanol de 17,11 mg/mL, o maior crescimento celular de 0,75 g e a maior
produtividade de 1,22 g/L.h. Estes valores foram obtidos utilizando 5% de substrato (glicose),
temperatura de 30 °C, sem agitacdo (estatico), no periodo de 14 horas. No geral, todos 0s ensaios
apresentaram os melhores resultados, crescimento celular, etanol e produtividade, no periodo

de 14 horas de fermentacéo.

5.3.1.1 Alteracdo de pH no meio de fermentacado

Os meios sintéticos (MS), hidrolisado de casca de arroz (MH) e hidrolisado desintoxicado
(MHD), foram utilizados durante o processo fermentativo em pH inicial de 6,5. A Figura 16
mostra o desempenho durante da fermentacdo alcodlica no periodo de 24 horas em relacdo ao
pH. Nesta é possivel constatar que ocorreu uma reducdo de forma acentuada durante as
primeiras 12 horas, seguido de uma reducdo menor até o final do processo fermentativo. Os
valores finais de pH apo6s fermentacdo foram de 4,9 para meio hidrolisado, 5,1 para o
desintoxicado e 2,9 para meio sintético. Ainda é possivel observar uma pequena diferenca de
pH entre os hidrolisados e maior no meio sintético. Os autores Silva et al (2020) identificaram
comportamento similar com a Saccharomyces cerevisiae durante o processo de fermentacéo de
sabugo de milho nas primeiras 14 horas de fermentagdo. A relacdo da levedura nos meios
fermentativos manteve uma reducdo constante de pH durante as 8 primeiras horas para meio
sintético, varios fatores podem estar relacionados a essa reducdo de pH, como crescimento da
levedura, consumo do substrato presente no meio e formacéo de produtos variados e producao

de etanol.
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Figura 16. Cinética do pH, determinado em intervalos de 2 horas, durante a fermentacdo dos

meios MS, MH e MHD por Saccharomyces cerevisiae em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No processo fermentativo o pH influencia diretamente o rendimento do mesmo, uma vez que,
essas alteragdes podem afetar o metabolismo do micro-organismo. Portanto, o pH pode exercer
papel importante na inibicdo fermentativa, e consequentemente levar a alteracdo do metabolismo
celular. Durante a producgéo de etanol o pH do meio tende a diminuir pelo consumo de substratos e
formacéo de subprodutos que promovem sua diminuicdo de uma forma gradativa durante esse
processo (YOSHIKAWA, 2015).

5.3.1.2 Consumo de acUcares redutores durante a fermentacao

A Figura 17 mostra os agucares redutores que foram consumidos pela levedura para
crescer e produzir etanol durante 24 horas do processo. A concentracgao inicial foi 50 g/L para
todos os meios. No meio sintético houve maior consumo de agucares restando apenas 10,5 g/L,

para o hidrolisado 16,5 g/L e para desintoxicado e 12,1 g/L.
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Figura 17. Consumo de agUcares presentes, determinado em intervalos de 2 horas, durante a

fermentagdo dos meios MS, MH e MHD por Saccharomyces cerevisiae em um periodo de 24
horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em seu estudo Boboescu et al. (2017) utilizaram a Saccharomyces cerevisiae visando
produzir etanol de segunda geracdo utilizando hidrolisados de hemicelulose, obtendo uma
producdo de 25 g/L de etanol com uma concentracdo inicial de 50 g/L de acucares. Os autores
ressaltam a eficacia da estratégia utilizada nesse processo, pela presenca de glicose e xilose e
pelo consumo de ambas durante o processo no tempo de 48 horas. O consumo se deu nas
primeiras 24 horas, tornando se estavel apos este periodo. A producdo de etanol se tornou
estavel apds o mesmo periodo. O consumo dos agucares presentes na fermentacdo se mostrou
similar ao do presente estudo para os meios sintético e hidrolisado desintoxicado, obtendo

valores de 10 e 12,1 g/L respectivamente apds 24 horas de fermentacdo.

5.3.1.3 Crescimento Celular (producdo de Biomassa) da levedura Saccharomyces

cerevisiae

A levedura S. cerevisiae foi inoculada nos meios de fermentacdo para avaliar o
crescimento celular. A Figura 18 mostra os resultados obtidos nas fermentacGes durante o
tempo de 24 horas. Esta Figura 18 mostra que com decorrer do tempo durante o processo
fermentativo a biomassa teve um aumento nos 3 meios utilizados (MH, MHD e MS). Tornasse
possivel notar que o meio sintético (MS) mostra uma maior producdo de biomassa se

comparado com os hidrolisados e apresenta um acréscimo apés o periodo de 12 horas, chegando
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a produzir 1,97 mg/mL ao final do processo de 24 horas. Os comportamentos do crescimento
nos meios hidrolisado e desintoxicado se mostraram muito similares na produgéo de biomassa
durante o processo de fermentacdo, com uma maior produgdo em 10 horas e uma produgéo

maior no final (1,2 mg/mL e 1,27 mg/mL, respectivamente).

Figura 18. Cinética do crescimento celular (biomassa), determinado em intervalos de 2 horas,
durante a fermentacdo dos meios MS, MH e MHD por Saccharomyces cerevisiae em um

periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em estudo sobre métodos de separacdo por diferenca de fases no crescimento celular da
Saccharomyces cerevisiae, Lainioti et al. (2010) utilizaram dois tempos de fermentacao de 80
e 35 horas. Os autores constataram uma maior producdo de biomassa nas 15 primeiras horas,
onde foram utilizados pH inicial de 2 e 5, com vérias de temperatura entre 30 °C, 25 °C, 20 °C
e 15 °C. Os ensaios com pH inicial 5 e temperaturas de 25 e 30 °C apresentaram maior produgéo
de biomassa nas 10 primeiras horas, seguindo em uma reducdo posterirormente, outros
pardmetros mostraram um baixo crescimento celular e de forma constante. Tais parametros
novamente sé&o reforcados neste trabalho, ao realizar uma fermentacdo de 24 horas com uma
concentracdo inicial de 100 g/L de agucares redutores, que ao final da fermentago foram todos
consumidos, obtendo uma producdo de 50 g/L de etanol, com produgdo em constante

crescimento até o término da fermentacéo e dos acucares presentes.
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5.3.1.4 Producéo de bioetanol de segunda geracéo

Figura 19 apresenta os resultados da producdo de etanol durante a fermentacéo de 24
horas, em intervalos de 2 horas, e a primeira dete rminacdo a partir da 4 hora de fermentacéo.
Os melhores resultados obtidos para producdo de etanol foram de 20,6 mg/mL para meio
sintético em 24 horas, 18,67 mg/mL para o meio hidrolisado em 22 horas e 19,17 mg/mL para
o0 desintoxicado em 22 horas. O meio sintético apresentou producao estavel até o periodo de 24

horas enquanto 0 MH e MHD apresentaram uma diminuicdo apds o periodo de 22 horas.

Figura 19. Cinética da producdo de etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a
fermentacdo dos meios MS, MH e MHD por Saccharomyces cerevisiae em um periodo de 24

horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A medida que o crescimento celular aumentou (Figura 18) a producéo de etanol também
apresentou um acrescimento (Figura 19), principalmente ap0s o periodo de 12 horas de
fermentagdo. Como observado no periodo de 4 a 10 horas de fermentacdo, o crescimento celular
ainda é baixo, o que corrobora com a baixa produgdo de etanol.

Mulko et al. (2016) estudaram a producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae
imobilizados em matrizes de hidrogel. Foi utilizado 3% de glicose como substrato, durante o
periodo de 60 horas de fermentagdo. Obtendo melhores resultados para a producédo de etanol de
125 mg/L, ressaltando a melhoria no rendimento do processo, redu¢do da mutagdo dos genes
da levedura, além de diminuir as chances de contaminacdo durante a fermentacdo pois a

levedura se encontra imobilizada nas esferas de hidrogeis. Os autores ainda ressaltam a
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importancia para o processo pela reducédo de etapas e energia gasta para a remocao da levedura
apos o processo fermentativo se pensado em aplicacdo a nivel industrial.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas com alginato de sddio, utilizando um
reator de leito concentrado, durante fermentacdes de 11 ciclos de bateladas foram realizadas
por Mishra et al. (2016). Os autores avaliaram o consumo deste substrato (glicose), o
comportamento da temperatura de 30 °C, 35 °C e 40 °C em relagéo a producdo de etanol nesses
meios, obtendo producdo de 90 g/L ao término das bateladas e consumo de todo os substratos
no mesmo periodo. Os mesmos ressaltam a eficiéncia para producédo de etanol na temperatura
de 30 °C, que se mostrou melhores resultados em relagdo as outras temperaturas, ressaltando
que a temperatura de 40 °C que teve pouco consumo de glicose e uma producéo de etanol de
menos de 10 g/L. Foi possivel também identificar que a imobilizag&o se mostrou eficaz durante
a fermentacdo em diferentes concentracdes de substrato. A eficiéncia da utilizacdo de S.
cerevisiae imobilizada foi identificada no presente estudo, produzindo 20,6 mg/mL de etanol
durante a fermentacéo de 24 horas.

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em granulos de resina foto-
reticulaveis para producéo de etanol a partir de palha de arroz foi estudado por Watanabe et al.
(2012), no qual foi estudado o processo de fermentacdo durante 72 horas utilizando
concentracdo inicial de 40 g/L de substrato. O consumo de acgUcares se deu em grande
quantidade nas primeiras 12 horas chegando a valores a 5 g/L ap6s esse periodo, a producéo de
etanol se deu nas primeiras 24 horas, ap0s esse periodo a producao se estabilizou até o final do
processo. Foi possivel ainda observar a eficiéncia das células imobilizadas pela producéo de 38
g/L em 72 horas, células livre da levedura produziram 30 g/L de etanol para 0 mesmo periodo.
Em comparagdo no periodo de 24 horas os valores para produtividade de etanol se mostraram
superior, obtendo a producdo de 35 g/L para células da levedura imobilizadas e 30 g/L para
livres, para o presente estudo o etanol obtido foi de 19,17 g/L para a casca de arroz utilizando
S cerevisiae imobilizada em alginato de sddio. A diferenca pode ser observada pela utilizagdo

da hidrolise enzimatica em comparacdo com hidrolise acida deste estudo.

5.3.1.5 Produtividade

A produtividade de etanol para os meios utilizados nesse estudo esta apresentada na
Figura 20, nela se torna possivel constatar que a maior resposta para produtividade foi de 1,28
g/L.h para o meio desintoxicado em 14 horas, seguido o meio hidrolisado apresentou 1,26 g/L.h
em 14 horas e 1,23 g/L.h para o meio sintético em 16 horas. Tal comportamento foi reflexo da
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producdo de etanol nos meios hidrolisados e desintoxicado, que apresentaram uma maior
producéo até o periodo de 14 horas de fermentacdo, seguido de uma estabilidade na producao.
O meio sintético por sua vez apresentou menor producdo de etanol nas primeiras 16 horas de
fermentacdo, contudo, apds esse periodo se mostrou mais eficiente para a producéo seguindo
de um aumento constante até o término da analise em 24 horas.

Conforme a fermentagdo se sucedeu o rendimento diminui ap6s 14 horas (MH, MHD) e
em 16 horas (MS) isso pode ter ocorrido pelo consumo do substrato para o crescimento, além

da formacdo de outros subprodutos durante o processo.

Figura 20. Produtividade do etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a
fermentacdo dos meios MS, MH e MHD por Saccharomyces cerevisiae em um periodo de 24

horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os pesquisadores Sakomoto et al. (2012) utilizaram diferentes combinagdes da levedura
em 5 g/L de substrato inicial na fermentacédo para producdo de etanol a partir de casca de arroz,
apos 72 horas de fermentacao obteve uma quantidade de 24,4 g/L de etanol consumindo 93%
dos acgucares presentes no meio apresentando assim uma produtividade de 0,56 g/L/h para a
levedura Saccharomyces cerevisiae. O processo de desintoxicacdo foi realizado apo6s a
liberacdo dos agucares, e foi observado que os compostos presentes no material lignocelulésico
influenciaram o rendimento da obtencdo de etanol. Representando valores de produtividades

inferiores aos obtidos no presente estudo.
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A fermentaco foi realizada em meio de cultura sintético. Os pardmetros utilizados foram

temperatura de 30 °C; pH inicial de 6,5; diferentes concentracGes de substratos 1%, 2%, 3%,

4% e 5% (m/v). Foram retiradas aliquotas nos tempos 4, 6, 8, 10, 12 e 14 horas. Apds

determinacdo dos melhores parametros foram realizadas fermentagdes com 0s meios sintético,

hidrolisado e hidrolisado desintoxicado, durante o periodo de 24 horas.

Os resultados obtidos utilizando a levedura Pachsolen tannophilus durante a fermentacéo

do meio sintético em diferentes velocidades de agitacdo, pH, concentracdo de substrato se

encontram na Tabela 7. Nesta também pode-se observar a producao de biomassa; a producao

de etanol e a produtividade.

Tabela 7. Determinacdo dos parametros pH, biomassa, etanol e produtividade durante a

fermentag&o de Pachysolen tannophilus em meio sintético.

Ensaios Tempo Temperatura Agitacio pH Substrato Biomassa Etanol  Produtividade
(h) (°C) (rpm) (%) (mg/mL) (mg/mL) (9/L.h)
1 14 30 0 4,50 1 0,09 0,711 0,05
2 14 30 0 4,40 2 0,15 0,515 0,03
3 14 30 0 4,39 3 0,13 1,47 0,10
4 14 30 0 4,35 4 0,09 1,59 0,11
5 14 30 0 4,30 5 0,29 3,60 0,25
6 14 30 50 5,23 1 0,07 0,940 0,06
7 14 30 50 5,19 2 1,52 0,557 0,04
8 14 30 50 5,13 3 1,55 0,311 0,02
9 14 30 50 5.10 4 0,09 1,56 0,11
10 14 30 50 5,09 5 0,09 1,67 0,12
11 14 30 100 5,36 1 0,07 0,339 0,02
12 14 30 100 5,42 2 0,07 1,32 0,09
13 14 30 100 5,37 3 0,07 0,152 0,01
14 14 30 100 5,37 4 0,07 1,268 0,09
15 14 30 100 5,35 5 0,07 1,083 0,08

Fonte: elaborado pelo autor.
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De acordo com os resultados mostrados na Tabela 7, € possivel considerar 0 ensaio 5
com a maior producéo de etanol de 3,60 mg/mL, crescimento celular de 0,29 g e produtividade
de 0,25 g/L.h. Estes valores foram obtidos utilizando 5% de substrato (glicose), temperatura de
30 °C, sem agitacdo (estatico), no periodo de 14 horas Todos 0s ensaios apresentaram baixo
crescimento celular, baixa producéo de etanol e baixa produtividade no periodo de 14 horas de
fermentacdo. Portanto, existe a necessidade de um tempo maior de fermentacdo para que a

levedura se adapte ao meio e possa crescer para produzir etanol com maior eficiéncia.

5.3.2.1 Alteracao de pH no meio de fermentacao

Os meios utilizados para a fermentacdo foram, meio sintético contendo glicose,
hidrolisado de casca de arroz e hidrolisado desintoxicado e todos tiveram pH inicial de 6,5. Este
valor de pH foi igual ao utilizado para os meios usados na fermentacdo da Saccharomyces
cerevisiae. A Figura 21 mostra os resultados obtidos em relacdo ao pH durante o processo de
fermentacdo de 24 horas para producdo de etanol pela levedura Pachysolen tannophilus. Os
valores de pH dos meios hidrolisado e hidrolisado desintoxicado mostraram valores muito
similares durante a fermentacdo (5,13 e 5,12 respectivamente) apresentando pequena reducéo,

mas os valores foram superiores ao valor de pH do meio sintético (3,97).

Figura 21. Cinética do pH, determinado em intervalos de 2 horas, durante a fermentagdo dos

meios MS, MH e MHD por Pachysolen tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.



60

No estudo realizado por Da Silva (2014) foi analisado o comportamento da P. tannophilus
em meio sintético de glicose e em meio hidrolisado e meio hidrolisado desintoxicado de bagaco
de cana de agUcar durante 24 horas de fermentagcdo. O comportamento do pH foi similar ao
apresentado neste estudo. Para ambos os trabalhos o pH do meio sintético mostrou uma reducao
mais acentuada se comparado com os meios hidrolisados, mesmo sendo de residuos diferentes

apresentaram resultados similares.

5.3.2.2 Consumo de acucares redutores durante a fermentacao

A concentracdo inicial dos acUcares para todos nos meios utilizados pela levedura
Pachyson tannophilus durante o processo de fermentacéo foi de por 50 g/L. A Figura 22 mostra
as 24 horas do processo, nesta observa-se que 0s do meio sintético forma os mais consumidos
e restaram 15,97 g/L, ja para o meio hidrolisado restaram 18,2 g/L e 17,7 g/L para 0 meio
hidrolisado desintoxicado.

O consumo teve maior eficiéncia apds o periodo de 8 horas de fermentacéo, para todos
0s meios estudados. Apoés esse periodo, a levedura se adaptou ao meio e obteve um crescimento
celular maior, favorecendo um maior consumo dos agucares presente até o término do processo
fermentacdo de 24 horas.

Figura 22. Consumo de agucares, determinado em intervalos de 2 horas, durante a fermentacdo

dos meios MS, MH e MHD por Pachysolen tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Liuetal. (2012) utilizaram glicerol para producéo de etanol pela Pachysolen tannophilus
durante o periodo de 90 horas de fermentacdo com uma concentracdo inicial de 25 g/L. A
producéo de etanol foi de 6 g/L ao término do processo avaliado, no mesmo periodo todo o
glicerol do meio foi consumido pela levedura. No periodo de 25 horas similar ao do presente
estudo, o consumo do glicerol foi baixo chegando a uma concentracdo de 20 g/L no meio e uma
producdo de 2 g/L de etanol para 0 mesmo horéario. A resposta para consumo de agucares pela
fermentagdo se mostrou similar ao obtido nesse estudo, com uma concentracdo de 19,97 g/L
para 0 meio sintético 18,2 g/L para o hidrolisado e 17,7 g/L no meio sintético desintoxicado,

guando comparado ao mesmo periodo de fermentacdo de 24 horas.

5.3.2.3 Crescimento celular (producéo de Biomassa) da levedura Pachysolen

tannophilus

Foi avaliado o crescimento da levedura P. tannophilus imobilizada em alginato de sédio
durante 24h de fermentacdo e os resultados estdo apresentados na Figura 23. Nesta pode ser
observado que as 4 primeiras horas ndo foram avaliadas por serem o periodo de adaptacao e
crescimento da levedura nos meios de cultura e pode-se observar o crescimento celular dos
meios sintético, meio hidrolisado e meio hidrolisado desintoxicado (Figura 23). O crescimento
se torna acentuado a partir de 8 horas para todos 0s meios, aparentemente foi o periodo
necessario para a levedura se adaptar aos meios e conseguir crescer. O meio sintético se mostrou
menos eficiente para a producdo de biomassa durante as 14 primeiras horas de fermentacéo, se
comparado com o0s outros dois meios do estudo (meio hidrolisado e meio hidrolisado
desintoxicado de casca de arroz). O meio hidrolisado desintoxicado foi mais efetivo em ralagéo
ao hidrolisado até o periodo de 18 horas, a partir disso ocorreu uma queda em que ambos
apresentaram resultados similares ao final das 24 horas, de 1,02 g/L e 10,3 g/L,
respectivamente, o meio sintético teve uma produgédo de biomassa de 1,54 g/L para 0 mesmo

periodo.
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Figura 23. Cinética do crescimento celular (biomassa), determinado em intervalos de 2 horas,
durante a fermentacdo dos meios MS, MH e MHD por Pachysolen tannophilus em um periodo
de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em seu estudo El Harchi et al. (2018) avaliou comportamento da Pachysolen tannophilus
durante o periodo de 4 dias de fermentagdo utilizando Ulva rigida como matéria prima. Na
determinacdo de sua capacidade de crescimento celular foram utilizados 35 g/L de substrato
inicial (agUcares presentes na matéria prima), e obtiveram valores de 3,8 g/L de biomassa no
término do periodo de 24 horas. Os autores constataram o crescimento celular da levedura
apenas no primeiro dia de fermentacdo e um decréscimo nos dias subsequentes. Esses valores
sdo superiores aos encontrados no presente trabalho, pois 0 meio sintético, que promoveu a
melhor resposta em comparagdo aos do estudo mencionado, obteve uma biomassa com 1,54
g/L, ou seja, menos da metade se comparado com esses autores. Contudo, a producao de etanol
se mostrou muito similar com uma producédo de 11,92 g/L ao término do primeiro dia de
fermentagdo. Estes mesmos autores também constataram que apos esse periodo a producdo de
etanol foi sofrendo um decréscimo ao chegar no 4 dia de fermentacéo.

Trabalho realizado por Romero et al. (2007) estudando o crescimento da P. tannophilus
no decorrer de 24 horas, utilizando hidrolisados &cidos de residuos de oliveiras (galhos/podas)
constataram um crescimento acentuado durante as 24 horas no meio hidrolisado com &cido
sulfarico 4 N, em comparacdo com a concentracdo de 1 N, chegando a obter valores de 1,62
g/L de crescimento celular e 0,750 g/L para o 1 N durante 20 horas. O aumento na concentragdo

do acido gerou uma maior liberacdo dos aclcares que podem ser fermentados pela levedura,
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gue consequentemente levou a um meio em que a P. tannophilus conseguiu se desenvolver de
forma mais eficiente para produzir etanol. A resposta para crescimento celular se mostrou

similar ao obtido nesse estudo para meio sintético com 1,54 g/L em 24 horas.

5.3.2.4 Producéo de bioetanol de segunda geracéo

Os resultados obtidos durante a fermentacéo de 24 horas para producéo de etanol pela
levedura Pachysolen tannophilus estdo mostrados pela Figura 24. As determinacGes foram
realizadas em intervalos de 2 horas a partir da 4 hora de fermentacéo.

Os resultados alcangados na producdo de etanol foram de 11,67 mg/mL para meio
sintético em 22 horas se mantendo constante em 24 horas; 8,9 mg/mL para o0 meio hidrolisado
em 24 horas e 8,11 mg/mL para o meio hidrolisado desintoxicado em 22 horas com uma
pequena reducdo no periodo de 24 horas. A producdo no meio sintético foi aumentando até o

periodo de 24 horas, enquanto no MH e no MHD ocorreu uma diminuigdo apds 22 horas.

Figura 24. Cinética da producéo de etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a

fermentacdo dos meios MS, MH e MHD por Pachysolen tannophilus em um periodo de 24

horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
A levedura Pachysolen tannophilus foi imobilizada em glicerol por Stepanov et al. (2017)
para producdo de etanol. Além disso, o0 estudo teve como objetivo avaliar o comportamento
desta levedura durante o periodo de 20 horas e sua capacidade de produzir etanol por processo
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fermentativo com uma concentracéo inicial de glicerol de 20 g/L. Durante o periodo maximo
de estudo, o maior valor para a producéo obtido durante 20 horas foi de 8,5 g/L de etanol, com
uma produtividade de 0,47 g/L.h e crescimento celular de 3,0 g/L. O rendimento do processo
foi 16% maior com o uso da levedura imobilizada confirmando assim a eficiéncia da
imobilizacéo de P. tannophilus para producédo de etanol. Resultados similares para a producéo
de etanol a partir de casca de arroz com P. tannophilus imobilizada em alginato de sodio, nos
quais, o0 meio hidrolisado apresentou 8,9 g/L e o hidrolisado desintoxicado 8,04 g/L, para o
meio sintético os valores da producdo de etanol foram superiores obtendo 11,67 g/L em 22
horas de fermentacéo.

Zhao et al. (2008) estudaram a influéncia das concentragGes de glicose e xilose (1:1)
utilizando 20g/L de xilose para 20 g/L de glicose para a producdo de etanol e biomassa pela
Pachysolen tannophilus durante periodo de 60 horas. Para o0 meio contendo apenas glicose 0s
resultados foram de 8 g/L para producéo de etanol e 5.25 g/L de biomassa; foi possivel observar
uma diminuicdo constante na quantidade de glicose e na produc¢do de biomassa ap6s 12 horas
de fermentacdo. J& nos meios que utilizaram apenas xilose como substrato tiveram uma
producdo de 2,93 g/L de etanol e 6,5 g/L de biomassa e foi observada uma queda na producéo
de etanol apds 50 horas de fermentacao, utilizando o meio de xilose a levedura obteve um maior
crescimento celular, contudo isso ndo se refletiu na producéo de etanol que foi inferior ao meio
contendo glicose. Para 0 meio contendo glicose e xilose os autores obtiveram resultados de 4
g/L de etanol durante o periodo de 35 horas de fermentacéo, seguido de uma queda na producgéo
apos este periodo para o crescimento celular valores foram de 6,5 g/L ao término do periodo de
fermentacdo. A producdo de etanol se mostrou maior no presente estudo com 11,67 g/L em
meio sintético, ressaltando a utilizacdo da imobilizacdo celular em alginato de sédio que

melhorou a produtividade da P. tannophilus em comparagdo com 0s autores.

5.3.2.5 Produtividade

A produtividade de etanol pela levedura Pachysolen tannophilus foi menor se comparada
a Saccharomyces cerevisiae e a maior produtividade foi no periodo de 14 horas para todos 0s
meios durante a fermentacdo. Os resultados mostrados na Figura 25, torna possivel observar
gue 0 meio sintético apresentou melhores rendimentos se comparada aos outros meios chegando
a 0,56 g/L.h, ja para os outros foram de 0,44 e 0,47 g/L.h para 0 meio hidrolisado e para 0 meio
hidrolisado desintoxicado, respectivamente. Apesar disso, a producdo de etanol por P.
tannophilus continuou de forma crescente até o final do processo; neste periodo de 14 horas a
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levedura se adaptou ao meio e cresceu de forma que sua producédo de etanol fosse mais eficaz
e em maior quantidade comparado ao periodo anterior. O meio hidrolisado apresentou menor
produtividade em relacdo ao meio desintoxicado, contudo, ao periodo de 20 horas se estabilizou

e posterior apresentou uma maior produtividade.

Figura 25. Produtividade do etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a
fermentagdo dos meios MS, MH e MHD por Pachysolen tannophilus em um periodo de 24
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Fonte: elaborado pelo autor.

Estudo realizado por Karagoz et al. (2019) utilizando P. tannophilus imobilizada em
criogel utilizando glicerol como substrato mostrou que a levedura foi capaz de produzir etanol.
Estes autores relatam uma producdo de etanol de 8,2 g/L e rendimento de 0,23 g/L.h. Além
disso, mencionam que a técnica mostrou a eficiéncia da levedura imobilizada e que essa
tecnologia elevou a produtividade e melhorou o controle durante o processo. Resultado do
presente trabalho mostrou melhores valores para a produtividade de etanol, tal melhoria ocorreu
pela eficiéncia exercida da levedura P. tannophilus imobilizada em alginato do sédio obtendo
valores de 0,56 g/L.h em 14 horas de fermentacao.
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5.3.3 Fermentacéao pelo consorcio de micro-organismos

O consorcio das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus foi
testado nas mesmas condicdes utilizadas durante as fermentagfes dos hidrolisados e meio
sintético individualmente. Estas condi¢fes foram determinadas pelos melhores resultados nos
ensaios individuais realizados anteriormente para ambos 0S micro-organismos. Foram
utilizados: concentracdo de 5% de substrato com pH inicial de 6,5, 30 °C de temperatura e sem
agitacdo (estatica) para a fermentacdo. Inicialmente foi inoculada no meio de cultura a
Saccharomyces cerevisiae, imobilizada em alginato de sodio, durante as primeiras 12 horas do
processo fermentativo, posteriormente foi substituida nos meios por Pachysolen tannophilus,
também imobilizada em alginato de sddio, durante as Gltimas 12 horas do processo. Foram
analisados os parametros pH final, acucares totais, producéo de etanol e crescimento celular a
partir de 4 horas de fermentacdo e ap6s, com intervalos de 2 horas até o término de 24 horas.

5.3.3.1 Alteracdo de pH no meio de cultivo

O meio sintético apresentou maior queda no pH apds 24 horas de fermentacdo (4,31) e 0s
meios hidrolisado e hidrolisado desintoxicado tiveram pH de 5,01 e 5,0 respectivamente (Figura
26). A substituicdo das leveduras ocorreu apds 12 horas, tendo isso em vista a queda de pH
nesses processos ocorreu de forma mais linear, pois a levedura necessitou de tempo para se

desenvolver e produzir etanol.

Figura 26. Cinética do pH, determinado em intervalos de 2 horas, durante a fermentacdo dos
meios MS, MH e MHD pelo consorcio de Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus

em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Producdo de etanol por residuos da cozinha (residuos de alimentos), pela co- fermentagédo
de Saccharomyces cerevisiae e Pichia stipits foi estudada por Ntaikou et al. (2018). Eles
utilizaram diferentes concentraces de substrato de 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, com diferentes
concentracdes de pH inicial 5, 5,4, 5,8 respectivamente durante o periodo de 50 horas de
fermentacdo. Os meios apresentaram uma queda acentuada de pH durante as primeiras 10 horas
de fermentacéo, chegando a valores de 2,5 para todos os meios em 20 horas de fermentacdo.
Esse valor, por sua vez, se manteve estavel até o final no periodo de 50 horas. Os autores ainda
constataram a eficiéncia do consorcio das duas leveduras e sua capacidade para consumir uma
maior quantidade dos acUcares presentes no meio para producdo de etanol, tal como a
capacidade desses residuos para a producdo de bioetanol. Para o presente estudo a reducdo do
pH se mostrou menor pela imobilizacdo das leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus em
alginato de sédio, chegando a valores de 5,01 para meio hidrolisado, 5 para hidrolisado
desintoxicado e 4,31 para sintético. Devido as leveduras possuirem maior rendimento em pH
mais altos, a fermentacdo ocorreu de forma mais eficiente obtendo uma maior producgéo de

etanol para o presente estudo.

5.3.3.2 Consumo de acucares Redutores durante a fermentagdo do consorcio de

leveduras

A concentragdo inicial dos agUcares redutores foi de 50 g/L no hidrolisado e no
hidrolisado desintoxicado e meio sintético utilizados pelo consorcio de leveduras para a

producdo de etanol por fermentacdo. A Figura 27 mostra as 24 horas do processo realizado,
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nesta pode-se observar que os acucares do meio sintético tiveram um consumo maior restando
8,46 g/L, e para o hidrolisado 13,91 e 11,21 g/L para o desintoxicado.

Figura 27. Consumo de acucares, determinado em intervalos de 2 horas, durante a fermentacéo
dos meios MS, MH e MHD pelo consorcio de Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen

tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em seu estudo Malik et al. (2021) utilizou as leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Pachysolen tannophilus imobilizadas, de forma individual e em consorcio para producédo de
etanol a partir de talo de algodao tratado por hidrolise quimica (alcalina) e hidrolise enzimatica.
Foram utilizadas 3 concentracdes diferentes de substratos, inicialmente 90 mg/g, 260 mg/g e
280 mg/g durante um periodo de 96 horas de fermentacdo. O comportamento da fermentacéo
em consorcio se mostrou mais eficaz para o consumo de agucares presentes no meio do que as
leveduras em processo separado. O consorcio de leveduras imobilizadas se mostrou mais
efetivo no consumo dos substratos presentes no meio, bem como, na producgéo de etanol. A S.
cerevisiae utilizando o tratamento quimico teve uma producdo de 41,28 g/L enquanto a P.
tannhophilus 29,88 g/L, quando utilizadas em consorcio apresentaram uma producao de 56,47
g/L e foram utilizados cerca de 92,26% dos agucares do meio. A resposta se mostrou similar ao
obtido nesse estudo para 0 meio sintético para consumo de agucares e producdo de etanol,
quando comparado ao mesmo periodo de 24 horas durante a fermentacdo. Ressaltando a

eficiéncia da imobilizacéo das leveduras para o processo de producao de etanol.



69

5.3.3.3 Crescimento Celular (Biomassa) do consorcio das leveduras

As leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus foram utilizadas nos meios de fermentacéo
para avaliar o crescimento celular, sendo as primeiras 12 horas da S. cerevisiae seguido da P.
tannophilus por consorcio até o término. A Figura 28 mostra os resultados obtidos nas
fermentacdes durante o tempo de 24 horas. Nesta Figura pode-se observar que com decorrer do
processo fermentativo a biomassa teve um aumento para os 3 meios utilizados (MH, MHD e
MS). Entretanto, o meio sintético (MS) apresentou maior producdo de biomassa ao final do
processo de 24 horas se comparado com o0s hidrolisados. O crescimento celular no meio
hidrolisado desintoxicado se estabilizou no periodo de 20 horas de processo 1,57 g/L, e 0 meio
hidrolisado chegou a produzir uma quantidade de 1,18 g/L de biomassa no tempo de 14 horas
se estabilizando neste valor. O meio hidrolisado se mostrou menos eficiente para o a producéo

de biomassa em relacdo ao desintoxicado utilizado pelo consorcio de micro-organismos.

Figura 28. Cinética do crescimento celular (biomassa), determinado em intervalos de 2 horas,
durante a fermentacdo dos meios MS, MH e MHD pelo consorcio de Saccharomyces cerevisiae

e Pachysolen tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Silva (2016) utilizou o consorcio de leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen
tannophilus para producdo de biomassa e etanol em um meio sintético e foram analisados o
consumo de agucares, a producgdo de etanol e a formagdo de biomassa durante o periodo de 48

horas de fermentacdo com uma concentragdo inicial de substrato de 20 g/L. O autor determinou
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a maior producédo de biomassa no periodo de 30 horas chegando a produzir 3,91 g/L, e 4,74 g/L
de acucar residual apds 48 horas; a maior producdo de etanol pelo consorcio ocorreu em 30
horas (2,98 g/L). Além disso, o estudo constatou que 100% da glicose foi consumida pelas
leveduras e que 10,5% da xilose presente ndo foi consumida. O crescimento celular e consumo
de acUcares foram mais eficientes do que o do presente estudo, contudo a concentracao inicial

de substrato para os parametros fermentativos foi menor, em relacdo ao do presente estudo.

5.3.3.4 Producéo de bioetanol de segunda geracéo pelo consorcio de leveduras

Os valores maximos obtidos na producdo de etanol foram de 18,65 g/L para o
hidrolisado, 19,34 g/L para o hidrolisado desintoxicado e 21,5 g/L para o meio sintético. O meio
sintético apresentou melhor resposta ao consorcio nos parametros utilizados de 30 °C, estatico
com pH inicial de 6,5. A eficiéncia de sua producéo se elevou apés o periodo de 10 horas e se
foi aumentando até o final de 24 horas (Figura 29). Os meios hidrolisado e hidrolisado
desintoxicado apresentaram comportamento muito similar para a producdo de etanol durante o
periodo de 24 horas, esse comportamento também foi possivel de ser observado durante o

crescimento celular e pH.

Figura 29. Cinética da producdo de etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a
fermentacdo dos meios MS, MH e MHD pelo consorcio de Saccharomyces cerevisiae e

Pachysolen tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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No estudo utilizando o consorcio das leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus utilizando
hidrolisado &cido (H2SO4) de pseudocaule de bananeira por Montagnoli (2018), usou uma
concentracdo inicial de 110 g/L de acucares redutores durante o periodo de 100 horas de
fermentacao. O autor constatou o0 consumo total da glicose presente no meio no periodo de 98
horas e uma producdo de 51,23 g/L de etanol, tal comportamento se mostrou 30% mais eficaz
se comparado com a monocultura.

Consorcio de Saccharomyces cerevisiae e Scheffersomyces stipitis foi utilizado por Singh
et al. (2014) para obtencao de etanol a partir de casca de arroz utilizando hidrolise enzimatica,
nesse estudo foram utilizadas concentracdes de 10, 25, 50 e 70 g/L de agucares, obtendo uma
producéo de 2,5; 5,5¢/L; 12,56 e 20,8 g/L respectivamente durante 36 horas. O consorcio das
leveduras se mostrou 41% mais eficaz que a monocultura para producdo de etanol. Os
resultados obtidos com o consdércio neste estudo para a producédo de etanol foram similares aos

obtidos nesse estudo para o meio sintético com 21,5 g/L.

5.3.3.5 Produtividade

Os resultados de produtividade de etanol do consorcio das leveduras Pachysolen
tannophilus e Saccharomyces cerevisiae estd apresentando na Figura 30. Nesta se pode
constatar maior produtividade em 12 horas para meio sintético com 1,03 g/L.h e em sequéncia
o meio hidrolisado desintoxicado com 0,90 g/L.h em 16 horas e ap6s, o meio hidrolisado
apresentou uma produtividade de 0,84 g/L.h nos tempos de 12, 14 e 16 horas diminuindo
posteriormente. O meio sintético apresentou melhores resultados a partir de 12 horas seguidos
de uma diminuicéo até o tempo de 24 horas, contudo seus resultados foram superiores ao MH
e a0 MHD. Ademais, o meio hidrolisado desintoxicado apresentou melhor resposta aos
primeiros periodos da fermentacdo de 4 a 10 horas, sendo superior a0 meio sintético e
hidrolisado, apos apresentar seu pico em 16 horas ocorreu uma pequena reducdo até o final do

processo.
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Figura 30. Produtividade de etanol, determinado em intervalos de 2 horas, durante a
fermentacdo dos meios MS, MH e MHD pelo consorcio de Saccharomyces cerevisiae e
Pachysolen tannophilus em um periodo de 24 horas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O efeito da imobilizagdo da Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus
estudadas em monocultura e em co-cultura foi realizado por Malik et al. (2021) comparando
hidrolise quimica (alcalina) e hidrolise enzimética de talo de algoddo. Os resultados obtidos
para a produtividade de etanol da S. cerevisiae foi de 0,078 g/L.h para o residuo, 0,31 g/L.h
para hidrolise acida e 0,35 g/L.h para a enzimatica. Para a levedura P. tannophilus apresentaram
valores respectivos de 0,058 g/L.h, 0,23 g/L.h e 0,21 g/L.h. O autor ressalta a melhoria da
eficiéncia na producdo de etanol para o consorcio de ambas as leveduras obtendo valores de
0,098 g/L.h, 0,46 g/L.h e 0,44 g/L.h para os mesmos parametros estudados na monocultura,
mostrando a eficacia do processo de imobilizacdo celular e co-cultura das leveduras. Para a
produtividade de etanol se mostrou superior no presente trabalho ao obter 1,06 g/L.h para o
meio sintético, 0,90 g/L.h para hidrolisado e 0,84 g/L.h para hidrolisado desintoxicado, ambos
a partir de casca de arroz utilizando consorcio das leveduras S. cerevisiae e P. tannophilus
imobilizadas em alginato de sddio. Melhor produtividade do presente estudo ressalta a

importancia da aplicagdo da técnica de imobilizagdo celular.
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6 CONCLUSOES

O pré-tratamento com acido sulfarico 2% (v/v) utilizando aquecimento em autoclave
(121°C e 1 kgf/cm?) durante 10 minutos, apresentou o melhor rendimento para conversdo de

acucares fermentesciveis a partir da biomassa lignoceluldsica.

O processo de desintoxicacdo se mostrou eficaz na reducdo dos compostos fendlicos
presentes e melhorou o rendimento do processo fermentativo realizado pelos micro-
organismos. Necessitando assim, um maior estudo de sua aplicacdo visando o custo do processo

e pequena diferenca entre 0 processo sem desintoxicacao.

As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen tannophilus apresentaram
potencial para producdo de etanol em consércio, ressaltando a eficiéncia da S. cerevisiae em

monocultura pelo alto rendimento mostrado.

O consorcio entre as duas leveduras foi eficiente e apresentou maior producéo de etanol

e consumo dos aculcares fermentesciveis no hidrolisado se comparado com a monocultura.

A imobilizacdo celular em alginato de sédio mostrou eficacia em todos os parametros do
estudo, ressaltando sua importancia em melhorar o rendimento e facilitar o processo

fermentativo.
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APENDICES

APENDICE A — Curva de calibracio da Concentracio de Aclcares Totais

Figura 1 A. Curva e calibracéo obtida a partir de diferentes concentrac6es de glicose(mg/mL)
pelo método de Dubois et al. (1956).
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APENDICE B — Curva de calibragio da concentragio de Aclcares Redutores.

Figura 1 B. Curva de calibracéo obtida a partir de diferentes concentragdes de glicose (mg/mL)
pelo método e Somogyi e Nelson (1952).
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APENDICE C — Curva de calibragdo da Concentragio de Acido Vanilico.

Figura 1 C. Curva de calibragfo obtida a partir de diferentes concentracdes de Acido Vanilico
(mg/mL) pelo método de Folin-Ciocalteu.
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APENDICE D — Curva de calibracdo do crescimento celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae

Figura 1 D. Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracdes da levedura
Saccharomyces cerevisiae, apds o periodo de 24 horas.
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APENDICE E — Curva de calibracdo do crescimento celular da levedura Pachysolen
tannophilus.

Figura 1 E. Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracGes da levedura
Pachysolen tannophilus, ap6s o periodo de 24 horas.
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