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RESUMO

O etanol de segunda geracéo (2G) configura-se como uma alternativa para aumentar a
oferta do biocombustivel sem expansdo da &rea de plantio da cana-de-aglcar e para
aproveitar o excedente de bagaco de cana-de-agucar disponivel no Brasil devido a intensa
atividade sucroalcooleira. Em decorréncia dos avancos da Biologia Molecular, linhagens
de Saccharomyces cerevisiae capazes de assimilar e fermentar xilose, principal agucar
presente na fracdo hemicelulésica de materiais lignoceluldsicos, vém sendo
desenvolvidas. Entretanto, a baixa tolerancia dessas leveduras aos inibidores (acido
acetico, hidroximetilfurfural, furfural e compostos fenolicos) presentes nos hidrolisados
de hemicelulose e ao etanol levam a perda de viabilidade das células e a baixa velocidade
de fermentacéo e produtividade em etanol, comprometendo o desempenho e a viabilidade
econdmica do processo fermentativo. Assim, o desenvolvimento de processos produtivos
mais eficientes para obtencdo de altas concentracGes de etanol, compativeis com as
requeridas na etapa de destilacdo, a partir de hidrolisados de hemicelulose com altas
concentracdes de acglcares, é necessario. A melhoria do processo depende tanto da
disponibilidade de linhagens de leveduras mais tolerantes aos inibidores quanto de
estratégias de operacdo que minimizem os efeitos dos inibidores. Por outro lado, a
incorporacgdo de subprodutos da indUstria sucroalcooleira, como o melago, na formulagao
do meio para a producdo de etanol 2G favorece a flexibilidade e a viabilidade do processo.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar estratégias visando
estabelecer um processo robusto e escalonavel para obtencéo de etanol 2G em condicdes
industriais de fermentacdo e promover a integracdo da producéo de etanol 1G e 2G. O
desempenho de trés leveduras recombinantes de Ultima geracao (S. cerevisiae GSE16-
T18, GSE16-T18 HAA1 e MDS 130), imobilizadas em gel de alginato de célcio, foi
avaliado em hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar in natura, obtido
a partir de pré-tratamento acido (ndo concentrado), suplementado ou ndo com melaco.
Meios sintéticos também foram avaliados como controle. Os experimentos foram
realizados em batelada repetida em minirreatores e em reator de leito fixo com
acompanhamento das fermentacfes por medida da producdo de COz e por anélise da
concentracdo de acgUcares redutores, respectivamente. A concentracdo de acglcares e
metabolitos no sobrenadante foi determinada por cromatografia de alta performance
(CLAE) e a viabilidade das celulas por contagem de células coradas com azul de metileno.
Constatou-se que, ao contrario dos hidrolisados de hemicelulose concentrados, a
concentragdo dos inibidores presentes no hidrolisado de hemicelulose in natura nédo
impacta severamente o desempenho da fermentacdo. Por sua vez, a adicdo de melaco
mostrou-se uma estratégia eficiente para alcancar elevada concentracdo de acucares
fermentaveis, permitindo obter produtividades de até 23 g/L/h e operacdo prolongada em
batelada repetida, compativeis com a operacdo industrial. O efeito toxico das altas
concentragdes de etanol (acima de 80 g/L) sobre a viabilidade das células foi observado
para todas as linhagens e limitou o reciclo das células a, no maximo, cinco bateladas
repetidas. O desempenho das linhagens em termos de converséo de agucares fermentaveis
e produtividade e rendimento em etanol foi similar, com exce¢do da MDS 130, que se
mostrou incapaz de assimilar eficientemente xilose na presenca de altas concentrac¢des de
hexoses (glicose e/ou frutose).

Palavras-chave: Etanol 2G. Hidrolisado de hemicelulose. Saccharomyces cerevisiae
recombinante.



ABSTRACT

Second generation (2G) ethanol is an alternative to increase the supply of this biofuel
without expanding the sugarcane plantation area and to utilize the excess of sugarcane
bagasse available in Brazil due to the intense economic activity related to sugar and
alcohol production. Due to the advances in Molecular Biology, Saccharomyces cerevisiae
strains capable of assimilating and fermenting xylose, the main sugar present in the
hemicellulosic fraction of lignocellulosic materials, have been developed. However, the
low tolerance of these yeasts to hemicellulose hydrolysates inhibitors (acetic acid,
hydroxymethylfurfural, furfural and phenolic compounds) and to ethanol leads to loss of
cell viability and to low fermentation rates and ethanol productivities, compromising the
performance and economic viability of the fermentation process. Thus, the development
of more efficient production processes to obtain high ethanol concentrations, compatible
with those required in the distillation step, from hemicellulose hydrolysates with high
sugar concentrations, is necessary. Process improvement depends both on the availability
of yeast strains that are more tolerant to inhibitors and on operating strategies that
minimize the effects of the inhibitors. On the other hand, the incorporation of by-products
from the sugar and alcohol industry, such as molasses, in the composition of the medium
for the production of 2G ethanol favors the flexibility and economic viability of the
process. In this context, the present study aimed to evaluate strategies to establish a robust
and scalable process for obtaining 2G ethanol under industrial fermentation conditions
and to promote the integration of 1G and 2G ethanol production. The performance of
three latest generation recombinant yeasts (S. cerevisiae GSE16-T18, GSE16-T18 HAA1
and MDS 130), immobilized on calcium alginate gel, was evaluated in in natura
sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysate, obtained from acid pre-treatment (not
concentrated), supplemented or not with molasses. Synthetic media were also evaluated
as a control. The experiments were carried out in repeated batches in minireactors and in
a fixed bed reactor and fermentations were accompanied by carbon dioxide production
and by analysis of reducing sugar concentration, respectively. The concentration of sugars
and metabolites in the supernatant was determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and the viability of the cells by the methylene blue technique.
It was found that, unlike concentrated hemicellulose hydrolysates, the concentration of
inhibitors present in in natura hemicellulose hydrolysate does not severely impact the
fermentation performance. The supplementation with molasses proved to be an efficient
strategy to achieve high fermentable sugar concentration, allowing to obtain
productivities of up to 23 g/L/h and prolonged operation in repeated batches, compatible
with the industrial operation. The toxic effect of high ethanol concentrations (above 80
g/L) on cell viability was observed for all strains and limited cell recycling to a maximum
of five repeated batches. The performance of the strains in terms of conversion of
fermentable sugars and productivity and yield in ethanol was similar, with the exception
of MDS 130, which was unable to efficiently assimilate xylose in the presence of high
hexose (glucose and/or fructose) concentration.

Keywords: 2G ethanol. Hemicellulose hydrolysate. Recombinant Saccharomyces
cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

O acumulo de géas carbdnico na atmosfera e seus efeitos negativos sobre o clima
e 0 meio ambiente tém estimulado a busca por alternativas aos combustiveis derivados de
petroleo. Considerando-se o aspecto ambiental, pode-se dizer que os biocombustiveis
pouco interferem no efeito estufa da atmosfera, uma vez que o dioxido de carbono emitido
durante a queima € reabsorvido no processo de fotossintese para gerar mais biomassa
(MOTA; MONTEIRO, 2013). Assim, devido a sustentabilidade e ao baixo impacto no
meio ambiente e na salde, os combustiveis fdsseis estdo sendo substituidos por
biocombustiveis (YUSUF; GAUR, 2017). Varios biocombustiveis vém sendo
considerados (biogas, biodiesel, biometanol, biobutanol, por exemplo) (CALLEGARI et
al., 2019), mas o bioetanol mantém-se como a alternativa mais amplamente utilizada por
apresentar, entre outras caracteristicas, alta octanagem e combustéo eficiente (MOYSES
et al., 2016).

O bioetanol pode ser produzido a partir de qualquer biomassa que contenha
quantidades significativas de amido ou agUcares. No caso do bioetanol de cana-de-agucar,
0 processo de producdo baseia-se na extracdo do caldo (por moagem ou difusdo) e na
fermentacdo dos aclcares presentes nesse caldo por leveduras industriais. Apos a
fermentacdo, o vinho é destilado, obtendo-se o etanol de primeira geracdo (1G) (BNDES;
CGEE, 2008). O Brasil ocupa a posi¢do de segundo maior produtor mundial de etanol 1G
e tem como principal matéria-prima a cana-de-agucar. Na safra 2019/2020, foram
produzidos 34 bilhdes de litros de etanol de cana-de-aclcar, maior producdo da historia
do setor sucroenergético nacional (CONAB, 2020; RFA, 2020).

Uma alternativa para aumentar a producéo de etanol é promover o aproveitamento
total da cana-de-acucar (incluindo palha e bagaco) por meio da hidrolise das fracGes de
celulose e hemicelulose em agucares que podem ser fermentados em etanol, originando o
etanol de segunda geracédo (2G) (DE ANDRADE et al., 2013). Sendo assim, o etanol 2G
constitui uma alternativa para aproveitar o excedente de bagago de cana-de-agucar das
usinas sucroalcooleiras do pais e aumentar a oferta do combustivel sem expansédo da area
de plantio de cana-de-agucar, ndo competindo, portanto, com a producdo de alimentos
(OZUDOGRU et al., 2019).



Apesar de amplamente estudado, o processo de producdo de etanol 2G depende
da superacdo de desafios para atingir a viabilidade econdmica. A presenca de inibidores
(&cido acético, furfural, hidroximetilfurfural e compostos fenolicos, entre outros) nos
hidrolisados de hemicelulose e a baixa tolerancia da levedura a esses compostos levam a
perda de viabilidade das células, a baixa velocidade de fermentacdo, a reducdo da
produtividade em etanol e a formagcao de subprodutos (CANILHA et al., 2012; NOGUE;
KARHUMAA, 2015; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Esses efeitos podem
ser atenuados com a imobilizacdo da levedura em suportes adequados, em razdo da
formacéo de uma camada de sacrificio, de um gradiente de concentracdo dos inibidores e
de um microambiente nas particulas de biocatalisador, o que auxilia na protecdo das
celulas (MILESSI et al., 2020a).

Outro desafio € a incapacidade de linhagens selvagens da levedura
Saccharomyces cerevisiae — microrganismo mais utilizado para a obtencéo de etanol 1G
— assimilarem pentoses, aclcares presentes em quantidades significativas nos
hidrolisados hemicelul6sicos (NOGUE; KARHUMAA, 2015). Gragas aos avancos da
engenharia metabdlica, diversas linhagens de S. cerevisiae geneticamente modificadas
capazes de assimilar xilose eficientemente vém sendo disponibilizadas (DEMEKE et al.,
2013a,b; MEIINEN et al., 2016). Ainda assim, € necessario o desenvolvimento de
processos produtivos mais eficientes; de etapas de pré-tratamento que promovam uma
hidrolise eficaz da biomassa com menor consumo energético, resultando em hidrolisados
de hemicelulose concentrados em acucares e adequados para o processo; e de leveduras
assimiladoras de pentoses mais resistentes aos inibidores e ao etanol (CANILHA et al.,
2012).

Da mesma forma, estratégias de fermentacdo que garantam alta produtividade em
condic@es industriais de operagdo sdo imprescindiveis e vém sendo pouco abordadas na
literatura. Estudos relatam a utilizacdo de hidrolisados de hemicelulose concentrados para
a obtencdo de etanol (ANTUNES et al., 2019; MILESSI et al., 2020a,b; ZHAO; XIA,
2010). A etapa de concentracao € necessaria para possibilitar que a concentracgao de etanol
que torna a etapa de destilagéo viavel (entre 60 e 90 g/L) (DELLA-BIANCA et al., 2012)
seja atingida, uma vez que o teor de agucares presentes nos hidrolisados de hemicelulose
obtidos por pré-tratamento com &cido diluido é baixo (DE ANDRADE et al., 2013; Xl et
al.,, 2013). No entanto, além dos gastos energéeticos envolvidos na operacdo de

concentragdo por evaporagdo, alguns inibidores do hidrolisado também tém suas



concentragdes aumentadas (ZHAO; XIA, 2010). Uma alternativa para contornar essas
limitacdes é integrar os processos de producdo de etanol 1G e 2G. A concentracdo de
acucar no hidrolisado pode ser aumentada adicionando-se melaco, um subproduto da
industria acucareira rico em sacarose, usualmente empregado na producao de etanol 1G
(DE ANDRADE et al., 2013), favorecendo, assim, a flexibilidade e a viabilidade

econdmica do processo de producdo de etanol 2G.

No ambito do projeto tematico FAPESP “Da fabrica celular a biorrefinaria
integrada biodiesel-bioetanol: uma abordagem sistémica aplicada a problemas complexos
em micro e macroescalas” (Processo 2016/10.636-8), no qual o presente projeto de
mestrado se insere, 0s grupos de pesquisa Laboratdrio de Fébricas Celulares (LaFaC) e
Laboratorio de Engenharia Enzimatica (LabEnz) do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Séo Carlos (DEQ/UFSCar), que tém tradicdo no
desenvolvimento de processos para producgéo de etanol 1G e 2G utilizando tecnologias
inovadoras, ambientalmente amigaveis e escalonaveis, baseadas em células imobilizadas
e reatores de alto desempenho, vém estudando leveduras recombinantes de Ultima geracdo
em condicdes industriais para a producédo de etanol 2G em processos implementaveis em

escala industrial.

Nesse contexto, em virtude da parceria com o Prof. Dr. Johan M. Thevelein, da
KU Leuven (Bélgica), trés leveduras recombinantes de alto desempenho (S. cerevisiae
GSE16-T18, S. cerevisiae GSE16-T18 HAAL e S. cerevisiae MDS 130) vém sendo
avaliadas em condigdes industriais, utilizando meios formulados com hidrolisados de
hemicelulose de bagaco de cana-de-aclcar concentrados. Sandri (2019) realizou
experimentos com células livres da linhagem MDS 130 em hidrolisado concentrado bruto
(HC) e destoxificado (HD), suplementados com extrato de levedura () e peptona (P).
Apesar de o processo de destoxificacdo ter sido eficiente na reducdo da concentracao dos
principais inibidores (diminuicdo de 86, 92 e 80% na concentracdo de furfural,
hidroximetilfurfural e compostos fendlicos, respectivamente), os efeitos da toxicidade
foram apenas atenuados. Nos dois meios, apenas aproximadamente 30% da xilose foi
convertida em 80h de fermentacdo, enquanto no experimento controle, em meio YPDX
(extrato de levedura, peptona, glicose e xilose), a conversao de agucares foi completa em
menos de 40h. Além disso, o rendimento em etanol nos meios YPHC e YPHD foi 50 e

25%, respectivamente, menor do que o observado no meio YPDX.



Perez (2021) tambeém utilizou os meios compostos por extrato de levedura,
peptona, glicose e xilose (YPDX); extrato de levedura, peptona e hidrolisado de
hemicelulose concentrado bruto (YPHC) e extrato de levedura, peptona e hidrolisado de
hemicelulose concentrado destoxificado (YPHD) para estudar o desempenho das
linhagens GSE16-T18, GSE16-T18 HAAL1 e MDS 130, imobilizadas em alginato de
calcio, em fermentac6es em batelada repetida. Comparado ao experimento controle (meio
YPDX), o processo fermentativo em meio YPHC apresentou nimero de reciclo de
células, produtividades em etanol e viabilidade final das células menores (em média 40,
70 e 60%, respectivamente) para as trés linhagens. Conforme observado por Sandri
(2019), os resultados alcangados em meio YPHD foram ligeiramente superiores aos
obtidos em meio YPHC, mas ainda inferiores ao experimento controle em numero de
reciclo de células (30%) e em produtividade em etanol (aproximadamente 50%) para

todas as linhagens.

A influéncia da concentracdo de etanol no desempenho das fermenta¢des também
foi relatada. Sandri (2019) constatou reducdo de 50% na produtividade em etanol da cepa
MDS 130 como consequéncia da suplementacdo de 40 g/L de etanol em meio YPX
(extrato de levedura, peptona e xilose). Ainda, em experimentos realizados com a cepa
GSE16-T18 em meio YPHC em batelada repetida, Milessi e colaboradores (2020a)
observaram reducdo da produtividade em etanol a cada reciclo de células, fato atribuido
ao aumento gradativo da concentracdo de etanol no meio. Além disso, em fermentacdes
conduzidas em meio YPHC suplementado com 60 g/L de etanol, Perez e colaboradores
(2021) demonstraram a ocorréncia de forte sinergia entre os inibidores do hidrolisado e o
etanol, levando a dréastica reducdo no numero de bateladas repetidas (80%), na
produtividade em etanol (90% na segunda batelada) e na viabilidade celular (50% na

segunda batelada), em comparacéo ao experimento controle em meio YPDX.

Esses resultados revelam o impacto negativo do etanol e dos inibidores presentes
nos hidrolisados de hemicelulose concentrados, cuja intensidade no comprometimento do
desempenho do processo fermentativo esta relacionada com a concentracéo, o tempo de
exposicdo e, ainda, a sinergia entre esses compostos. Assim, a utilizacao de hidrolisados
concentrados compromete a viabilidade do processo de producgéo de etanol 2G em escala
industrial, reforcando a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias para

contornar o efeito dos inibidores e do etanol e, ainda, possibilitar a realizacdo de



fermentacdes em condicdes de elevada concentracao de agucares e alta produtividade em

etanol.

Dessa forma, este projeto de mestrado teve como objetivo avaliar diferentes
estratégias visando estabelecer um processo robusto e escalonavel para producdo de
etanol 2G em condigdes industriais de fermentacdo, empregando meio formulado a partir
de hidrolisado de hemicelulose obtido através de pré-tratamento acido (ndo concentrado)
suplementado com melaco, reproduzindo, assim, as condi¢Ges usualmente empregadas
nas usinas para a producdo de etanol 1G e promovendo a integracéo da producéo de etanol
1G e 2G. Até o momento, a fermentacéo de hidrolisados de hemicelulose suplementados

com melago por linhagens recombinantes de S. cerevisiae néo foi reportada na literatura.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da producéo de etanol 2G em
condicBes industriais de fermentacdo por leveduras recombinantes de Gltima geracéo,
imobilizadas em gel de alginato de célcio, em meio composto por hidrolisado de

hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo concentrado) e melaco.
Como objetivos especificos, destacam-se:

i. Avaliacdo do desempenho fermentativo de trés cepas de Saccharomyces
cerevisiae recombinantes em meios contendo hidrolisado de hemicelulose de
bagaco de cana-de-agUcar bruto (ndo concentrado), suplementados ou ndo com
melago, com diferentes concentra¢des iniciais de agucares fermentaveis (AF);

ii.  Selecdo da cepa mais promissora;

iii.  Avaliacdo de estratégias para atenuacdo dos efeitos toxicos do etanol;

iv.  Escalonamento em reator de leito fixo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Meios industriais para producao de etanol

3.1.1 Melago

O melago (ou mel final) é o liquido viscoso e escuro remanescente do estagio final
de cristalizacdo do aguUcar, a partir do qual nenhum agucar adicional pode ser cristalizado
de forma econémica pelos métodos usuais (CLARKE, 2003). O melaco néo retorna ao
processo de fabricacdo do agucar, consistindo, portanto, em um subproduto inevitavel da
indUstria acucareira (BNDES; CGEE, 2008; XU; XU, 2014). A disponibilidade de melaco
é determinada pela producdo de aglcar e sua composicdo varia amplamente, dependendo
da origem e das etapas de processamento (BNDES; CGEE, 2008; JONES et al., 1994;
PALMONARI et al., 2020).

Recentemente, Palmonari e colaboradores (2020) avaliaram a composi¢éo
quimica de 16 amostras de melaco de cana-de-acUcar adquiridas em todo o mundo. A
porcentagem média de matéria seca (MS) encontrada nas amostras foi de 76,8. Na analise
de agUcares, a sacarose foi detectada em maior quantidade, com uma concentracdo média
de 48,8% da MS, seguida pela glicose e pela frutose, com médias de 8,1 e 5,3% da MS,
respectivamente. Os outros acgucares analisados (rafinose, galactose, arabinose e xilose)
foram quase indetectaveis, com soma dos valores maximos encontrados inferior a 1% da
MS (PALMONARI et al., 2020).

Em razdo do elevado teor de aclcares em sua composicdo, 0 melago pode ser
usado como fonte de carbono em fermentagdes microbianas (BNDES; CGEE, 2008).
Entretanto, fontes de nitrogénio também sdo importantes para a fermentacdo, uma vez
qgue compreendem proteinas, aminoacidos, nucleotideos e vitaminas, essenciais para o
crescimento celular (XU; XU, 2014). Na analise do melago de cana-de-agucar, Jones e
colaboradores (1994) observaram um teor de nitrogénio total relativamente alto (3,6 g/L).
Contudo, a concentracdo de amino nitrogénio livre (ANL) determinada foi de 1,0 g/L,
sendo que apenas aproximadamente 45% possuia peso molecular suficientemente baixo
para ser usado por celulas de levedura para crescimento. A composigdo aproximada do

melaco de cana-de-agUcar encontra-se na Tabela 3.1.



Tabela 3.1. Composicéo aproximada do melago de cana-de-agucar.

Constituintes Intervalo
. Componentes
principais normal
Agua 17-25%
Aculcares Sacarose 30-40%
Glicose (dextrose) 4-9%
Frutose (levulose) 5-12%
Outras substancias redutoras 1-4%
Total de substancias redutoras 10-25%
Outros Gomas, amido, pentosanos, também vestigios
. e . L A 2-5%
carboidratos de hexitdis; mioinositol, D-manitol e acidos urdnicos
Cinzas Como carbonatos? 7-15%
Bases:
Oxido de potassio (30-50%)
Oxido de calcio (7-15%)
Oxido de magnésio (2-14%)
Oxido de sédio (0,3-9%)
Oxidos metalicos (como férrico) (0,4-2,7%)
Acidos:
Trioxido sulfurico (7-27%)
Cloreto (12-20%)
Pentoxido fosférico (0,5-2,5%)
Silicatos e insolaveis (1-7%)
Compostos Proteina bruta 2,5-4,5%
nitrogenados Proteina verdadeira 0,5-1,5%
Aminoacidos, principalmente &cidos aspartico e
glutdmico, incluindo alguns acidos carboxilicos 0,3-0,5%
de pirrolidina
Compostos nitrogenados nédo identificados 1,5-3,0%
Compostos ndo Acidos aconitico (1-5%), citrico, mélico, oxalico, 1,5-6,0%
nitrogenados glicolico
Acidos mesaconico, succinico, fumarico e tartarico 0,5-1,5%
Ceras, esterdis e fosfatideos 0,1-1,0%
Vitaminas Tiamina (B1) 2-10 ppm
Riboflavina (B2) 1-6 ppm
Piridoxina (B6) 1-10 ppm
Nicotinamida 1-25 ppm
Acido pantoténico 2-25 ppm
Acido félico 10-50 ppm
Biotina 0,1-2 ppm

4Porcentagem de cinzas dada entre parénteses.
Fonte: Clarke (2003).



Além disso, a eliminacgéo dos efeitos toxicos do aluminio sobre células de levedura
em meios fermentativos ricos em melago sugere a presenca de compostos quelantes em
sua composi¢do. O aluminio em sua forma toxica (AI**) atua na reducdo dos niveis de
trealose celular, da viabilidade das células e da velocidade de fermentacdo (BASSO et al.,
2008).

A presenca de ions metalicos e compostos organicos (compostos fendlicos e
acidos organicos) na composicdo do melaco pode inibir o metabolismo de
microrganismos no processo de fermentacdo (KUNDU et al., 1984; PRADEEP; REDDY,
2010; XU; XU, 2014). Ainda, embora as etapas de tratamento quimico realizadas durante
0 processo de producdo de aglcar promovam a remocao de impurezas, podem restar no
caldo sais inorganicos, cinzas sulfatadas, agentes corantes, entre outros, que,
consequentemente, aparecem na composicdo do melaco e também podem afetar o
desempenho da fermentagdo microbiana (KASENO; KOKUGAN, 1997).

O melago ¢ extensivamente usado para producdo de bioetanol 1G nas destilarias
anexas as usinas (BNDES; CGEE, 2008; PRADEEP; REDDY, 2010). No Brasil, a
producdo de bioetanol baseia-se na fermentacdo da mistura do caldo de cana-de-agUcar
(ou agua) e do melaco, denominada mosto (BNDES; CGEE, 2008; WHEALS et al.,
1999). No entanto, 0 melago também pode ser empregado como substrato nos processos
biotecnologicos de obtencdo de acido citrico (insumo utilizado na conservacdo e
acidulacédo de alimentos e na fabricacdo de produtos de higiene e de limpeza), de lisina
(aminoéacido essencial usado na formulacdo de farmacos e racBes) e dos acidos
indolacético e jasmonico (fitorreguladores), por exemplo. O melaco também encontra

aplicacdo ampla na alimentacdo de animais (BNDES; CGEE, 2008).

3.1.2 Hidrolisado &cido de hemicelulose de bagaco de cana-de-acucar

Acidos podem ser usados como catalisadores na hidrélise da biomassa
lignocelulosica por liberarem prétons que quebram as ligagdes heterociclicas de éter entre
0s mondmeros de agucar nas cadeias poliméricas de celulose e hemicelulose (AGUILAR
et al., 2002). O &cido comumente empregado é o sulfarico, embora os acidos cloridrico,
nitrico e trifluoroacético também tenham sido avaliados (AGUILAR et al., 2002; GIRIO
et al., 2010; MOSIER et al., 2005). Hidrolises catalisadas com acidos podem ser



conduzidas a partir de duas abordagens distintas: &cido concentrado/temperatura
moderada e 4cido diluido/temperatura alta (AZHAR et al., 2017; GIRIO et al., 2010).

Processos com &cido concentrado possibilitam a hidrolise da celulose e da
hemicelulose (GIRIO et al., 2010). Comparados aos processos com &cido diluido,
apresentam maior eficiéncia na recuperagdo de agucar, que pode atingir mais de 90% do
rendimento tedrico para glicose e xilose (WIJAYA et al., 2014). As condicOes
operacionais de temperatura e pressdo mais amenas reduzem a decomposicdo dos
mondmeros, 0 que contribui positivamente para o rendimento em agucar, bem como os
custos de operacdo (GIRIO et al., 2010; WIJAYA et al., 2014). No entanto, a recuperago
do acido é indispensavel para a viabilidade econémica do processo. Além disso, a
hidrolise conduzida com acidos concentrados exige o emprego de reatores resistentes a
corrosdo (GIRIO et al., 2010; SUN; CHENG, 2002).

No processo de hidrélise da biomassa lignoceluldsica, a hemicelulose tem as
ligacGes entre os monémeros mais facilmente quebradas do que a celulose por ser amorfa.
Processos com 4&cido diluido permitem a hidrélise principalmente da fracdo
hemicelulésica e resultam em um hidrolisado que contém sobretudo agUcares, como
xilose, glicose e arabinose. Entretanto, também sdo formados subprodutos que atuam
como inibidores do crescimento e da fermentacdo microbiana (AGUILAR et al., 2002;
CANILHA etal., 2012; TIZAZU; MOHOLKAR, 2018). Esses compostos compreendem
0 acido acético, proveniente da hidrolise de grupos acetila ligados aos mondmeros
hemicelulésicos; o 5-hidroximetil-2-furaldeido (hidroximetilfurfural ou HMF) e o 2-
furaldeido (furfural), gerados pela desidratacdo de hexoses e pentoses, respectivamente;
os é&cidos levulinico e férmico, resultantes da degradacdo do HMF e do furfural; e
compostos fendlicos, originados pela decomposicéo da lignina (NOGUE; KARHUMAA,
2015; TIZAZU; MOHOLKAR, 2018). A hidrdlise com &cido diluido apresenta vantagens
associadas ao consumo relativamente mais baixo de &cido, a demanda reduzida de energia

para recuperacio e a corros&o limitada dos equipamentos (GIRIO et al., 2010).

No estudo da hidrolise acida de bagaco de cana-de-aclcar, Aguilar e
colaboradores (2002) encontraram condi¢Ges o6timas de concentracdo de acido,
temperatura e tempo de 2% m/m de H>SOs, 122°C e 24 min, respectivamente. O
procedimento resultou em uma solucdo com 21,6 g/L de xilose, 3,00 g/L de glicose, 3,65
g/L de acido acético e 0,52 g/L de furfural, correspondendo a uma hidrolise de

aproximadamente 90% da hemicelulose. J& na hidrélise de bagaco de cana-de-agucar com
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H2SO4 10% m/m a 140°C por 20 min, Carvalho e colaboradores (2004) atingiram
concentragdes de 17,2 g/L de xilose, 0,8 g/L de glicose, 1,8 g/L de arabinose, 3,2 g/L de
acido acético, 0,10 g/L de furfural e 0,03 g/L de HMF no hidrolisado de hemicelulose.
Por sua vez, Chandel e colaboradores (2007) obtiveram um hidrolisado de hemicelulose
de bagaco de cana-de-acucar composto por 21,5 g/L de xilose, 5,84 g/L de glicose, 2,95
g/L de arabinose, 5,45 g/L de acido acético, 1,89 g/L de furanos (HMF e furfural) e 2,75
g/L de compostos fendlicos no processo conduzido com HCI 2,5% v/v a 140°C por 30

min. Em todos os estudos, a razao solido/liquido utilizada foi 1:10.

Apesar de ser um método amplamente empregado, a hidrolise com acido diluido
resulta em solugdes com baixa concentracdo total de agUcares, o que limita a utilizagédo
dos hidrolisados em sistemas de fermentacdo industriais (X1 et al., 2013). Para que se
atinja uma concentracdo mais elevada de acucares, o hidrolisado € geralmente
concentrado por evaporacdo. No entanto, alguns dos inibidores também tém suas
concentragfes aumentadas, o que pode afetar o desempenho das células de levedura no
processo de fermentacao. Assim, apés a etapa de concentragdo, pode ser necessario incluir
etapas de destoxificacdo do hidrolisado para diminuir o teor desses compostos (ZHAO;
XIA, 2010).

Alves e colaboradores (1998) analisaram a composicdo de hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar nas formas bruta (ndo concentrada),
concentrada e destoxificada. No processo conduzido com H2SO4 10% (m/m) a 121°C por
10 min, os autores obtiveram um hidrolisado composto por 2,1 g/L de glicose, 15,7 g/L
de xilose, 2,3 g/L de arabinose, 3,9 g/L de &cido acético, 0,06 g/L de furfural e 0,05 g/L
de HMF. Apos filtracdo e concentracdo sob vacuo a 70°C, o hidrolisado resultante
continha 5,9 g/L de glicose, 50,2 g/L de xilose, 6,5 g/L de arabinose, 6,9 g/L de acido
acético, 0,03 g/L de furfural e 0,15 g/L de HMF em sua composicdo. O hidrolisado
concentrado ainda foi submetido a um processo de destoxificacdo. Nesse procedimento,
o pH foi elevado para 7,0 com CaO e reduzido para 5,5 com H3POs, e carvao ativado foi
adicionado na proporcdo de 2,4% (m/v), com posterior incubacéo a 200 rpm e 30°C por
1h. No fim de cada etapa, o0 precipitado foi removido por filtracdo a vacuo. Segundo os
autores, a concentracao de furfural e de HMF foi reduzida, mas a de &cido acético néo foi
significativamente afetada. Por sua vez, Sandri (2019), utilizando procedimento de
destoxificacdo semelhante, verificou a remocéo de 15% do &cido acético, 92% do HMF
e 86% do furfural, porém houve perda de 12% de xilose.
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Uma alternativa para solucionar os problemas relacionados a baixa concentracéo
de acucares nos hidrolisados de hemicelulose € integrar os processos de produgdo de
etanol de primeira geragéo (a partir de caldo de cana e/ou melago) e de segunda geragéo
(a partir de biomassa lignoceulosica). Assim, a concentracdo de agucares no hidrolisado
pode ser aumentada misturando-o com melaco ou com caldo de cana antes da etapa de
fermentacdo (DE ANDRADE et al., 2013).

3.2 Caracteristicas gerais do metabolismo de xilose por Saccharomyces cerevisiae

recombinante e outras leveduras

Para que seja empregado na producdo industrial de etanol 2G, um microrganismo
deve apresentar alta atividade fermentativa para carboidratos simples (hexoses e
pentoses), altos rendimentos em etanol, resisténcia a estressores presentes no ambiente,
habilidade de crescer em diferentes meios e facilidade para a introducdo de modificagoes
genéticas (ROBAK; BALCEREK, 2017).

O microrganismo mais comumente utilizado para obtencdo de etanol 1G € a
levedura Saccharomyces cerevisiae, em razao de sua robustez e alta produtividade (DE
ANDRADE et al., 2013). No entanto, as cepas de S. cerevisiae selvagens ndo séo capazes
de metabolizar pentoses eficientemente, o que impossibilita sua utilizacdo em processos
de producéo de etanol a partir de hidrolisados de hemicelulose. Embora a fermentacéo de
pentoses seja realizada por outras leveduras, como Kluyveromyces marxianus,
Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Pachysolen tannophilus e Scheffersomyces shehatae,
elas ainda ndo foram exploradas em processos em larga escala, em razdo da baixa
produtividade em etanol (MOYSES et al. 2016; YUSUF; GAUR, 2017).

Dessa forma, grande parte dos trabalhos envolvendo a fermentagédo de pentoses
por leveduras tem buscado o desenvolvimento de cepas de S. cerevisiae geneticamente
modificadas assimiladoras de xilose (DEMEKE et al., 2013a,b; HOANG et al.; 2018;
KOBAYASHI et al., 2018; Ll etal., 2016; WANG et al., 2017). Ha diferentes estratégias
para que S. cerevisiae converta xilose em intermediarios metabdlicos que podem ser
canalizados para a via das pentoses fosfato (VPF). A inserc¢do do gene de xilose isomerase
(XI), presente em bactérias, destaca-se por possibilitar que a xilose seja convertida

diretamente em xilulose. Em seguida, a xilulose é fosforilada em xilulose-5-fosfato, que
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¢ metabolizada pela VPF. Entdo, a molécula de xilulose-5-fosfato é convertida em
gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato, intermediarios da via glicolitica. Esses
intermediérios originam o piruvato, que, através de reacdes de fermentacdo alcoolica,
forma o etanol (MATSUSHIKA et al., 2009; MOYSES et al., 2016; YUSUF; GAUR,
2017).

Embora inimeros avangos com relacdo a assimilacdo de xilose por S. cerevisiae
tenham sido alcancados, o transporte desse acgUcar através da membrana celular ainda é
uma limitacdo para sua utilizacdo eficiente (YOUNG et al., 2010). A xilose é carregada
para o interior das células de S. cerevisiae por meio de proteinas de transporte de hexoses,
uma vez que a levedura ndo possui transportadores especificos para pentoses. No entanto,
a maioria desses transportadores nativos tem alta preferéncia por glicose, o que pode
provocar inibicdo no transporte de xilose. Além disso, os transportadores especificos de
xilose encontrados em outros microrganismos possuem atividades muito baixas
(MOYSES et al., 2016; WANG et al., 2016; YOUNG et al., 2010; YUSUF; GAUR,
2017). Assim, técnicas de engenharia evolutiva também podem ser aplicadas para
obtencdo de cepas que consumam Xxilose mais eficientemente (MOYSES et al., 2016;
YUSUF; GAUR, 2017).

Dos Santos e colaboradores (2016) utilizaram engenharia evolutiva para obter
duas linhagens capazes de consumir xilose e produzir etanol. Em experimentos em meio
contendo extrato de levedura, peptona e xilose 30 g/L, a linhagem parental S. cerevisiae
LVY27 ndo foi capaz de consumir xilose, enquanto as cepas recombinantes adaptadas
LVY34.4 e LVY4L1.5 consumiram toda a xilose em menos de 24h. Os rendimentos em
etanol foram proximos (0,46 g de etanol/g de xilose para LVY34.4 e 0,45 g de etanol/g
de xilose paraLVY41.5), com velocidade de consumo de xilose 28% maior para
LVY34.4 (1,32 g/g/h).

Li e colaboradores (2016) inseriram o gene de X1 do fungo Orpinomyces sp. e da
bactéria Prevotella ruminicola na cepa industrial floculante S. cerevisiae YC-8,
originando as linhagens YCOAL e YCPAL, respectivamente. Em meio YPX 2% (extrato
de levedura 10 g¢/L, peptona 20 g/L e xilose 20 g/L), YCOA1 consumiu 10,93 g/L de
xilose e produziu 4,33 g/L de etanol em 48h, resultando em produtividade e rendimento
em etanol de 0,090 g/L/h e 0,396 g de etanol/g de xilose, respectivamente. A cepa YCPAL
apresentou desempenho levemente inferior, com consumo de xilose, produgéo de etanol,
produtividade e rendimento em etanol de 10,30 g/L, 3,94 g/L, 0,082 g/L/h e 0,382 g
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etanol/g de xilose, respectivamente. Por sua vez, a cepa adaptada YCPAZ2E assimilou
16,95 g/L de xilose e produziu 6,98 g/L de etanol em 48h (produtividade em etanol de
0,146 g/L/h e rendimento de 0,412 g de etanol/g de xilose), apresentando o melhor

desempenho na fermentacdo de xilose em etanol.

Demeke e colaboradores (2013a) desenvolveram a cepa S. cerevisiae GS1.11-26
a partir da levedura industrial Ethanol Red, empregando técnicas de engenharia
metabolica e evolutiva. Em meio sintético composto por extrato de levedura e peptona
(YP) e 35 g/L de xilose como Unica fonte de carbono, a cepa consumiu toda xilose
disponivel em cerca de 17h com velocidade méxima de consumo de xilose 1,10 g/gms/h
e de producdo de etanol de 0,48 g/gms/h.

Mais recentemente, Tran e colaboradores (2021), através da combinacdo de
técnicas de edicdo genética e de engenharia evolutiva, desenvolveram a linhagem XUSE,
capaz de fermentar xilose pela via XI. Durante 72h de fermentacdo em meio sintético
contendo 20 g/L de xilose, XUSE converteu 18,7 g/L de xilose em 8,3 g/L de etanol com
rendimento de 0,44 g/g. Por sua vez, a linhagem XUSEA, que teve o metabolismo de
xilose aprimorado através de modificaces genéticas (insercdo de uma copia adicional do
gene de XI e superexpressdo de genes da VPF) na cepa XUSE, converteu 19,6 g/L de
xilose em 9,0 g/L de etanol com rendimento de 0,46 g/g. A velocidade especifica de
consumo de xilose e de producéo de etanol de XUSEA foram de 0,39 gxilose/gms/h € 0,17
Qetanol/gms/h, respectivamente, correspondendo a aumentos de 26 e 21%, respectivamente,
em comparagdo com os valores obtidos por XUSE (0,31 gxilose/gms/h € 0,14 getanol/gms/h).

Tais resultados encontram-se resumidos na Tabela 3.2.

Modificacbes genéticas vém sendo amplamente aplicadas visando a obtencgdo de
microrganismos assimiladores de pentose adequados para producéo de etanol a partir de
hidrolisados de hemicelulose (DEMEKE ET AL., 2013a,b; HOANG et al.; 2018;
KOBAYASHI et al., 2018). Linhagens de S. cerevisiae recombinantes tém alcangado
rendimentos em etanol proximos aos teoricos na fermentagéo de xilose (DEMEKE et al.,
2013a; DOS SANTOS et al., 2016; HOANG et al.; 2018; LI et al., 2016). No entanto,
estudos em condicdes industriais de fermentacao, que envolvem elevadas concentragdes
de acucares redutores e de etanol e a presenca de inibidores, sdo fundamentais para avaliar
o verdadeiro potencial das linhagens recombinantes desenvolvidas e tém sido pouco

abordados na literatura.

14



Tabela 3.2. Desempenho de Saccharomyces cerevisiae recombinante (células livres)

em cultivos (batelada) em meio sintético contendo xilose.

Produtividade

S. Xilose ~ Conversdo Rendimento® A
cerevisiae (g/L) (%) (Getanol/Gxilose) em etanol Referencia
(9/gms/h)
LVY34.4 30 100 0,46 0,62 Dos Santos
etal.
LVY41.5 30 100 0,45 0,45 (2016)
YCOAl 20 54,7 0,396 0,43 Lietal
YCPA1 20 51,5 0,382 0,45 (2016).
YCPA2E 20 84,8 0,412 0,70
Demeke et
GS1.11-26 35 100 0,46 0,48 al. (2013a)
XUSE 20 93,5 0,44 0,14 Tran et al.
XUSEA 20 98,0 0,46 0,17 (2021)

aRendimento tedrico: 0,511 Getanol/Oxilose-

3.3 Inibidores e efeitos sobre o metabolismo celular

3.3.1 Inibidores presentes no hidrolisado &cido de hemicelulose

A presenca de 4cidos fracos, furaldeidos e compostos fendlicos limita a utiliza¢éo
eficiente dos hidrolisados de hemicelulose em processos fermentativos. De maneira geral,
esses compostos inibem o metabolismo das células, afetando o desempenho da levedura
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; NOGUE; KARHUMAA, 2015).

Acidos organicos fracos afetam a homeostase do pH intracelular (pHi). Em pH
abaixo do pKa, os acidos fracos ocorrem predominantemente na forma ndo dissociada,
que é permedvel a membrana celular. Apds atingir o citosol (quase neutro), o acido se
dissocia, provocando uma reducdo no pHi. A célula consome ATP para expelir os ions
H* do citoplasma e elevar o pHi, o que leva a um aumento do consumo de energia para
manutencdo e a uma diminuicdo da quantidade de ATP disponivel para o crescimento
celular e outras funcdes metabolicas (DE ANDRADE et al., 2013; BELISSIMI et al.,
2009). Em faixas de concentracdo de acido tipicas de hidrolisados lignocelul6sicos,
observa-se uma reducgdo no rendimento de biomassa e especialmente na velocidade de

consumo de xilose. O acido acético é predominante, mas os acidos formico e levulinico
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também podem apresentar efeito inibitorio significativo (NOGUE; KARHUMAA, 2015),
devido ao menor tamanho da molécula do &cido formico e a maior lipofilicidade do &cido
levulinico (LARSSON et al., 1999).

Em experimentos realizados com duas linhagens industriais de Saccharomyces
cerevisiae, Narendranath e colaboradores (2001) constataram uma reducéo exponencial
no crescimento, no consumo de substrato e na producéo de etanol e uma ampliacdo na
duracdo da fase lag com o0 aumento da concentracdo de acido acético em meio minimo
composto por sais minerais, glicose e vitaminas a 30°C. Belissimi e colaboradores (2009)
observaram um impacto negativo acentuado e especifico na velocidade de consumo de
xilose em experimento realizado com a cepa recombinante S. cerevisiae RWB 218 em
meio sintético contendo 20 g/L de glicose e xilose e 3 g/L de acido acético a 30°C e pH
3,5. ApoOs o esgotamento da glicose, a velocidade de consumo de Xxilose diminuiu

drasticamente, restando 50% da xilose ap6s 48h de fermentag&o.

Os efeitos dos furaldeidos, especialmente furfural e hidroximetilfurfural (HMF),
sobre o metabolismo de microrganismos foram amplamente estudados (ALMEIDA et al.,
2009; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Palmqvist e colaboradores (1999)
observaram a inativacdo da replicacdo de S. cerevisiae sem inibicdo da atividade celular
na presenca de furfural. O furfural provocou a reducdo do rendimento de células em
relacdo ao ATP, da velocidade de crescimento e da produtividade, tendo o crescimento
se mostrado mais sensivel ao composto do que a producdo de etanol (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000). Apesar do potencial inibitorio, o furfural e o HMF podem
ser metabolizados por S. cerevisiae e convertidos em alcoois menos toxicos. Durante a
fermentacdo, o furfural é reduzido com altos rendimentos a alcool furfurilico, causando
uma fase lag na producdo de etanol. Na presenga de alcool furfurilico, foi constatada
apenas uma ligeira inibicdo do crescimento de S. cerevisiae (LARSSON et al., 1999;
PALMQVIST et al., 1999). O HMF é convertido em alcool 5-hidroximetilfurfurilico a
velocidades mais baixas que o furfural (aproximadamente quatro vezes). Por esse motivo,
embora sua toxicidade seja menor, o efeito do HMF sobre as células é prolongado. Assim
como o furfural, o HMF afeta as velocidades de crescimento e de fermentacdo e a
extensdo da fase lag (TAHERZADEH et al., 2000).

Compostos fendlicos também inibem a fermentagdo de hidrolisados
lignocelulosicos a etanol por S. cerevisiae (LARSSON et al., 2000). Embora presentes

em niveis baixos em comparagdo aos compostos provenientes da degradacdo de
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carboidratos, como o furfural e 0 HMF, os compostos fenolicos possuem potencial
inibitorio aproximadamente 10 vezes maior, principalmente os de baixo peso molecular
(CLARCK; MACKIE, 1984). Adeboye e colaboradores (2014) classificaram 13
compostos fendlicos comumente encontrados em hidrolisados lignoceluldsicos de acordo
com o efeito no crescimento de S. cerevisiae. Os autores identificaram que a influéncia
dos compostos fendlicos sobre a levedura seguiu trés padrfes principais. O grupo 1,
formado por 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido, alcool homovanilico, vanilina, &cido
siringico e &cido dihidroferulico, provocou prolongamento da fase lag e decréscimo na
velocidade maxima especifica de crescimento com o0 aumento da concentracao até que o
crescimento cessasse. O grupo 2, constituido por &cido p-cumarilico, hidroquinona, &cido
feralico, acido homovanilico e &cido 4-hidroxibenzoico, ndo causou acréscimo na fase
lag, somente reducdo da velocidade maxima especifica de crescimento com o aumento
da concentracdo até que ndo houvesse mais crescimento. No grupo 3, composto por acido
vanilico, acido galico e vanilidenacetona, ndo houve alteragdo na duracao da fase lag e
na velocidade maxima especifica de crescimento, que permaneceu constante até que se
atingisse a concentracdo maxima tolerada pelas células (ADEBOYE et al., 2014). Os
autores também observaram que a concentracdo que induz efeitos inibitorios é variavel
entre os compostos fendlicos e que diferentes compostos tém efeitos distintos ndo apenas
na formacdo de biomassa, mas também na producéo de etanol, acetato e glicerol.

Larsson e colaboradores (2000) estudaram a influéncia de 20 compostos
aromaticos encontrados em diferentes hidrolisados de lignocelulose no crescimento e na
producgéo de etanol de S. cerevisiae em meio definido contendo 20 g/L de glicose. Nas
concentracgdes testadas (0,02, 0,20 e 1,00 g/L), a inibicdo do crescimento foi observada
para todos 0s compostos examinados (vanilina, isovanilina, ortovanilina, catecol,
hidroquinona, p-benzoquinona, acido cindmico, &cido p-cumarilico, acido 4-metoxi-
cindmico, acido 3-metoxi-cinamico, acido ferulico, aldeido coniferilico, isoeugenol,
eugenol, acido 3-(3,4-dimetoxi-fenil)-propanoico, acido 3,4-dimetoxi-cindmico, acido 3-
hidroxi-4-metoxi-cindmico e acido 3,5-dimetoxi-cindmico), exceto para acido 3,5-
dimetoxi-4-hidroxi-cindmico e alcool coniferilico. O crescimento celular, determinado
pelo rendimento de biomassa e pela velocidade de crescimento, foi mais influenciado

pelos compostos inibidores do que o rendimento em etanol (LARSSON et al., 2000).
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3.3.2 Etanol

Saccharomyces cerevisiae € um produtor natural de etanol, porém € sensivel a
altas concentracdes do produto. Elevadas concentracfes de etanol séo altamente toxicas
para o crescimento e o metabolismo das células, sendo a principal razéo de fermentacGes
lentas e da conversdo incompleta de acucares (ANSANAY-GALEOTE et al., 2001;
CHEN; XU, 2014; YANG et al., 2012).

O etanol se difunde livremente através da membrana celular e, em altas
concentragOes, afeta sua integridade e fluidez e aumenta a permeabilidade de ions, o que
resulta em inibicdo do crescimento e reducdo da viabilidade das células. Além disso,
ocorrem mudancas no fluxo de carbono para fornecer energia adicional para a
manutencdo das células. Como resultado, o metabolismo é desviado da via de producgéo
de etanol para aumentar a producdo de ATP (YANG et al., 2012).

Sandri e colaboradores (2018) estudaram a influéncia do etanol sobre a fermentacao
de xilose pela cepa recombinante S. cerevisiae MDS 130. Em experimentos realizados
com células livres em meio contendo extrato de levedura, peptona e xilose (20 g/L) ndo
suplementado e suplementado com 20 g/L de etanol, foram obtidas produtividades de
0,189 e 0,180 g/L/h e viabilidades de 98 e 97% no fim das fermenta¢es, indicando que
o etanol ndo foi toxico ao metabolismo celular em concentragdes abaixo de 20 g/L. Em
contrapartida, os cultivos suplementados com 40 e 60 g/L de etanol alcancaram
produtividades e viabilidades finais de 0,092 e 0,030 g/L/h e 88 e 33%, respectivamente,

reforcando o efeito toxico das altas concentracfes de etanol sobre as células.

Mais recentemente, Perez e colaboradores (2021) analisaram o efeito do etanol e
da sinergia entre etanol e inibidores do hidrolisado em experimentos conduzidos em
batelada repetida com S. cerevisiae GSE16-T18 HAAL imobilizada em alginato de célcio.
Em meio sintético contendo aproximadamente 20 g/L de extrato de levedura, 40 g/L de
peptona, 19 g/L de glicose e 112 g/L de xilose (YPDX), as celulas reproduziram nove
bateladas repetidas com conversao de agucares superior a 90% e, ap6s 123h de processo,
apresentaram viabilidade de 85%. Por sua vez, em meio YPDX suplementado com 50
g/L de etanol, as células reproduziram apenas trés bateladas repetidas com conversao total
de acUcares. A exposicao as altas concentragdes de etanol por aproximadamente 24h foi

suficiente para afetar o desempenho das células, que terminaram o processo de quatro
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bateladas repetidas com 76% de viabilidade e conversdo de agucares de 60%. Entretanto,
o pior cenério foi observado em meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de
cana-de-agucar concentrado, nas mesmas concentracfes de aglcares, extrato de levedura,
peptona e etanol do experimento com meio YPDX suplementado com etanol. Apenas 6h
de exposicdo ao etanol e aos inibidores presentes no hidrolisado foram suficientes para
afetar o desempenho das células. J& na segunda batelada, a conversdo de aglcares nao
passou de 40% e a viabilidade caiu para 43%, indicando o efeito sinérgico desses

compostos.

3.4 Estratégias de cultivo para amenizar o efeito dos inibidores

3.4.1 Imobilizacao das células

A imobilizacdo de microrganismos em suportes oferece um efeito de protecéo as
celulas em decorréncia da formacéo de uma camada celular de sacrificio, que atua como
uma barreira contra fatores externos nocivos; de um gradiente de concentracdo dos
inibidores, devido as limitacdes de transferéncia de massa dentro da particula; e de um
microambiente no interior das particulas de biocatalisador (MILESSI et al., 2020a). Além
disso, aimobilizacdo facilita a recuperacdo das células para operacdo em batelada repetida
e possibilita a utilizacdo de elevadas densidades celulares. Todos esses fatores contribuem
para 0 aumento da produtividade (AZHAR et al., 2017; MILESSI et al., 2020a,b; ZHAO;
XIA, 2010). O suporte empregado na imobilizacdo deve ser apropriado para preservar a
viabilidade das células e ter permeabilidade adequada para a difusdo de oxigénio, de
nutrientes essenciais e de produtos e residuos metabolicos através da rede polimérica
(AZHAR et al., 2017).

Dentre os diferentes métodos de imobilizacdo (adsorcdo, reticulacdo e
encapsulamento, por exemplo) (AZHAR et al., 2017), o aprisionamento em polimeros
naturais, como o gel de alginato, tem se mostrado um método eficaz, que permite a
retencdo simples e eficiente das células sem perda de suas propriedades inerentes
(ANTUNES et al., 2019). Além disso, comparada com outros métodos, a imobilizagdo
com alginato de calcio parece ser mais efetiva na reducdo do efeito de inibidores da

fermentagdo, como o &cido acético e o furfural presentes nos hidrolisados de hemicelulose
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(ZHAO; XIA, 2010). No entanto, o gel tem estabilidade mecénica limitada, que pode ser
facilmente danificada pela producéao intensa de didxido de carbono, e enfraquecida pela
presenca de fosfatos (AZHAR et al. 2017; MISHRA et al., 2016).

Visando analisar o efeito protetor da imobilizacdo, Milessi e colaboradores
(2020a) realizaram experimentos com a cepa recombinante Saccharomyces cerevisiae
GSE16-T18 na forma livre e imobilizada, na concentracdo de 50 g de células secas/L, em
meio contendo extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L, xilose 40 g/L e acido acético
8 g/L. A produtividade alcancada com a levedura encapsulada (1,317 g/L/h) mais que
dobrou em relacéo as células livres (0,638 g/L/h). J& em experimentos com hidrolisado
de hemicelulose de bagaco de cana-de-agUcar ndo destoxificado (21,4 g/L de glicose, 92,8
g/L de xilose, 7,8 g/L de arabinose, 4,7 g/L de manose, 7,6 g/L de acido acético, 0,29 g/L
de furfural e 0,67 g/L de hidroximetilfurfural) suplementado com ureia 2 g/L, Milessi e
colaboradores (2020b) observaram que a levedura S. cerevisiae GSE16-T18 encapsulada
apresentou melhor desempenho do que a livre, com rendimento de 0,47 g de etanol/ g de
acucares (28 g/L de etanol) e 0,40 g de etanol/ g de acUcares (24 g/L de etanol),
respectivamente. Além disso, a viabilidade das células imobilizadas ndo foi alterada
(99,6%), enquanto a das células livres caiu para 2% ao final do processo. Tais resultados
confirmaram o efeito protetor do gel de alginato de célcio.

A fim de fortalecer as particulas de biocatalisador e evitar a liberacdo de células,
Mishra e colaboradores (2016) incubaram a cepa nativa S. cerevisiae NRRL2034
imobilizada em alginato de célcio em solucdo de CaCl, 2,0% (m/v) separadamente por
16h (normal bead, NB) e 120h (extra hardened bead, EHB), proporcionando o aumento
do tempo de reacdo com os ions de calcio. O NB foi reutilizado em até 24 ciclos com
rendimento em etanol médio de 69% do tedrico, enquanto o EHB produziu etanol com
rendimento médio de 73% do tedrico por 36 ciclos. Em termos de fermentacgdo, nos ciclos
iniciais, 0 EHB foi um pouco mais lento em comparacdo com o NB, visto que a estrutura
gelatinosa provavelmente se tornou mais compacta, resultando em menor porosidade e

maior resisténcia a transferéncia de massa (MISHRA et al., 2016).

3.4.2 Temperatura

20



Uma das dificuldades no processo de obtencéo de etanol € encontrar a condicédo
6tima de temperatura de fermentacao para maximizacao da produtividade, do rendimento,
da concentracdo de etanol e da viabilidade celular e para minimizacao do custo energeético
(ALDIGUIER et al., 2004).

No estudo da influéncia da temperatura de fermentagdo sobre cepas de
Saccharomyces cerevisiae, Torija e colaboradores (2003) verificaram alteracdo no
crescimento com a variacdo da temperatura durante experimentos realizados a 15, 20, 25,
30 e 35°C. A curva de crescimento usual, formada pelas fases lag, exponencial,
estacionaria e de declinio, foi observada a 25 e a 30°C. A 35°C, ocorreu morte mais
acentuada, possivelmente em decorréncia do maior acumulo de etanol intracelular em
temperaturas mais altas, que altera a estrutura da membrana e causa toxicidade as células.
Ja nas temperaturas de 15 e 20°C, a fase de declinio néo foi observada e a fase estacionaria
durou até o final da fermentacdo. A temperatura também afetou o metabolismo das
células. A concentracao final de etanol diminuiu com o aumento da temperatura, em razao
do aumento da formacdo de subprodutos por outras vias metabolicas, como glicerol e

acido acético, uma vez que o substrato foi consumido em totalidade.

A realizacdo da fermentacdo em temperaturas inferiores as utilizadas nos
processos convencionais aumenta a resisténcia da levedura ao etanol, resultando em
vinhos com maior teor alcoolico e, consequentemente, demandando menor consumo de
vapor durante a etapa de destilacdo (VELOSO et al., 2019).

Aldiguier e colaboradores (2004) estudaram os efeitos do etanol e da temperatura
no comportamento dindmico de S. cerevisiae durante a producdo de etanol. Em
experimentos realizados em batelada alimentada em cinco temperaturas diferentes, os
autores identificaram concentrac6es de etanol criticas para a viabilidade das células. Até
a concentracdo de etanol atingir o valor de cerca de 80 g/L a 27°C, 100 g/L a 30 e 33°C
e 50 g/L a 36°C, mais de 90% das celulas encontravam-se viaveis. Acima deste valor, a
viabilidade caiu drasticamente. A 39°C, observou-se uma rapida queda na viabilidade
celular logo no inicio da fermentagdo. Como resultado do impacto da temperatura e da
velocidade de producdo de etanol na viabilidade celular e na producdo de biomassa e de
etanol, as temperaturas de 30 e 33°C levaram a melhores desempenhos, com
produtividade média em etanol de 4 g/L/h, com pequeno beneficio para o crescimento a
30°C e para a producéo de etanol a 33°C.
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Mais recentemente, Veloso e colaboradores (2019) avaliaram a fermentacdo em
batelada alimentada em baixas temperaturas como forma de obter vinhos alcéolicos
altamente concentrados. Em comparagdo com a fermentacdo realizada em condigoes
operacionais proximas as empregadas nas destilarias brasileiras (temperatura de 34°C e
concentracdo de substrato na alimentacéo de 180 g/L.), os autores alcangcaram um aumento
de 64,4% na producéo de etanol, correspondendo a uma concentracao final de etanol de
134,7 g/L, na fermentacdo conduzida a 28°C com 305,4 g/L de sacarose na alimentacao.
A reducdo da temperatura de fermentacdo permitiu 0 aumento da concentracdo de
substrato na alimentacao e, consequentemente, da concentracao de etanol no vinho, em
decorréncia do aumento da resisténcia da levedura ao etanol, uma vez que temperaturas
mais baixas dificultam o transporte de substancias toxicas para o interior das células. No
entanto, a produtividade caiu de 10,15 g/L/h a 34°C para 4,99 g/L/h a 28°C, o que pode

comprometer a viabilidade econdmica do processo conduzido a baixa temperatura.

3.5 Reatores de leito fixo para producéo de etanol 2G

Biorreatores de leito fixo sdo amplamente utilizados na industria bioquimica em
razdo de sua eficiéncia, do baixo custo de construcdo e operacdo e da facilidade de
automacdo, operacdo e manutencdo (GRUBECKI, 2018; KARAGOZ et al., 2019;
RIVALDI et al., 2008).

Esse equipamento consiste em um reator no qual células (ou enzimas)
imobilizadas s&o empacotadas em um leito através do qual o meio de cultivo é escoado
(KARAGOZ et al., 2019). Comparados aos biorreatores tipo tanque agitado, o0s
biorreatores de leito fixo oferecem menor risco de desintegracdo das particulas de
biocatalisador por cisalnhamento mecénico (GRUBECKI, 2018). Entretanto, sua
capacidade de mistura é limitada e pode haver formacdo de caminhos preferenciais de
escoamento no interior do leito, prejudicando a conversao de substrato (KARAGOZ et
al., 2019; CASCAVAL et al., 2011).

Em processos empregando biorreatores de leito fixo, 0 meio de cultivo pode ser
alimentado e retirado continuamente, configurando modo de operagdo continuo. Também
é possivel conduzir o processo com volume definido de meio, sem adicéo de nutrientes e

remocdo de produtos até que a fermentacdo seja concluida (modo de operacdo em
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batelada) (KARAGOZ et al., 2019). O biorreator de leito fixo pode ser ainda operado em
bateladas repetidas. Dessa forma, o microrganismo pode ser reutilizado em um novo ciclo
de fermentagcdo sem a necessidade de centrifugacéo, reduzindo o tempo e o custo do

processo e, consequentemente, melhorando a produtividade (MILESSI et al., 2020a).

Mishra e colaboradores (2016) estudaram a producdo de etanol lignocelulésico
em reator de leito fixo operado em modo continuo a 30°C utilizando Saccharomyces
cerevisiae GSE1618 (recombinante) imobilizada em alginato de calcio (cerca de 70% do
volume total do leito). A partir da alimentacdo de meio sintético (glicose 60 g/L e xilose
30 g/L) seguida da alimentacéo de hidrolisado de palha de arroz n&o destoxificado (69,85
g/L de glicose, 13,77 g/L de xilose, 1,42 g/L de &cido acético, 0,52 g/L de furfural e 0,46
g/L de HMF) a uma taxa de diluicdo maxima de 0,61 h™, os autores obtiveram uma
concentracdo maxima de etanol de 42,72 g/L com rendimento de 99,96% do tedrico e

uma produtividade maxima de 26,06 g/L/h.

Mais recentemente, Perez e colaboradores (2021) também utilizaram um reator de
leito fixo operado em modo continuo a 35°C para realizar a fermentacédo de hidrolisado
de hemicelulose de bagaco de cana-de-acucar bruto concentrado (46,45 g/L de xilose,
7,36 g/L de glicose, 5,86 g/L de arabinose, 8,27 g/L de acido aceético, 0,18 g/L de furfural
e 0,15 g/L de HMF e 2,45 g/L de compostos fendlicos), suplementado com extrato de
levedura e peptona, por S. cerevisiae GSE16-T18 HAAL imobilizada em alginato de
calcio. Apds aproximadamente 4,3 tempos de residéncia, a produtividade e o rendimento
em etanol atingiram valores de 1,86 g/L/h e 0,33 g/g, respectivamente, seguidos por um
declinio acentuado. A concentracdo maxima de etanol foi de apenas 8,89 g/L. O processo
fermentativo foi interrompido apds aproximadamente 16 tempos de residéncia com 24%
de viabilidade das células. Tal comportamento foi atribuido ao efeito sinérgico dos
inibidores presentes no hidrolisado e do etanol, intensificado pelo tempo de exposicao,

sobre as células da levedura.

Por sua vez, Milessi e colaboradores (2020b) conduziram a fermentacdo de
hidrolisado de hemicelulose de bagago de cana-de-agucar bruto concentrado (100,0 g/L
de xilose, 9,7 g/L de glicose, 6,5 g/L de acido acético, 0,368 g/L de furfural e 0,016 g/L
de HMF), suplementado com extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L), em
batelada, utilizando um reator de leito fixo. As células de S. cerevisiae GSE16-T18,
imobilizadas em alginato de calcio, assimilaram 96,0% dos agucares disponiveis no meio

(apos a diluicdo provocada pela adi¢do das particulas de biocatalisador), atingindo uma
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concentracdo de etanol de 17,6 g/L, com produtividade e rendimento em etanol de 4,4

g/L/h e 0,39 g/g, respectivamente.

De maneira geral, a utilizac@o de biorreatores de leito fixo favorece a viabilidade
do processo, uma vez que esses reatores apresentam elevada conversédo por peso de
biocatalisador, alta produtividade e custo reduzido de operacdo e manutengédo, devido a
capacidade de operacdo por longos periodos e a facilidade de recuperacdo do
biocatalisador, consistindo em uma boa opc¢éo para a producao de bioetanol (MILESSI et
al., 2020a).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo e inéculo

Nos ensaios fermentativos, foram utilizadas as leveduras Saccharomyces
cerevisiae GSE16-T18 (DEMEKE et al., 2013a,b), GSE16-T18 HAAL1 (MEIJNEN et al.,
2016) e MDS 130 (LIAO et al., 2020), desenvolvidas e gentilmente cedidas pelo grupo
de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Johan M. Thevelein (KU Leuven/VIB, Bélgica).

Inicialmente, uma alcada da cultura estoque, armazenada em criotubos e mantida
em ultrafreezer a -80°C, foi estriada em placa contendo extrato de levedura 10 g/L,
peptona 20 g/L, xilose 20 g/L e &gar 1,5% m/v. A placa foi incubada a 35°C por
aproximadamente 48h. Em seguida, uma col6nia isolada foi transferida para 30 mL de
meio YPDX 2% (extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L, glicose 10 g/L e xilose 10
g/L) suplementado com ampicilina 100 pug/mL, para evitar a proliferacdo de bactérias em
caso de contaminacdo. A suspensdo foi colocada em incubadora rotatéria a 200 rpm e
30°C e, quando a densidade Optica desejada, referente a fase exponencial de crescimento,
foi alcangada, 10 mL foram transferidos para 250 mL de meio YPDX 2% suplementado
com ampicilina 100 pg/mL. A suspensdo resultante foi mantida em incubadora rotatoria
a 200 rpm e 30°C até atingir a densidade dptica desejada, relativa a fase exponencial de
crescimento. As células foram recuperadas por centrifugacao (4500 rpm e 4°C por 30
min) (MILESSI, 2017).

4.2 Imobilizacdo das células

A imobilizagéo foi realizada conforme procedimento descrito por Da Silva (2013)
e Milessi (2017). A suspensdo de biomassa concentrada obtida apds a centrifugacéo foi
adicionada na propor¢do de 10 % m/m a uma solucdo contendo alginato de sédio 1%
m/m. A suspensdo resultante, contendo células e alginato, foi entdo gotejada em solugéo
de coagulacéo (CaCl2 0,25M e MgCl2 0,25M), de modo a se formarem os beads. Ao final

da imobilizacéo, os beads foram recolhidos por peneiramento e mantidos a 4°C por 12h
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em solucéo de cura (extrato de levedura 20 g/L, peptona 40 g/L, CaCl. 4 g/L, pH 5,6) ou
por 120h em solug&o de cura suplementada com CaClz 2,0% m/v (MISHRA et al., 2016).

4.3 Meios fermentativos

Nos ensaios, foram usados sete meios fermentativos, listados a seguir. A
utilizacdo de diferentes meios esta relacionada com a estratégia experimental adotada,

detalhada na secéo 4.5.

1. Extrato de levedura, peptona, glicose, xilose e hidrolisado de hemicelulose de
bagaco de cana-de-agUcar bruto (ndo concentrado) (YPDXHB);

Extrato de levedura, peptona, glicose e xilose (YPDX);

Extrato de levedura, peptona, frutose e xilose (YPFX);

Extrato de levedura, peptona, sacarose e xilose (YPSX);

o B~ w N

Extrato de levedura, peptona, sacarose e hidrolisado de hemicelulose de bagaco

de cana-de-agucar bruto (ndo concentrado) (YPSHB);

6. Extrato de levedura, peptona, melaco e hidrolisado de hemicelulose de bagaco de
cana-de-acucar bruto (ndo concentrado) (YPMHB);

7. Melaco e hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-aglcar bruto

(ndo concentrado) (MHB).

A composicdo do melaco e dos hidrolisados de hemicelulose empregados na
formulacdo dos meios é apresentada nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente. Os
hidrolisados de hemicelulose foram produzidos pela equipe do Prof. Dr. Silvio Silvério
da Silva, do Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-
USP), por hidrdlise acida de bagaco de cana-de-agUcar, conforme procedimento descrito
por Milessi e colaboradores (2013). O bagaco de cana-de-agucar usado para obtencéo do

hidrolisado e o melago foram cedidos pela Ipiranga Agroindustrial (Descalvado, SP).

Tabela 4.1. Composicdo (g/L) do melago.

Sacarose Frutose Glicose
718,20 79,25 79,25
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Tabela 4.2. Composicéo (g/L) do hidrolisado acido de hemicelulose de bagacgo de cana-

de-agUcar bruto (ndo concentrado).

Acido

Lote Glicose Xilose Arabinose L. Furfural HMF
acético
1 1,69 19,46 1,11 4,60 0,302 0,006
2 1,17 15,00 1,82 451 0,130 ND

ND: ndo detectado.

Foram formulados meios YPDXHB e MHB com concentragdo de acUcares
fermentéaveis (AF) de aproximadamente 100 g/L (Tabela 4.3) e meios YPSX, YPSHB,
YPMHB e MHB com concentracdo de AF de aproximadamente 220 g/L (Tabela 4.4).
Também foram preparados meios MHB, YPDX, YPFX e YPSX com concentracdo de
AF de aproximadamente 220 g/L (Tabela 4.5) para estudos complementares. Na
formulacdo dos meios YPDXHB, MHB1 e MHB2 (Tabela 4.3) e dos meios YPSHB,
YPMHB e MHB3 (Tabela 4.4), foi empregado o hidrolisado de hemicelulose do lote de
numero um (Tabela 4.2), enquanto, na formulacdo do meio MHB4 (Tabela 4.5), foi usado

o hidrolisado de hemicelulose do lote de nimero dois.

Tabela 4.3. Composicédo (g/L) dos meios YPDXHB, MHB1 e MHB2.

Componente YPDXHB  MHBI1? MHB2P
Extrato de levedura 10 - -
Peptona 20 - -
Sacarose - 63,77 61,22
Frutose - 6,09 594
Glicose 9,28 6,94 6,78
Xilose 88,76 17,18 16,17
Arabinose 0,80 0,98 0,92
Acido acético 3,33 4,06 4,11
Furfural 0,219 0,267 0,251
HMF 0,004 0,005 0,005
AF 98,04 97,34 93,33

2 meio usado em ensaio com as cepas GSE16-T18, GSE16-T18 HAA1 e MDS 130 em
minirreatores;

b: meio usado em ensaio com a cepa MDS 130 em reator de leito fixo.
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Tabela 4.4. Composicéo (g/L) dos meios YPSX, YPSHB, YPMHB e MHB3.

Componente YPSX?* YPSX" YPSHB YPMHB? YPMHB® MHB3* MHB3P

Extrato de

20 20 2 2 20 : :
levedura
Peptona 40 40 40 40 40 - -
Sacarose 188,19 18144 189,99 16026 15162 169,98 15867
Frutose : : 505 1311 1211 1546 14,01
Glicose - : 372 1436 1610 1293 1437
Xilose 1887 2097 1251 1250 1326 1668 17,88
Arabinose - : 071 071 075 09 1,02
Aeido : : 296 295 313 394 423
acetico
Fufural - : 0194 0194 0206 0259 0278
HMF : : 0004 0004 0004 0005 0006
AF 216,96 21196 22127 20866 20107 22400 21328

& meio usado em ensaio com as cepas GSE16-T18 e GSE16-T18 HAALl em
minirreatores;

b: meio usado em ensaio com a cepa MDS 130 em minirreatores.

Tabela 4.5. Composicdo (g/L) dos meios MHB4, YPDX, YPFX e YPSX.

Componente MHB4 YPDX YPEX YPSX
Extrato de levedura - 20 20 20
Peptona - 40 40 40
Sacarose 179,30 - - 177,18
Frutose 8,06 - 187,34 -
Glicose 17,66 185,96 - -
Xilose 12,00 18,02 18,16 19,16
Arabinose 1,46 - - -
Acido acético 3,60 - - -
Furfural 0,104 - - -

HMF ND - - -

AF 226,46 203,98 205,05 205,67

ND: ndo detectado.

Para a preparacdo dos meios contendo melagco (YPMHB, MHB1, MHB2, MHB3
e MHB4), cuja composicdo é detalhada nas Tabelas 4.3, 4.4 e 4.5, foi adotado um
procedimento especifico, em raz&o da dificuldade de manipular o melaco, que ¢é altamente
viscoso. Primeiramente, 0 melago era aquecido em banho-maria até aproximadamente
50°C. Entdo, com auxilio de duas provetas, os volumes de melaco e de hidrolisado de

hemicelulose, previamente calculados com base na concentracdo de AF (100 ou 220 g/L)
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e no volume de meio desejados, eram transferidos para um frasco reagente com tampa,
sendo o hidrolisado de hemicelulose usado para remover o excedente de melaco da
respectiva proveta. Ap6s homogeneizagdo, a concentracdo de AF era, ainda, checada por
analise com acido 3-dinitrosalicilico (DNS) (SAQIB; WHITNEY, 2011) ou
Cromatografia de Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). No caso do meio YPMHB, a
mistura de melago e hidrolisado de hemicelulose era posteriormente suplementada com

extrato de levedura e peptona.

Todos os meios foram submetidos a ajuste de pH até 5,6 e suplementados com
CaCl2 4 g/L.

4.4 Ensaios fermentativos

4.4.1 Ensaios em minirreatores

Os ensaios em minirreatores foram realizados em tubos tipo Falcon com vedagéo
e dotados de saida de gas para o ambiente (MESQUITA et al., 2021; MILESSI et al.,
2020a,b). Os minirreatores (14 mL de volume total) foram preenchidos com 3 mL de
meio fermentativo e 3 mL de beads e incubados a 35°C em condicéo estatica (Figura 4.1).
A fim de acompanhar as fermentac6es, os minirreatores foram pesados periodicamente
em balanca analitica. A diferenca entre a massa inicial e a massa em cada tempo
corresponde a massa de gas carbonico liberada. Também foi incluido um minirreator de
controle, contendo o volume total (6 mL) de meio sem células imobilizadas, para
monitoramento da perda de massa por evaporacao e corre¢do da perda de massa total,
como mostrado na Equagéo 1 (MILESSI, 2017).

Mceo, = (mreatoro - mreatort) - (mcontroleo - mcontrolet) (1)
Em que:

Mo, Massa de CO; liberada até o tempo da medida;
Myeator,- Massa do minirreator no tempo zero;
Myeqtor,- Massa do minirreator no tempo da medida;

Meontrole,- Massa do controle no tempo zero;
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Meontrote,- Massa do controle no tempo da medida.

Figura 4.1. Fermentacdo em minirreatores.

Quando a massa do minirreator se estabilizava, 0 meio fermentado era retirado
por separacdo simples e meio fresco frio (4°C) era adicionado. A sequéncia de
experimentos com reciclo de células era concluida quando o perfil de producéo de CO-
apresentava inclinagéo significativamente menor que 0s anteriores ou quando a perda de
viabilidade das células era observada. No inicio e no fim de cada batelada, uma aliquota
de meio foi coletada para quantificacdo de aclcares e metabolitos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Também foi retirada uma amostra de bead ao final

de cada batelada para analise de viabilidade.

4.4.2 Ensaio em reator de leito fixo

O ensaio em biorreator de leito fixo foi realizado em um reator encamisado, com
vedacdo e dotado de amostrador, acesso para alimentagéo e retirada de meio (na parte
inferior) e saida de gas para o ambiente (MILESSI et al., 2020a,b). O reator (5 cm de
didmetro) foi carregado com 40 g de beads e, com auxilio de uma bomba peristaltica,
alimentado com 40 mL de meio. O processo fermentativo foi conduzido a 35°C em
condicdo estatica (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Fermentacao em reator de leito fixo.
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A fim de acompanhar as fermentac@es, aliquotas de meio foram retiradas para
andlise da concentracao de agUcares redutores pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (SAQIB; WHITNEY, 2011). Ao fim de cada batelada, indicada pela auséncia de
acucares na amostra, 0 meio fermentado era escoado e 40 mL de meio fresco frio (4°C)
eram novamente bombeados para o interior do reator. Posteriormente, acucares e
metabolitos presentes nas amostras coletadas ao longo do processo fermentativo foram
quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Também foi
retirada uma amostra de bead ao final do experimento para analise de viabilidade
(MILESSI et al., 2020a).

4.5 Descricdo da estratégia experimental

Inicialmente, foram realizados ensaios fermentativos com as trés leveduras
recombinantes (Saccharomyces cerevisiae GSE16-T18, GSE16-T18 HAAL e MDS 130),
imobilizadas e mantidas por 12h em solucdo de cura, em meios contendo
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aproximadamente 100 g/L de agUcares fermentaveis (AF). Primeiramente, foi utilizado o
meio YPDXHB, para analisar o desempenho das linhagens em meio contendo hidrolisado
de hemicelulose bruto (ndo concentrado) em comparacdo com meios contendo
hidrolisados concentrados, estudados por Perez (2021). Depois, foi usado o meio MHB1,
a fim de avaliar o desempenho das cepas mediante estratégia de aumentar a concentracdo
de acucares fermentaveis do meio através da adicdo de melago ao hidrolisado néo
concentrado. Entdo, com base no desempenho das cepas em meio MHBL1, o processo

fermentativo foi escalonado em reator de leito fixo com a levedura que se destacou.

Posteriormente, visando atingir concentracfes de etanol similares as alcancadas
industrialmente, foram realizados ensaios fermentativos com as trés leveduras
recombinantes, imobilizadas e mantidas por 12h em solucédo de cura, em meios contendo
aproximadamente 220 g/L de AF. Primeiramente, foi utilizado o meio sintético YPSX,
isento de inibidores, como referéncia para estudar o comportamento das linhagens em
condigdes de concentracOes de etanol elevadas. Em seguida, foram usados 0os meios
YPSHB e YPMHB, com a finalidade de analisar o desempenho das linhagens tendo o
hidrolisado bruto (ndo concentrado) como fonte de xilose e 0 melaco como fonte de
sacarose. Nesse caso, 0 meio YPSHB foi empregado como meio de referéncia para avaliar
os efeitos do melago sobre a fermentacéo.

Por fim, foi utilizado o meio MHB3, objetivando avaliar a performance das cepas
no meio industrial de interesse para obtencao de etanol 2G e integragdo da producgéo de
etanol 1G e 2G. Com base no desempenho das cepas em meio MHB3, a levedura que se
destacou foi empregada em estudos complementares para analisar o efeito da condigédo
de cura dos beads na tolerancia ao etanol. Dessa forma, parte das células foi imobilizada
e mantida por 12h em solucdo de cura (procedimento analogo ao adotado em todos 0s
experimentos anteriores), enquanto outra parte das células foi imobilizada e mantida por

120h em solucdo de cura suplementada com CaClo.

Outro conjunto de estudos fermentativos complementares foi conduzido
especificamente com a cepa MDS 130 para investigar o metabolismo de xilose na
presenca de altas concentracbes de hexoses. Nesse caso, as células da levedura,
imobilizadas e mantidas por 12h em solucédo de cura, foram avaliadas nos meios YPDX,
YPFX e YPSX, contendo aproximadamente 220 g/L de AF e razdo entre as concentragdes

de pentose e hexoses de aproximadamente 1:10, em batelada simples.
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Todos os experimentos foram realizados em bateladas repetidas, exceto os estudos
complementares realizados com os meios YPDX, YPFX e YPSX, conforme
procedimento descrito nas sec¢des 4.1, 4.2 e 4,4, utilizando 0s meios descritos na se¢ao
4.3.

4.6 Meétodos analiticos

4.6.1 Concentracado de celulas

A concentracdo de células livres (Cy) de Saccharomyces cerevisiae GSE16-T18,
GSE16-T18 HAAL1 e MDS 130 a ser imobilizada foi determinada por turbidimetria e
correlacionada com a densidade 6tica (DO), lida em espectrofotdmetro ajustado ao
comprimento de onda de 600 nm, através das curvas de calibracdo dadas nas Equacoes 2,
3 e 4, respectivamente. As medidas foram feitas em suspensdes celulares devidamente
diluidas, apds centrifugacdo, lavagem e ressuspensdo das células em &gua destilada
(MILESSI, 2017; SANDRI, 2019).

Cx = (0,490 + 0,014) - DO )
Cx = (0,555 + 0,007) - DO ?)
Cx = (0,624 + 0,010) - DO ()

4.6.2 Viabilidade das células

Para analisar a viabilidade das células imobilizadas, inicialmente, os beads foram
dissolvidos em citrato de sédio 8% m/v, na proporc¢éo de 100 mg de beads/mL de solucéo,
sob agitacdo magnética. A viabilidade das células foi determinada por coloracdo das
células ndo viaveis com azul de metileno e contagem em cadmara de Neubauer, sendo
definida como a razdo entre celulas viaveis e células totais (viaveis e ndo viaveis)

presentes em um espago definido da cdmara de contagem (DA SILVA, 2013).
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4.6.3 Concentracdo de agucares, metabolitos e inibidores

Xilose, glicose, frutose, sacarose, etanol, xilitol, glicerol, acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) utilizando o cromatdgrafo Waters Breeze 2 equipado com detectores
de indice de refracdo e de UV-visivel. As analises de xilose, glicose, frutose, sacarose,
etanol, xilitol e glicerol foram realizadas na coluna Sugar-Pak I, a 80°C, com EDTA
calcio (50 mg/L) em agua Milli-Q a 0,5 mL/min. As concentracGes de acido acético foram
determinadas na coluna Aminex HPX87-H conectada ao detector UV-visivel (210 nm)
com 0,6 mL/min de &cido sulfurico (5mM) em &gua Milli-Q. Por fim, furfural e HMF
foram quantificados na coluna C-18 (Beckman) conectada ao detector UV-visivel (274
nm) usando 0,8 mL/min de acetonitrila/agua Milli-Q 1:8 com 1% (v/v) de &cido acético.
Antes das andlises, as amostras foram centrifugadas a 14500 rpm e 4°C por 10 min e
devidamente filtradas em membranas de 0,22 um para remocdo de sélidos insolUveis
(MILESSI, 2017; MILESSI et al., 2020a).

4.7 Calculos
471 Conversao

A conversdo final de agucares, X, (%), foi calculada através da Equagdo 5
(SHULER et al., 2017).

Cs, — Cs
Xe =——72.100 (5)
Cs.

L

Em que:

Cs;: concentracdo de agucares no meio fermentativo no inicio da batelada (g/L)

determinada por CLAE;

Cs .- concentracdo de agucares no meio fermentativo no fim da batelada (g/L) determinada

f
por CLAE.
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Por sua vez, a conversao de acucares em funcgéo do tempo, X (%), foi determinada

através da Equacdo 6.

Mco,

X = - Xf (6)

Mco, f

Em que:

Mco, f: massa de CO: liberada durante a batelada.

4.7.2 Coeficiente de rendimento

O coeficiente de rendimento global em etanol, Y, s, foi determinado por meio da
Equacdo 7 (SHULER et al., 2017).

ACp CPf _CPi

Y, = =

Em que:

Cp ,: concentracdo de etanol no meio fermentativo no fim da batelada (g/L) determinada

f
por CLAE;

Cp,: concentracdo de etanol no meio fermentativo no inicio da batelada (g/L) determinada

por CLAE;

4.7.3 Produtividade

A produtividade volumétrica em etanol, Qp (g/L/h), foi calculada usando a
Equacdo 8 (SHULER et al., 2017).

Qp = % (8)

Em que:

At: tempo de duracgéo da batelada (h).
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4.7.4 Célculo de pontuacédo para escolha da levedura com melhor desempenho

Para a escolha da levedura com melhor desempenho, os parametros produtividade
em etanol, rendimento em etanol e viabilidade final das células em cada reciclo foram
comparados através de testes de Tukey (nivel de confianga de 95%), realizados no
software OriginPro. Para fazer os testes de Tukey, erros relativos do processo
fermentativo conduzido por Perez (2021), em duplicata, nas mesmas condi¢fes dos
experimentos relatados no presente trabalho foram propagados. De acordo com o0s
resultados dos testes de Tukey, cada pardmetro comparado entre as trés leveduras foi
pontuado da seguinte forma: para resultados com diferenca significativa, foram atribuidas
as pontuacdes 1 (maior valor), 0,5 (valor intermediario) e 0 (menor valor); no caso de
somente uma média significativamente diferente, foram usados apenas os valores 1 e 0;
para analises sem diferenca significativa, ndo foram atribuidos pontos. A levedura com a

maior soma total de pontos foi selecionada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos, linhagens de Saccharomyces cerevisiae recombinantes de
ultima geracéo foram desenvolvidas pelo grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Johan
M. Thevelein (KU Leuven/VIB, Bélgica), visando aprimora-las para utilizacdo em
processos industriais de producao de etanol 2G, que exigem assimilacdo eficiente dos
acucares fermentaveis, formacdo minima de subprodutos (xilitol, glicerol e &cido acético)
e tolerancia ao etanol e aos inibidores presentes nos meios fermentativos. Como exemplo,
tém-se as leveduras S. cerevisiae GSE16-T18 (T18), GSE16-T18 HAA1 (HAA1) e MDS
130 (MDS), utilizadas no presente trabalho.

A linhagem T18 foi geneticamente modificada para o consumo de xilose através
da insercdo de mudltiplas cépias do gene de xilose isomerase (XI) de Clostridium
phytofermentans na levedura industrial Ethanol Red e de técnicas de recombinacgéo génica
(DEMEKE et al., 2013a,b). A fim de melhorar a tolerancia da T18 ao acido acético,
técnicas de analise poligénica foram aplicadas para elucidar as bases genéticas da
tolerancia a esse acido organico, identificando o gene HAAL. Uma mutagdo pontual foi
inserida em duas copias do alelo HAAL da cepa T18, originando a linhagem HAA1
(MEIJNEN et al., 2016). A cepa MDS também descende da T18 e foi melhorada para

fermentacdo de xilose e tolerancia a inibidores (LIAO et al., 2020).

5.1 Caracterizagdo das linhagens recombinantes de S. cerevisiae em meios
fermentativos com 100 g/L de agUcares fermentaveis

A performance das trés linhagens em meios fermentativos contendo
aproximadamente 100 g/L de acucares fermentaveis (AF) foi avaliada e os resultados séo
apresentados a seguir. Embora os meios YPDXHB, MHB1 e MHB2 tenham sido
formulados com uma concentracdo de AF de aproximadamente 100 g/L (Tabela 4.3), a
adicdo dos beads provoca uma diluicdo nos meios, de forma que, nos ensaios
fermentativos relatados a seguir, a concentracdo de AF no reator era de, em media, 75
g/L.
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5.1.1 Fermentacdo em meios contendo hidrolisados de hemicelulose de bagaco de

cana-de-agucar concentrados e ndo concentrados

A utilizacdo de hidrolisados de hemicelulose concentrados para obtencdo de
etanol 2G tem sido abordada na literatura (ANTUNES et al., 2019; MILESSI et al.,
2020a,b; PEREZ, 2021; PEREZ et al., 2021; ZHAO; XIA, 2010). Nesse contexto, Perez
(2021) avaliou o desempenho das linhagens T18, HAA1l e MDS em hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar concentrado bruto (HC) e destoxificado (HD),
suplementados com extrato de levedura (Y) e peptona (P), em fermentacGes conduzidas
nas mesmas condicdes do presente trabalho. Os principais resultados obtidos pela autora
sdo apresentados na secdo 5.1.1.1, para permitir compara¢do com o processo fermentativo
em meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo

concentrado) (HB), conduzido no presente trabalho.

5.1.1.1 Estudos anteriores: fermentacdo em meios contendo hidrolisados de

hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar concentrados

De acordo com Perez (2021), o processo fermentativo em meio formulado com
HC, composto por 86,80 g/L de xilose, 9,15 g/L de glicose, 6,47 g/L de acido acético,
0,37 g/L de furfural e 0,016 g/L de HMF, foi interrompido na sexta batelada repetida,
quando a conversdo de AF n&o ultrapassou 10, 20 e 40% para T18, HAAL e MDS,
respectivamente. O acgucar disponivel no meio foi totalmente consumido apenas nos dois

primeiros ciclos pela T18 e nos quatro primeiros ciclos pela HAAL e pela MDS.

A Tabela 5.1 apresenta os resultados em concentragéo inicial e final de etanol,
produtividade e rendimento em etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em
meio YPHC com as leveduras T18, HAA1 e MDS. Com relacdo a produtividade em
etanol, os valores variaram entre 3,44 e 5,15 g/L/h, 3,56 € 4,51 g/L/h e 3,51 e 5,07 g/L/h
para T18, HAAL e MDS, respectivamente, nas trés primeiras bateladas e entre 0,26 e 1,40
g/L/h, 0,26 e 1,87 g/L/h e 0,46 e 1,79 g/L/h nas trés ultimas (PEREZ, 2021). A reducéo
na produtividade reflete a perda de viabilidade das células. No fim do processo
fermentativo, a porcentagem de células viaveis era de 35,0 paraa T18, 30,0 paraa HAA1

e 40,0 paraa MDS. A andlise estatistica via teste de Tukey apontou diferenca significativa
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para os parametros produtividade em etanol e viabilidade final das células, com destaque

para a MDS, e igualdade para o rendimento em etanol para as trés leveduras na maioria

das bateladas (PEREZ, 2021).

Tabela 5.1. Concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPHC com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estéatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 75 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeis Viabilidade
(g/L) (g/L) (g9/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)

T18 0,00 + 0,00 30,89+0,30 515+0,09® 0,49+0,05° 950+0,4~*

1 HAA1l  0,00+0,00 2453+0,24  4,09+0,07° 0,48+0,05° 950%0,4%
MDS 0,00 £0,00 26,11 + 0,25 4,35+0,07° 0,49+ 0,05° 950+£0,4%

T18 7,41+ 0,07 40,27 + 0,39 4,69 +0,02¢ 0,45+ 0,00° 88,0+£0,5Y

2 HAAL 9,22 £ 0,09 40,80 + 0,40 4,51 +0,02° 0,46 £ 0,00° 90,0+£0,6°
MDS 5,87 £ 0,06 36,30 £ 0,35 5,07 £ 0,02¢ 0,48 £ 0,004 90,0+£0,6°

T18 11,00£0,11  38,53+0,37 3,44+0,08" 047+005" 780+08"4

3 HAAl 1524+0,15 43,69+0,42 356+0,09" 047+005" 80,0+0,88
MDS 7,35+ 0,07 35,43+0,34 351+0,09" 045+0,04" 850+08€

T18 14,22 £ 0,14 31,03+ 0,30 1,40 +£0,00°¢ 0,37 £0,04° 65,0+0,7°

4 HAAL 8,54 + 0,08 31,01+ 0,30 1,87 £0,00" 0,44 £ 0,05° 70,0+0,7F
MDS 9,06 + 0,09 30,57 £ 0,30 1,79+ 0,00’ 0,42 +0,05° 69,0+0,7F

T18 1550+0,15 26,50 £ 0,26 0,61+0,00/  0,35+0,00' 40,0+05"

5 HAA1 16,03+0,16 20,45+0,20 0,26+0,00 0,38+0,00" 350+0,4¢
MDS  1445+0,14 26,56 £ 0,26 1,01+0,00' 0,44+0,00¥ 50,0+0,6"

T18 11,34 £ 0,11 16,10 £ 0,16 0,26 +0,02™ 0,34+0,03¥ 350+0,8'

6 HAAl 13,81+0,13 18,77 £ 0,18 0,28+0,02™ 0,37+0,03¥ 30,0+0,6°
MDS 13,49 +0,13 24,16 + 0,23 0,46 +0,03" 0,42+0,04% 40,0+0,9K

Qr @M, Ypis ©V, Viabilidade final *: médias comparadas usando teste de Tukey com 95%

de nivel de confianca. Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.

Fonte: Perez (2021).

Por sua vez, nas fermentacGes em meio formulado com HD (98,80 g/L de xilose,
7,60 g/L de glicose, 2,81 g/L de acido acético, 0,011 g/L de furfural e 0,002 g/L de HMF),

o perfil de conversdo de AF foi semelhante para as trés linhagens. Praticamente 100% do

acucar presente no meio foi consumido até o quarto reciclo, com reducdo para

aproximadamente 80% de converséo a partir da quinta batelada. A Tabela 5.2 apresenta
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os resultados em concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPHD com as leveduras T18,
HAAL e MDS.

Tabela 5.2. Concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPHD com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOgoo = 100,
[AF]reator = 75 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yers Viabilidade

(g/L) (g/L) (g/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)
T18 0,00+0,00  32,33+0,31 864+0,14® 051+0,05" 100,0+048B

1 HAA1 000+0,00 3238+031 7,97+013° 050+0,05" 98,0+04°
MDS  0,00+000 3665+0,36  7,53+0,12¢ 0,51+005" 98,0+04C¢

T18 16,10+0,16 51,92+050 853+0,03¢ 050+0,01° 980+0,6°

2 HAAl1 16,64+0,16 5450+053 8,08+0,03° 0,50+001° 950+0,6F
MDS 1893+0,18 4920+0,48  7,35+0,03F 0,43+0,00' 980+0,6°

T18 14,44 +0,14 4593+045 7,93+0,199 047+0,05Y 950+0,9F

3 HAA1 1955+019 5359+052 7,10+0,17" 046+0,05Y 90,0+09¢
MDS 1885+0,18 5386+052 6,72+0,17" 049+0,05¢ 97,0+0,9F

T18  2326+0,23 5478+053  4,33+0,00' 050+0,06Y 930+0,9"

4 HAA1 2294+022 6235+061 4,63+0,00/ 050+006Y 87,0+0,9'
MDS  22,02+0,21 56,73+055  3,32+0,00K 0,48+0,06Y 930+0,9"

T18  21,25+0,21 4852+047 1,36+000' 045+0,00" 860+1,0’

5 HAA1 2576+025 50,89+049 145+000™ 043+0,00% 80,0+1,0K
MDS  23,32+0,23 4844+047 128+0,00" 043+0,00* 90,0+11"

T18  17,04+0,17 41,29+040 1,09+0,07° 0,43+0,04Y 850+1,8M

6 HAAl1 20,68+0,20 4342+042 110+007° 041+0,04Y 780+1,7N
MDS  1997+0,19 4335+042 1,19+0,07° 0,40+0,04Y 88,0+19M

T18  14,09+0,14 40,60+0,39 0,64 +0,04°P 041+0,02? 820+2,0°

7 HAA1 16,54+0,16  40,02+0,39 0,10+0,019 0,43+0,022A 730+1,8"
MDS  13,37+0,13 41,37+040 064+0,04° 048+0,02” 88,0+21°

Qp ¥9, Ypis ™, Viabilidade final B2 médias comparadas usando teste de Tukey com 95%

de nivel de confianga. Letras iguais sobrescritas significam que ndo h& diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.

Fonte: Perez (2021).

Conforme reproduzido na Tabela 5.2, as produtividades em etanol permaneceram

entre 6,72 e 8,64 g/L/h nos trés primeiros ciclos, passando para 3,32; 4,33 e 4,63 g/L/h

no quarto e ndo ultrapassando 0,64 g/L/h na sétima e ultima batelada repetida (PEREZ,
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2021). As celulas de T18, HAAL e MDS chegaram ao fim do processo com viabilidades
de 82,0, 73,0 e 88,0%, respectivamente. A analise estatistica via teste de Tukey apontou
diferenga significativa para os parametros produtividade em etanol e viabilidade final das
células, com destaque para a T18, e igualdade para o rendimento em etanol para as trés
leveduras na maioria das bateladas (PEREZ, 2021).

5.1.1.2 Fermentagéo em meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de

cana-de-acucar bruto (ndo concentrado) suplementado com glicose e xilose

Introduzidos os resultados obtidos por Perez (2021) nas fermentagdes conduzidas
em meios formulados a partir de hidrolisados de hemicelulose de bagaco de cana-de-
acucar concentrados, inicia-se a apresentacao dos resultados referentes as fermentacdes
de meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar bruto (ndo

concentrado), realizadas no presente trabalho.

Com o propdsito de comparacdo, o0 meio YPDXHB foi formulado através da
adicdo de xilose e glicose ao hidrolisado de hemicelulose ndo concentrado de forma que
a composicdo em acucares fosse compativel com a dos hidrolisados concentrados
utilizados por Perez (2021). Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida
com as trés linhagens em meio YPDXHB, obteve-se o perfil de conversdo de agucares
apresentado na Figura 5.1. Os resultados em concentracdo inicial e final de etanol,
produtividade e rendimento em etanol e viabilidade final das células de cada reciclo

encontram-se na Tabela 5.3.

Na Figura 5.1, observa-se que todas as linhagens reproduziram dez bateladas
repetidas com consumo praticamente total dos aclcares fermentaveis (AF) presentes no
meio. Entre as trés linhagens, a HAA1 apresentou perfil de conversao de agucares mais
acelerado, seguida da MDS e da T18. Em todos os ciclos, a converséo de AF permaneceu
acima de 95, 98 e 96% para T18, HAAL e MDS, respectivamente.
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Figura 5.1. Acompanhamento da conversdo de agucares fermentaveis (% AF) durante

fermentacdes em bateladas repetidas em meio YPDXHB pelas leveduras: (A) T18, (B)
HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.3. Concentracao inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPDXHB com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,

[AF]reator = 75 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeris Viabilidade
(g/L) (g/L) (g/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)

T18 0,00+000 26,85+026 6,71+0,11% 0,45+005”" 99,6+09°

1 HAA1 0,00+ 0,00 22,74+0,22 758+0,13P 043+0,04” 996+09°
MDS  0,00+000 2151+021 7,17+0,12¢ 0,41+0,04” 100,0+0,0°

T18 509+005  3458+034 7,37+0039 043+0,008 996+0,9R

2 HAA1 3,40+0,03 3949+0,38 902+0,04°¢ 046+000¢ 996+13R
MDS  425+004  3821+037 849+0,03" 045+000° 998+04R

T18 865+0,08  4236+041 843+0219 047+005F 998+0,4°

3 HAA1 589+0,06  4285+042 924+0,23" 046+005% 99,0+14°
MDS  8,10+0,08  4400+043 898+0,229%" 048+0,05F 992+13°%

T18 13,79+0,13 4734+046 6,71+001' 0,47+0,06F 99,0+22T

4 HAA1 1183+012 47,70+0,46 897+0,01! 049+006" 998+04"
MDS 9,71 +0,09 4717+0,46  9,37+0,01K 047+006F 994+09T

T18  12,33+0,12 49,27+048 7,39+0,01' 0,48+000¢ 99,0+1.2Y

5 HAAl1 12,16+0,12 4847+0,47 908+0,01™ 051+000" 996+0,5Y
MDS 1050+0,10 4925+0,48 9,69+001" 050+0,00" 976+11VY

T18 13,06 £0,13  4512+0,44 6,41+040° 047+0,04' 966+39V

6 HAA1 1140+0,11 4953+0,48 953+0,60°P 051+005' 980+14V
MDS 12,61+0,12 52,13+051 9,88+0,62° 049+0,05' 940+23V

T18  20,71+0,20 51,32+050 510+029% 0,48+0,02’ 952+36W

7 HAA1 1144+0,11 5341+052 839+048" 0,49+002° 944+15W
MDS 10,14+0,10 52,14+051 840+048" 049+002’ 944+40W

T18  19,13+0,19 52,73+051 560+0,05° 0,51+001% 932+43%

8 HAAl1 13,60+0,13 5243+051 7,77+0,06' 051+001K 918+26%
MDS  13,31+0,13 53,09+052 7,96+0,07Y 051+0,01K 920+24%

T18  21,09+021 5355+052 541+006Y 049+000- 886+30Y

9 HAA1 1187+0,12 5347+052 832+0,10"% 051+0,00M 914+30"
MDS  14,33+0,14 4891+048 6,92+0,08* 044+0,00N 91,0+48"

T18  19,10+0,19 53,48+052 573+027Y 0,48+001° 900+247%

10 HAAl1 10,85+0,11 5186+050 820+0,39? 051+001° 862+367%
MDS  1546+0,15 52,31+051 7,37+0,35? 0,48+0,01°° 91,0+07%

Qr ¥Z, Ypis AP, Viabilidade final ©4: médias comparadas usando teste de Tukey com 95%

de nivel de confianga. Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.
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Na Tabela 5.3, vé-se que as trés leveduras mantiveram produtividades em etanol
elevadas durante todas as bateladas, com valores entre 5,10 e 7,39 g/L/h paraa T18, 7,77
e 9,53 g/L/h para a HAAL e 6,92 e 9,88 g/L/h para a MDS. As linhagens apresentaram
produtividades em etanol com diferenca estatisticamente significativa em todas as
bateladas, destacando-se a HAAl e a MDS. As cepas alcancaram o ultimo ciclo
fermentativo com alta porcentagem de células viaveis (90,0, 86,2 e 91,0 para T18, HAA1
e MDS, respectivamente), porém com valores estatisticamente iguais em todas as
bateladas. Em todos os ciclos, o rendimento em etanol ficou acima de 80% do tedrico,
sendo que também ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as linhagens
na maioria das bateladas. Além disso, a formacéo de xilitol e glicerol ndo ultrapassou 2,0
g/L para as trés leveduras.

O desempenho superior das cepas HAAL e MDS ja era esperado. As modificacdes
genéticas necessarias para a expressao da enzima xilose isomerase (XI) tornaram a T18
menos tolerante a inibidores do metabolismo das células, como etanol e &cido acético
(DEMEKE et al., 2013b). Assim, visando aumentar a tolerancia da T18 ao acido acético,
Meijnen e colaboradores (2016) desenvolveram a cepa HAAL. Em fermentacdes em meio
sintético composto por extrato de levedura, peptona e 20% de glicose, suplementado com
acido acetico nas concentragdes de 1; 1,2; 1,4; 1,6 e 2%, o desempenho da HAAL1 foi
consistentemente melhor do que o da T18. A fase lag foi consideravelmente reduzida,
mas a velocidade de fermentacdo também foi melhorada. Da mesma forma, a cepa MDS,
que também tem como precursora a T18, foi desenvolvida para maior eficiéncia no

consumo de xilose e maior resisténcia a inibidores (LIAO et al., 2020).

O desempenho inferior nos meios YPHC e YPHD pode ser atribuido a maior
concentragdo de inibidores nos hidrolisados concentrados. Zhao e Xia (2010) analisaram
a composicao de hidrolisado de hemicelulose de palha de milho antes e ap6s o processo
de destoxificacdo. O hidrolisado acido, que originalmente continha 12,1 g/L de xilose,
0,9 g/L de glicose, 2,9 g/L de arabinose, 0,40 g/L de acido acético e 0,08 g/L de furfural,
teve as concentracdes de xilose, glicose, arabinose e acido acético aumentadas para 71,8;
4,8; 14,3 e 1,16 g/L, respectivamente, apés as etapas de concentracdo e destoxificacdo.
Apesar de o processo de destoxificacdo ter removido todo furfural e mais de 50% do acido
acético do hidrolisado concentrado (ZHAO; XIA, 2010), observa-se que a concentragao
de acido acético no hidrolisado destoxificado ainda é maior do que no hidrolisado nédo
concentrado. Na fermentagéo do hidrolisado concentrado e destoxificado, suplementado
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com extrato de levedura, pela cepa recombinante S. cerevisiae ZU-10 imobilizada em
alginato de sodio com diatomita, a levedura assimilou mais de 92,1% da xilose com
rendimento em etanol acima de 0,393 g/g e producdo maxima de etanol de 30,1 g/L
durante cinco bateladas repetidas com duracao de 72h cada, valores inferiores aos obtidos
no presente trabalho (ZHAO; XIA, 2010).

O efeito inibitorio dos compostos gerados no processo de hidrélise da biomassa
lignocelulosica sobre o metabolismo de S. cerevisiae € bastante relatado (ADEBOYE et
al., 2014; ALMEIDA et al., 2009; ASK et al., 2013; BELISSIMI et al., 2009; LARSSON
et al.,, 2000; NARENDRANATH et al., 2001; PALMQVIST et al., 1999;
TAHERZADEH et al., 2000). Acidos organicos fracos afetam o pH intracelular, o que
resulta no aumento do consumo de energia para manutencdo e na diminuicdo da
quantidade de ATP disponivel para o crescimento celular (DE ANDRADE et al., 2013;
BELISSIMI et al., 2009). Na presenca dos &cidos acético, formico e levulinico em
concentragOes caracteristicas de hidrolisados lignocelul6sicos, observa-se uma reducao
no rendimento em biomassa e na velocidade de consumo de xilose por S. cerevisiae
(NOGUE; KARHUMAA, 2015). Por sua vez, furfural e hidroximetilfurfural provocam
uma diminuicdo nas velocidades de crescimento e de fermentacdo e um prolongamento
da fase lag na producio de etanol (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000;
TAHERZADEH et al., 2000). Ja os compostos fenolicos afetam a integridade da
membrana celular, prejudicando a funcdo de barreira seletiva e de matriz enzimatica
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Assim, embora 0 processo de
destoxificacdo tenha sido eficaz na reducdo das concentragdes de acido acético, furfural
e HMF, nada se pode afirmar quanto a eficiéncia na remoc¢do de outros compostos
inibidores presentes no hidrolisado concentrado, dado que ndo foram quantificados pela

autora.

Quando se analisa a composicao do hidrolisado de hemicelulose de bagaco de
cana-de-agucar destoxificado (HD), estudado por Perez (2021), percebe-se que as
concentragOes de acido acético, furfural e HMF sdo inferiores as encontradas no
hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar bruto (ndo concentrado) (HB),
utilizado no presente trabalho. Entretanto, conforme apresentado anteriormente, o
desempenho do processo fermentativo conduzido em meio composto por HD foi inferior
ao das fermentagcdes em meio contendo HB. Assim, embora o acido acético, o furfural e

o HMF venham sendo extensivamente relatados como o0s principais responsaveis por
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inibir o metabolismo das células de levedura (ALMEIDA et al., 2009; DE ANDRADE et
al., 2013; BELISSIMI et al., 2009; LARSSON et al., 2000; NARENDRANATH et al.,
2001; NOGUE; KARHUMAA, 2015; PALMQVIST et al., 1999; PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000; TAHERZADEH et al., 2000), os resultados obtidos no processo
fermentativo com meio formulado com hidrolisado bruto (ndo concentrado) sugerem que
0 desempenho inferior das fermentagdes em hidrolisados concentrados deve-se,
possivelmente, a compostos inibitorios gerados no processo de hidrélise &cida, que
tiveram suas concentracdes aumentadas no processo de concentragdo por evaporagao e
que ndo foram removidos no procedimento de destoxificacdo empregado por Perez
(2021), assim como a possivel sinergia entre todos os inibidores, que se intensifica com

0 aumento da concentragao.

Tendo em vista os resultados obtidos em hidrolisado de hemicelulose de bagaco
de cana-de-acucar bruto (ndo concentrado) e em hidrolisado de hemicelulose de bagaco
de cana-de-agucar concentrado (destoxificado ou ndo), nos quais aproximadamente as
mesmas concentracdes maximas de etanol foram atingidas, percebe-se que os inibidores
presentes nos hidrolisados concentrados (destoxificados ou ndo) impactam severamente
0 desempenho da levedura, diferentemente do que foi observado no processo
fermentativo em hidrolisado ndo concentrado. Assim, a utilizacdo do hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo concentrado) parece ser uma

alternativa promissora para a producéo de etanol 2G.

5.1.2 Fermentacdo em meio industrial contendo melago e hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo concentrado)

5.1.2.1 Estudos em minirreatores operados em batelada repetida

Os resultados obtidos nas fermentac6es em meio YPDXHB, descritos na se¢édo
5.1.1, mostraram que o hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar bruto
(ndo concentrado) pode ser empregado diretamente em processos fermentativos, sem
afetar o desempenho da levedura. Entretanto, 0 meio YPDXHB ndo é adequado para
processos em escala industrial, uma vez que o extrato de levedura e a peptona sdo insumos

de custo relativamente alto. Além disso, a concentragdo de agucares fermentaveis (AF)
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préxima de 100 g/L foi alcancada através da adicao de glicose e xilose, 0 que tampouco
é vidvel em condicGes industriais. Por outro lado, as usinas brasileiras dispGem do melaco,
um subproduto da producdo de acucar, rico em sacarose, que ja € rotineiramente
empregado na producdo de etanol 1G. Dessa maneira, 0 meio industrial MHB1 foi
formulado a partir da adicdo de melaco de cana-de-agucar ao hidrolisado de hemicelulose

de bagaco de cana-de-agUcar bruto (ndo concentrado).

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com as trés linhagens
em meio MHBL1, obteve-se o perfil de conversao de acucares apresentado na Figura 5.2.
Os resultados em concentragdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em
etanol e viabilidade final das células de cada reciclo encontram-se na Tabela 5.4.

Na Figura 5.2, observa-se que, assim como no processo fermentativo conduzido
no meio YPDXHB (secdo 5.1.1), todas as linhagens reproduziram dez bateladas repetidas
com consumo praticamente total dos aclcares fermentaveis presentes no meio. Em todos

os ciclos, a conversdo de AF permaneceu acima de 98%.

Na Tabela 5.4, verifica-se que as trés linhagens mantiveram produtividades em
etanol elevadas durante todas as bateladas. As produtividades variaram entre 11,34 e
12,90 g/L/h até o terceiro reciclo, entre 7,89 e 9,89 g/L/h do quarto ao sétimo reciclo e
entre 6,55 e 7,38 g/L/h da oitava a décima batelada repedida. A queda da produtividade
em etanol acompanha a diminui¢do gradual da viabilidade das células, possivelmente
devido a exposicdo prolongada ao etanol (MILESSI, 2017). Ainda assim, as linhagens
alcancaram o ultimo ciclo fermentativo com alta porcentagem de células viaveis (73,8,
87,6 e 80,0 para T18, HAAL e MDS, respectivamente). Além disso, o rendimento em
etanol permaneceu acima de 0,44 g de etanol/g de AF em todos os reciclos. A formagéo
de xilitol e glicerol ndo ultrapassou 2,0 g/L, para as trés linhagens. A andlise estatistica
via teste de Tukey apontou diferenca significativa para os parametros produtividade em
etanol e viabilidade final das células, com destaque para MDS e HAA1, respectivamente,

e igualdade para o rendimento em etanol para as trés leveduras na maioria das bateladas.
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Figura 5.2. Acompanhamento da conversdo de agucares fermentaveis (% AF) durante

fermentacdes em bateladas repetidas em meio MHBL1 pelas leveduras: (A) T18, (B)

HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.4. Concentracao inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio MHB1 com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 75 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH] Qr Yers Viabilidade
(g/L) (g/L) (go/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)

T18 0,00+0,00 2520+024 1260+021% 047+005' 99,6+05€
1 HAA1 000+0,00 2580+0,25 12,90+0,21% 0,48+0,05' 100,0+0,0°¢
MDS  0,00+000 2496+024 1248+021% 047+005' 100,0%0,0°

T18 536+005  40,29+0,39 1164+0,05° 0,48+000" 988+04H"

2 HAA1 422+0,04 3937+0,38 11,72+005° 047+0,00" 996+0,5"
MDS  2,70+003  4053+0,39 1261+005° 0,49+001Y 99,0+0,0"

T18 733+0,07 4448+043 12,38+0,309 0,49+005% 99,0+1,0'

3 HAAl1 818+0,08 4221+041 11,34+0,28°¢ 048+0,05% 996+0,9'
MDS  4,76+005  42,10+041 1245+0,31¢ 0,49+0,05"% 99,0+0,7'
T18 11,64+0,11 4698+046 883+0,01" 049+006* 97,2+0,8’K

4 HAAl 1124+011 4738+046 904+0019 048+006* 984+0,5"’
MDS  8,64+008  47,47+046 971+0,01" 051+0,06* 960+10K

T18  13,96+0,14 48,40+047 861+001' 0,47+000Y 950+10"%

5 HAAl1 13,06+0,13 4883+0,47 894+001/ 046+000Y 958+08"
MDS  12,23+0,12 48,99+0,48 9,19+0,01% 0,47+0,00Y 932+22"%

T18  1325+0,13 49,36+048 9,03+057' 050+0,05*% 90,8+2,3M

6 HAA1 1233+012 50,06+0,49 943+059' 050+0,05% 950+0,7N
MDS  1293+0,13 49,97+049 9,26+058' 050+0,05*% 894+15M

T18  11,79+0,11 49,33+048 9,38+053™ 051+0,02” 88,0+16°

7 HAA1 8,37 +0,08 4792 +0,47 9,89+056™ 050+002” 926+13F
MDS 1097+0,11 50,39+049 7,89+045" 050+0,02” 840+14Q°

T18  16,28+0,16 49,02+048 655+005° 047+0,01% 840+4,1R

8 HAAl1 12,98+0,13 4890+0,48 7,18+0,06°P 0,48+0018% 964+05°
MDS  14,44+0,14 49,76 +048 7,06+0,06° 048+0,018 832+24R

T18 13,08 £0,13  48,44+047 7,07+0089" 047+0,00¢ 826+6,3T

9 HAA1 1248+0,12 4882+047 7,27+0,099 0,49+000° 886+31"
MDS  13,71+0,13 4850+047 6,96+008" 044+000F 830+28"7

T18  1541+0,15 51,67+050 7,25+0,34° 049+0,01F 738+22Y

10 HAAl1 1399+0,14 5186+050 757+036° 050+001F 876+05"Y
MDS  1544+0,15 52,31+051 7,38+0,35°% 049+001F 800+14W

Qr @S, Ypis 'F, Viabilidade final ©V: médias comparadas usando teste de Tukey com 95%

de nivel de confianga. Letras iguais sobrescritas significam que ndo h& diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.
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Em comparacdo ao processo fermentativo conduzido em meio YPDXHB,
verifica-se que, na presenca de MHBL, as linhagens apresentaram perfil de conversdo de
acucares mais acelerado, em razéo da presenca de melago no meio, resultando em menor
tempo de fermentacéo e, consequentemente, maior produtividade. O melago € composto
majoritariamente por sacarose (PALMONARI et al., 2020), acUcar hidrolisado por S.
cerevisiae, através da enzima invertase presente na membrana periplasmatica das células,
em glicose e frutose, que sdo entdo fermentadas (BASSO et al., 2011). Além das hexoses,
que sdo assimiladas com maior velocidade que as pentoses (PEREZ et al., 2021), o melaco
contém nutrientes que favorecem o metabolismo celular, o que explica aumento de

produtividade em relacédo a alcancada no meio YPDXHB (Tabela 5.1).

Estudos sugerem ainda que a presenca de hexoses no meio fermentativo pode
aumentar a velocidade de consumo de pentoses por S. cerevisiae (DEMEKE et al., 2013a;
HOANG et al., 2018; ROMANI et al., 2014). Hoang e colaboradores (2018) estudaram a
cofermentacdo de glicose e xilose pela cepa recombinante S. cerevisiae XUSE. Nas
primeiras 24h de fermentacdo em meio sintético contendo 20 g/L de xilose, a velocidade
de consumo do acucar foi de 0,29 g/L/h. Quando suplementado com 20 g/L de glicose, a
velocidade de consumo de xilose aumentou para 0,34 g/L/h nas primeiras 24h do processo
fermentativo. Demeke e colaboradores (2013a) também avaliaram a fermentacdo de
xilose e de xilose e glicose pela cepa recombinante S. cerevisiae GS1.11-16. Em meio
sintético composto por extrato de levedura e peptona (YP) e 35 g/L de xilose como Unica
fonte de carbono, a cepa consumiu toda xilose disponivel em cerca de 17h com velocidade
maxima de consumo de xilose 1,10 g/gms/h e de producédo de etanol de 0,48 g/gms/h. Ja
em meio YP contendo 36 g/L de glicose e 37 g/L de xilose, ambos os aclcares foram
quase completamente consumidos em apenas 13h, resultando em uma produtividade em
etanol de 1,4 g/gms/h. Romani e colaboradores (2014) também realizaram experimentos
em meio YP suplementado com 44,0 g/L de xilose e com 26,9 g/L de xilose e 17,3 g/L
de glicose. Nas primeiras 48h de fermentacédo, as produtividades em etanol foram de 0,17
e 0,23 g/L/h para o meio contendo apenas xilose como fonte de carbono e para 0 meio
suplementado com xilose e glicose. Em termos de produtividade, esses resultados
também indicam a eficiéncia da assimilacdo de xilose pelas leveduras utilizadas e da
estratégia de fermentacdo adotada (células imobilizadas, alta carga de células e alta

concentragéo de substrato) nesta secéo.
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De acordo com Hoang e colaboradores (2018), no contexto da biorrefinaria
lignocelul6sica, o principal desafio na cofermentacao de xilose e glicose ndo é a utilizagdo
simultanea dos acucares, mas a melhoria da eficiéncia de fermentacéo da xilose. Tendo
em vista o desempenho das leveduras em termos de produtividade e rendimento em etanol
e viabilidade final das células, percebe-se que a suplementacdo do hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar com melago, visando aumentar a concentragao
de agucares fermentaveis, aparenta ser uma alternativa viavel para a obtengdo de etanol

2G e a integracdo da producéo de etanol 1G e 2G.

5.1.2.2 Estudo em reator de leito fixo operado em batelada repetida

Conforme demonstrado anteriormente, as fermentacGes conduzidas em meio
MHB1 apresentaram desempenho superior as realizadas nos meios YPHC e YPHD.
Assim, o meio MHB foi diretamente selecionado para o escalonamento do processo
fermentativo em reator de leito fixo. Entretanto, quando se analisa 0 comportamento das
leveduras nesses trés meios industriais, percebe-se uma performance semelhante, com
pequenas vantagens de uma determinada linhagem, dependendo do pardmetro avaliado.
Dessa maneira, de acordo com os resultados dos testes de Tukey, apresentados nas
Tabelas 5.2, 5.3 e 5.4, os parametros produtividade em etanol, rendimento em etanol e
viabilidade das células de cada cepa em cada reciclo foram pontuados (Tabela 1,

Apéndice). A Tabela 5.5 apresenta a pontuacao final para cada levedura.

Considerando-se a pontuacéo total da Tabela 5.5, pode-se observar uma vantagem
da MDS sobre as linhagens T18 e HAAL. Conforme ja discutido, a cepa MDS foi
desenvolvida a partir da T18 para maior eficiéncia no consumo de xilose e maior
resisténcia a inibidores (LIAO et al., 2018), sendo esse, portanto, um resultado esperado.
Dessa forma, a cepa foi selecionada, juntamente com o meio MH, para a fermentacdo em
batelada repetida em reator de leito fixo, visando avaliar a escalabilidade e estabilidade

do processo.

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com a linhagem MDS
em meio MHB2 em reator de leito fixo, obteve-se o perfil de conversdo de agucares
apresentado na Figura 5.3. A Figura 5.4 mostra o perfil de consumo de agucares e de

producéo de etanol referente ao primeiro ciclo do processo fermentativo (nas demais
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bateladas, os perfis de consumo de agucares e de producédo de etanol foram semelhantes
aos da primeira). Os resultados em concentracdo inicial e final de etanol e produtividade
e rendimento em etanol de cada reciclo encontram-se na Tabela 5.6.

Tabela 5.5. Pontuacgéo das leveduras T18, HAA1 e MDS nos meios industriais YPHC,
YPHD e MHBL1.

Cepa YPHC YPHD MHB1 Total

T18 3,5 13 4 20,5
HAAL 4 4,5 10 18,5
MDS 11 8 6,5 25,5

Na Figura 5.3, observa-se que a levedura reproduziu 20 bateladas repetidas com
perfil de conversdo de acucares fermentaveis (AF) semelhante. Em todos os reciclos, a
conversdo de AF ultrapassou 97%. Da mesma forma, as produtividades e os rendimentos
em etanol mantiveram-se elevados durante todo o processo fermentativo. Como pode ser
visto na Tabela 5.6, as produtividades foram superiores a 14,07 g/L/h, atingindo um
méaximo de 22,81 g/L/h, e o rendimento em etanol permaneceu acima de 70% do tedrico.
A formacédo de xilitol e glicerol ndo ultrapassou 2,0 g/L. Ainda, as células chegaram ao

fim do processo com viabilidade de aproximadamente 75%.

Comparando-se as Tabelas 5.4 e 5.6, observa-se uma diferenca nas produtividades
em etanol obtidas nas fermentacdes conduzidas em minirreator e em reator de leito fixo.
Minirreatores demonstraram ser adequados para a obtencdo de dados de fermentacédo
confiaveis em escala de laboratério (MESQUITA et al., 2021; MILESSI et al., 2020a).
Milessi e colaboradores (2020a) verificaram reprodutibilidade dos resultados obtidos em
minirreator em relacdo ao reator de leito fixo no processo fermentativo conduzido nas
mesmas condi¢fes do presente trabalho, porém utilizando xilose como principal
substrato, acUcar mais lentamente assimilado que hexoses. Mesquita e colaboradores
(2021) também obtiveram resultados reprodutiveis na fermentacdo de glicose em
minirreator e em biorreator, porém empregando concentracdo inicial de células de 3,0
g/L, temperatura de 30°C e modo de operacdo em batelada simples. Dessa maneira, a
diferenga nas produtividades em etanol observadas nas Tabelas 5.4 e 5.6 deve-se,
possivelmente, a dificuldade de acompanhamento das fermentagdes em menor escala nas
condigdes empregadas no presente trabalho, que envolvem a fermentagdo de altas

concentracdes de sacarose, acucar rapidamente assimilado pelas células de levedura,
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presentes em alta concentracdo, em temperatura elevada e modo de operagdo em batelada

repetida.

Figura 5.3. Acompanhamento da conversdo de agucares fermentaveis (% AF) durante
fermentacdes em reator de leito fixo operado em bateladas repetidas pela levedura MDS
em meio MHB2. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de
meio: 40 mL, massa de beads: 40g, volume do reator: 100 mL, DOsgo = 100, [AF]reator =

75 g/L.
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Especificadamente, uma das causas dessa dificuldade no monitoramento de
fermentacgdes rapidas pode estar relacionada a aquisicdo da massa do reator no tempo
zero. Como a fermentacdo da sacarose acontece muito rapidamente, pode haver uma
perda de massa de gas carbdnico entre 0s momentos da adi¢do de meio e da pesagem
inicial. Ainda, a partir da segunda batelada repetida, mesmo o meio fresco estando a 4°C,
o meio fermentado restante no minirreator e as particulas de biocatalisador estdo em alta

temperatura, o que favorece a velocidade da fermentacao.

Além disso, durante o processo fermentativo, ocorre a expansao dos beads, devido
a pressdo provocada pela intensa producdo de gas carbbnico. Consequentemente, a
velocidade de difusdo do CO; para fora da particula ndo reflete a velocidade de producéo
do gas, comprometendo o acompanhamento da fermentacdo. Também é observada a
retencdo de bolhas de gés carbbnico entre as particulas de biocatalisador e 0 meio
fermentativo. Como o COz retido se desprende aos poucos, a velocidade de liberagcdo néo

representa a velocidade de formacdo do gas, contribuindo também para a falsa impressao
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de que o processo estd ocorrendo mais lentamente. Assim, as células ja podem ter atingido
determinada conversao de agucares, mas a massa de CO- liberada ndo corresponde a essa
conversdo. Por outro lado, no reator de leito fixo, 0 acompanhamento da fermentacéo é
feito diretamente através da analise quantitativa de acUcares e metabolitos presentes nas

amostras retiradas ao longo do processo.

Figura 5.4. Perfil de consumo de acucares fermentaveis (AF) e de producéo de etanol
(Et[OH]) durante a primeira batelada em reator de leito fixo pela levedura MDS em
meio MHB2. Condic6es de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume de meio:

40 mL, massa de beads: 40g, volume do reator: 100 mL, DOgoo = 100, [AF]reator = 75

g/L.
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Por fim, ha uma limitagdo no controle da retirada de meio fermentado do
minirreator. Enquanto, no reator de leito fixo, 0 meio é drenado através de uma saida na
parte inferior do equipamento, no minirreator, 0 meio € retirado através de pipeta
automatica, processo dificultado pela presenca dos beads. Dessa maneira, pode restar
mais meio fermentado nos minirreatores, de modo que o acimulo de etanol é maior e as
células ficam expostas a maiores concentrac6es do produto ao longo dos reciclos. Como
pode ser visto nas Tabelas 5.4 e 5.6, a concentragdo de etanol atingiu 0 maximo de 52,31
g/L no minirreator e de 47,16 g/L no reator de leito fixo. Mesquita e colaboradores (2021)
observaram forte inibicdo do etanol sobre células de levedura, mesmo para cepas
industriais e concentracbes moderadas de etanol (30 g/L), causando perda de viabilidade
e reducdo das velocidades de absor¢édo de acucar, fatores que interferem na produtividade

em etanol.
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Tabela 5.6. Concentracao inicial e final de etanol e produtividade e rendimento em

etanol para cada reciclo em meio MHB2 com a levedura MDS. Condicdes de

fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume de meio: 40 mL, massa de beads:

40g, volume do reator: 100 mL, DOsoo = 100, [AF]reator = 75 g/L.

Reciclo Et[OH]i (g/L) Et[OH]s (g/L) Qr (g/L/h) Yeris (9/9)
1 0,00 £ 0,00 25,43 £ 0,25 16,12 0,36
2 7,77 £ 0,08 38,18 + 0,37 20,27 0,45
3 8,79 + 0,09 39,61+ 0,39 20,55 0,45
4 8,22 £ 0,08 42,43 £ 0,41 22,81 0,49
5 15,30+ 0,15 43,87 £ 0,43 19,05 0,48
6 10,34 £ 0,10 42,28 £ 0,41 21,29 0,48
7 8,10 £ 0,08 46,98 + 0,46 19,44 0,51
8 5,74 £ 0,06 42,21 +0,41 18,24 0,47
9 10,01 £ 0,10 44,60 + 0,43 17,30 0,47
10 9,11 £ 0,09 41,53 +0,40 16,21 0,46
11 14,26 £ 0,14 38,48 £ 0,37 15,96 0,50
12 17,23 £ 0,17 42,48 £ 0,41 14,07 0,49
13 9,03 + 0,09 46,67 £ 0,45 18,82 0,48
14 10,39+ 0,10 33,83+0,33 16,22 0,46
15 8,57 £ 0,08 4480+ 0,44 18,12 0,50
16 6,83 £ 0,07 41,55+ 0,40 17,36 0,46
17 12,89+ 0,13 47,16 + 0,46 17,14 0,49
18 8,53 £ 0,08 45,20+ 0,44 18,31 0,48
19 12,28 £ 0,12 45,13+ 0,44 16,43 0,47
20 13,09 +0,13 44,05 + 0,43 15,48 0,43

No contexto da producdo de etanol 2G em reator de leito fixo, Milessi e
colaboradores (2020a) observaram queda significativa na produtividade em etanol e na
viabilidade celular apdés apenas 12h de processo ao avaliarem a fermentagcdo de
hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar bruto concentrado (100,0 g/L de xilose, 9,7 g/L
de glicose, 6,5 g/L de &cido acético, 0,368 g/L de furfural e 0,016 g/L de HMF),
suplementado com extrato de levedura e peptona. Ao longo de trés bateladas repetidas,
conduzidas nas mesmas condi¢bes do presente trabalho, a levedura T18 converteu
praticamente todo o agUcar presente no meio com rendimento em etanol entre 0,32 e 0,35
g de etanol/g de acucares. A concentracdo maxima de etanol atingida ficou proxima de
30 g/L (no ultimo reciclo) e a produtividade foi de 4,6; 3,5 € 2,9 g/L/h no primeiro,

segundo e terceiro ciclos, respectivamente.
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Fermentacbes empregando meios formulados a partir da mistura de hidrolisados
de bagaco de cana-de-agUcar e melaco sdo pouco relatadas na literatura. Farias e Maugeri
Filho (2019) estudaram a fermentacéo de hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-
de-acucar bruto concentrado e melago (100 g/L de AF no meio fermentativo) por
diferentes combinac@es de cepas fermentadoras de xilose e de hexoses (glicose e frutose).
A maior produtividade em etanol (4,44 g/L/h) foi obtida usando as cepas selvagens
Spathaspora passalidarum e Saccharomyces cerevisiae. Nessa situacdo, 30,2 g/L de
etanol foram produzidos com rendimento de 0,296 g de etanol/g de agUcares. Por outro
lado, a maior concentracéo de etanol (49,2 g/L com rendimento de 0,472 g de etanol/g de
acucares) foi obtida com a cepa selvagem Scheffersomyces stipitis e uma cepa mutante de
S. cerevisiae. Entretanto, a produtividade em etanol foi de 0,6 g/L/h, devido ao baixo

desempenho da cepa mutante.

Conforme apresentado anteriormente, mesmo apés 70h de operacdo em alta
concentracdo de aclcares e de etanol (concentracdo méaxima atingida de 47 g/L), o
processo fermentativo utilizando a levedura MDS e meio formulado a partir de
hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo concentrado) e
melaco, conduzido em reator de leito fixo, manteve-se estavel, com produtividades e
rendimentos em etanol elevados. Esses resultados sdo promissores e mostram a robustez

do processo.

5.2 Caracterizacdo das linhagens recombinantes de S. cerevisiae em meios

fermentativos com 220 g/L de agUcares fermentéaveis

A concentracdo final de etanol alcancada nos meios MHB1 e MHB2 (secédo 5.1.2),
que possuiam cerca de 100 g/L de acUcares fermentaveis (AF), foi de aproximadamente
50 g/L nas ultimas bateladas. No entanto, na producéo industrial de etanol 1G, procura-
se operar com concentracdo de AF em torno de 200 g/L, a fim de alcancar uma
concentracéo de etanol acima de 9 % (v/v) (aproximadamente 70 g/L) ao final de cada
batelada (VELOSO et al., 2019) e reduzir o impacto da destilacdo no custo do processo.
Assim, a performance das trés linhagens em meios fermentativos contendo

aproximadamente 220 g/L de AF (Tabela 4.4) foi avaliada e os resultados séo
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apresentados a seguir. Devido a diluicdo causada pela adicdo dos beads, a concentragédo

de AF no reator era de 155 g/L, em média.

5.2.1 Fermentacdo em meio de referéncia contendo sacarose e xilose

A conducdo de fermentagbes em meio sintético, isento de inibidores, é
fundamental para a avaliar o desempenho das leveduras na presenca de altas
concentracdes de agUcar e, consequentemente, de altas concentracdes de etanol, e também
para analisar o desempenho das células em meios industriais, por meio da comparacao
entre os dois meios fermentativos. Dessa maneira, foram realizados ensaios fermentativos
em meio sintético composto por extrato de levedura, peptona, sacarose e Xxilose,
simulando a composicdo em acucares fermentaveis (AF) que seria obtida a partir da
mistura de hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo

concentrado) e melago para fermentacdo em condicdes industriais.

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com as trés linhagens
em meio de referéncia YPSX, obteve-se o perfil de conversédo de agucares apresentado na
Figura 5.5. Os resultados em concentragdo inicial e final de etanol, produtividade e
rendimento em etanol de cada reciclo e viabilidade final das células encontram-se na
Tabela 5.7.

Na Figura 5.5, observa-se que as linhagens T18 e HAA1 reproduziram quatro
bateladas repetidas com consumo praticamente total dos agUcares fermentaveis (AF)
presentes no meio. Em todos os ciclos, a conversdo de AF foi superior a 96% para as duas
linhagens. Por sua vez, a linhagem MDS reproduziu cinco bateladas repetidas. No
entanto, a conversdao de aclcares ficou abaixo de 92% em todas elas, em razdo de a
levedura ter consumido apenas parte da xilose presente no meio. A conversao de xilose
néo ultrapassou 18%, o que nédo era esperado, tendo em vista que a MDS foi desenvolvida
a partir da T18 justamente para ser mais eficiente na assimilacdo desse agucar (LIAO et
al., 2020) e que a cepa consumiu a xilose em meio contendo sacarose, com concentragéo
de acucares fermentaveis inferior (secdo 5.1.2). Entretanto, sabe-se que modificacdes
genéticas podem afetar caracteristicas presentes na levedura parental (DEMEKE et al.,
2013a).
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Figura 5.5. Acompanhamento da conversédo de agucares fermentaveis (AF) durante

fermentacdes em bateladas repetidas em meio YPSX pelas leveduras: (A) T18, (B)
HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.7. Concentracao inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPSX com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 155 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeris Viabilidade
(g/L) (g/L) (go/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)
T18 0,00 + 0,00 56,54+055 18,85+0,31% 0,48+0,05" -
1 HAA1  0,00+0,00 60,78+0,59 1520+0,25° 0,41+0,04™ -
MDS 0,00 £0,00 50,28+0,49 1257+£0,21° 0,43+0,04™ -
T18 19,60 £ 0,19 85,04 +0,83 16,36+0,079 0,49+0,01" -
2 HAA1 2570+0,25 8534+083 1491+0,06° 0,39+0,00° -
MDS 18,01 £ 0,18 73,26 0,71 11,05+0,047 0,38+0,00° -
T18 32,36+0,31 93,12+091 15,19+0,379 0,470,057 -
3 HAAl 36,24 £ 0,25 98,88+ 0,96 1253+0,31" 0,41+0,04° -
MDS 23,03+ 0,22 80,70+ 0,78 11,53+0,28" 0,38 +0,04° -
T18 27,73 £ 0,27 96,26 + 0,94 11,42 +0,017 0,49+0,06¢ 49,2+ 0,5
4 HAAl1 38,78+0,38 98,00+095 9,87+001% 0,44+0,05¢ 55,2+0,6
MDS 3154+0,31 88,13+0,86 9,43+0,01' 0,38+0,05¢ -
T18 - - - - -
5 HAAL - - - - -
MDS  23,79+0,23  82,73+0,80 8,42+ 0,01 0,39+ 0,00 39,8+0,5

Qr !, Ypss ™9 médias comparadas usando teste de Tukey com 95% de nivel de confianca.
Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa

entre os valores em cada reciclo.

Na Tabela 5.7, verifica-se que as trés linhagens apresentaram produtividades em
etanol elevadas durante todos os ciclos fermentativos, com queda gradual nos valores ao
longo das bateladas repetidas. A partir do terceiro reciclo, os tempos de fermentacédo
aumentaram gradativamente (motivo pelo qual o processo fermentativo foi encerrado),
influenciando a produtividade. Nesse contexto, como mostram os resultados dos testes de
Tukey, a T18 se destacou, com produtividades variando entre 11,42 e 18,85 g/L/h,
seguida da HAAL, que apresentou valores entre 9,87 e 12,20 g/L/h. Ja a MDS alcangou
produtividades entre 8,42 e 12,47 g/L/h. As linhagens chegaram ao ultimo ciclo
fermentativo com porcentagem de células viaveis de 49,2, 55,2 e 39,8 para T18, HAAl e
MDS, respectivamente. O rendimento em etanol ficou acima de 75% do tedrico, porém

sem diferenca estatisticamente significativa entre os valores na maioria dos reciclos.
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Além disso, a formacao de xilitol e glicerol ndo ultrapassou 4,0 g/L, respectivamente,

para as trés linhagens.

Nota-se que elevadas concentracdes de etanol foram atingidas ao longo do
processo fermentativo, com valores maximos de 96,26; 98,88 e 88,13 g/L para T18,
HAAL e MDS, respectivamente (Tabela 5.7). Elevadas concentragdes de etanol sdo
altamente tdxicas para 0 metabolismo das células (ANSANAY-GALEOTE et al., 2001;
CHEN; XU, 2014; YANG et al., 2012), o que pode explicar o fato de as leveduras nédo
terem reproduzido o ciclo de dez fermentagdes sucessivas obtido por Perez (2021) na
fermentacgdo de meio sintético YPDX (extrato de levedura 20 g/L, peptona 40 g/L, glicose
10 g/L e xilose 100 g/L) e relatado para 0 meio YPDXHB (se¢éo 5.1.1). O etanol se
difunde livremente atraveés da membrana celular e, em altas concentracfes, afeta sua
integridade e fluidez e aumenta a permeabilidade de ions, o que resulta em inibi¢do do
crescimento e reducdo da viabilidade das células. Além disso, ocorrem mudancas no fluxo
de carbono para fornecer energia adicional para a manutencdo das células. Como
resultado, o metabolismo € desviado da via de producdo de etanol para aumentar a
producdo de ATP (YANG et al., 2012).

Ao analisar o efeito letal do etanol sobre as células das leveduras T18, HAAL e
MDS, imobilizadas em alginato de célcio, Perez (2021) observou que o efeito da
exposicdo ao etanol sobre a viabilidade das células € uma funcdo ndo sé da concentracéo,
mas também do tempo de exposicdo. Em experimentos em solugdo hidroalcéolica
(concentracdo final de etanol de aproximadamente 60 g/L) a 35°C, a cepa HAAl
apresentou maior resisténcia ao etanol, apresentando viabilidades celulares superiores a
T18 e a MDS ao longo do tempo, assim como observado no fim do processo fermentativo
em meio YPSX.

No contexto da fermentacdo de meios contendo elevada concentracéo de sacarose,
Veloso e colaboradores (2019) realizaram experimento em batelada em condigdes
proximas as empregadas nas destilarias brasileiras (temperatura de 34°C e concentracao
de substrato de 180 g/L) e concentragdo inicial de células vidveis de 12 g/L, obtendo
concentracédo final de etanol de 79,2 g/L com rendimento de 0,448 g de etanol/g de
substrato e produtividade de 10,56 g/L/h. Comparando-se esses valores com os dados da
Tabela 5.7, observam-se menores concentragdes de etanol na primeira batelada devido a

menor concentracao de agucares fermentaveis disponivel, em razéo da diluicdo do meio
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com a adicao dos beads. Por sua vez, as maiores produtividades em etanol devem-se a

operacdo com elevada carga de células.

5.2.2 Fermentacdo em meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de

cana-de-acgucar bruto (ndo concentrado) suplementado com sacarose

FermentacGes em meio YPSHB foram realizadas para avaliar a influéncia dos
inibidores presentes no hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto
(ndo concentrado) através da comparacdo com os resultados obtidos na fermentagédo de
meio YPSX, isento de inibidores, com a mesma composicdo em acgUcares fermentaveis
(AF) (sec¢do 5.2.1). Da mesma forma, o meio YPSHB ¢é referéncia para avaliar o
desempenho do meio formulado com extrato de levedura, peptona, melago e hidrolisado
de hemicelulose de bagaco de cana-de-agUcar bruto (ndo concentrado), que sera discutido

na proxima secao.

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com as trés linhagens
em meio YPSHB, obteve-se o perfil de conversao de agUcares apresentado na Figura 5.6.
Os resultados em concentragéo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em
etanol de cada reciclo e viabilidade final das células encontram-se na Tabela 5.8.

Conforme observado na Figura 5.6, o processo fermentativo foi interrompido na
quinta batelada repetida, quando a conversdao de AF ndo ultrapassou 70%. O agUcar
presente no meio foi totalmente consumido nos quatro primeiros ciclos pelas linhagens,
exceto pela MDS, cuja conversdo de AF foi de aproximadamente 93% em todos eles.
Assim como na fermentacdo de meio YPSX, a cepa ndo consumiu toda a xilose disponivel

e as conversdes desse aglcar ndo ultrapassaram 16%.
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Figura 5.6. Acompanhamento da conversédo de agucares fermentaveis (AF) durante

fermentacdes em bateladas repetidas em meio YPSHB pelas leveduras: (A) T18, (B)
HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.8. Concentracao inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPSHB com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 155 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeris Viabilidade
(g/L) (g/L) (go/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)
T18 0,00+£0,00 39,96+0,39 2246+0,37% 043+0,04™ -
1 HAAl 000+000 3592+035 19,91+0,33° 042+0,04™ -
MDS  0,00+000 2984+029 16,42+0,27° 0,44+0,04™ -
T18  1326+0,13 7536+0,73 1553+0,06¢ 0,42+0,00" -
2 HAAl 12,04+0,12 67,56+0,66 13,88+0,06°¢ 0,45+ 0,00° -
MDS  11,77+0,11  7530+0,73 1588+0,06f 0,41+0,00" -
T18  20,08+0,20 94,14+092 1481+0,369 0,45+0,04° -
3 HAAl 18,12+0,18 80,65+0,78 15,63+0,389 0,44 +0,04°P -
MDS 17,70+0,17 83,37+081 13,13+0,32" 0,41+0,04° -
T18  2574+025 96,04+093  7,03+0,01' 0,46+0,06¢ -
4 HAAl 2880+0,28 9374+091 812+001) 0,43+0,0509 -
MDS 27,10+0,26 91,44+089 7,15+001k 0,42+0,05¢ -
T18  2440+024 7232+070 342+0,00' 043+000" 31,2+04
5 HAAl 29,44+0,29 7456+0,72 322+000' 041+000° 304+0/4
MDS 2300+0,22 5696+055 2,43+0,00' 0,33+0,00' 299+04

Qr !, Ypis ™ médias comparadas usando teste de Tukey com 95% de nivel de confianca.

Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa

entre os valores em cada reciclo.

As trés leveduras apresentaram produtividades em etanol elevadas durante as trés

primeiras bateladas repetidas, com valores entre 14,81 e 22,46 g/L/h para a T18, 13,88 e
19,91 g/L/h para a HAAL e 13,13 e 16,42 g/L/h para a MDS (Tabela 5.8). A partir do
quarto reciclo, as fermentacgdes ficaram mais lentas e a produtividade caiu para 7,03; 8;12
e 7,15 g/L/h para T18, HAAL e MDS, respectivamente, atingindo 4,42; 3,22 e 2,43 g/L/h

na ultima batelada. As cepas apresentaram produtividades em etanol com diferenca

estatisticamente significativa na maioria das bateladas, destacando-se a HAAL. As

linhagens chegaram ao ultimo ciclo fermentativo com porcentagem de células viaveis de
31,2, 30,4 e 29,9 para T18, HAAL e MDS, respectivamente. Além disso, o rendimento

em etanol permaneceu acima de 0,41 g de etanol/g de AF, exceto no ultimo ciclo com a
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MDS, sem diferenca estatisticamente significativa entre os valores na maioria dos

reciclos. A formacéo de xilitol e glicerol ndo passou de 3,5 g/L para as trés linhagens.

De maneira geral, as fermentacGes em meio YPSX, isento de inibidores, e em
meio YPSHB apresentaram produtividades em etanol com diferenga estatisticamente
significativa (comparacgdo entre a mesma levedura no mesmo reciclo via teste de Tukey
com 95% de nivel de confianca; dados ndo apresentados), porém com uma diferenca entre
os valores de 25%, em média, possivelmente associada a variabilidade das bateladas,
decorrente da limitacdo na retirada de meio fermentado dos minirreatores. Esses
resultados reforcam o fato de que os compostos inibidores dos hidrolisados néo
concentrados ndo impactam o desempenho da fermentagdo como os dos hidrolisados
concentrados, conforme discutido na secdo 5.1.1. Ainda assim, a maior queda nas
produtividades da terceira para a quarta batelada pode ser decorrente da exposi¢cdo a
inibidores que, mesmo em pequenas concentragdes, podem ser tdxicos ao metabolismo

das células, e da sinergia com a alta concentracéo de etanol.

5.2.3 Fermentacdo em meio contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de
cana-de-acucar bruto (ndo concentrado) suplementado com melaco e

nutrientes

A adicdo de nutrientes ao meio é utilizada como recurso para melhorar o
desempenho da fermentacdo (JONES et al., 1992; PRADEEP, REDDY, 2010). Dessa
forma, o meio industrial de maior potencial para a producéo integrada de etanol 1G e 2G,
formulado a partir de melaco e hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agUcar
bruto (ndo concentrado), foi suplementado com extrato de levedura e peptona. A
conducdo de fermentacdes em meio YPMHB também facilita a comparagdo com o0s
resultados obtidos nas fermentac6es em meios YPSX, YPSHB e MHB3, cujos resultados

serdo discutidos no préximo topico.

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com as trés linhagens
em meio YPMHB, obteve-se o perfil de conversao de agucares apresentado na Figura 5.7.
Os resultados em concentracéo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade final das células de cada reciclo encontram-se na Tabela 5.9.
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Figura 5.7. Acompanhamento da conversdo de agucares fermentaveis (% AF) durante

fermentacdes em bateladas repetidas em meio YPMHB pelas leveduras: (A) T18, (B)
HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35°C, pH = 5,6, estatico, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 ml, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.9. Concentracao inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio YPMHB com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 155 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeris Viabilidade
(g/L) (g/L) (go/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)
T18 0,00+£0,00 57,16+0,56 19,05+0,31% 0,550+0,05™ -
1 HAAl 000+000 5236+051 13,09+0,22° 045+0,05™ -
MDS  0,00+0,00  4982+048 12,46+0,21° 0,40+0,04" -
T18  17,10+0,17 90,98+0,88 1847+0,07¢ 0,49+0,01° -
2 HAAl 12,08+0,12 73,22+0,71 1529+0,06°¢ 0,46 +0,00P -
MDS  17,02+0,17 74,34+0,72 11,46+0,057 0,38+0,00¢ -
T18  1434+0,14 8866+086 1486+0379 0,49+0,05" -
3 HAAl 2884+0,28 9882+0,96 11,66+029" 0,49+0,05" -
MDS 22,08+0,21 86,40+084 1286+0,32' 0,42+0,04" -
T18  1572+0,15 9250+090 6,40+0,01) 051+006° 482+05
4 HAAl 3837+0,37 10468+1,02 737+001% 047+0,06° 554+0,6
MDS 18,85+0,18 8154+079 896+001' 044+0,05° -
T18 - - - - -
5 HAAL - - - - -
MDS  19,38+0,19 78,84 +0,77 6,61 + 0,01 0,44 + 0,00 52,6 + 0,6

Qr !, Ypis ™S médias comparadas usando teste de Tukey com 95% de nivel de confianca.
Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa

entre os valores em cada reciclo.

Mais uma vez, as linhagens T18 e HAAL reproduziram quatro bateladas repetidas
com consumo praticamente total dos acglUcares fermentaveis (AF) presentes no meio
(conversdo de AF superior a 97%). Por sua vez, a linhagem MDS reproduziu cinco
bateladas repetidas com conversdo de AF de aproximadamente 90% (Figura 5.7) e

conversao de xilose inferior a 15% em todas elas.

As trés linhagens apresentaram produtividades em etanol elevadas durante as trés
primeiras bateladas, destacando-se a T18, com variacao entre 14,86 e 19,05 g/L/h e queda
para 6,40 g/L/h no ultimo reciclo, seguida da HAAL (produtividades entre 11,66 e 15,29
g/L/h nos trés primeiros reciclos e 7,37 g/L/h no ultimo), como mostram os resultados
dos testes de Tukey (Tabela 5.9). As menores produtividades na ultima batelada

acompanham as viabilidades celulares, que foram de 48,2 e 55,4% para T18 e HAAL,
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respectivamente. A cepa MDS apresentou produtividades entre 11,46 e 12,86 g/L/h nos
trés primeiros ciclos e 8,96 e 6,61 g/L/h nos Gltimos, com porcentagem de células viaveis
de 52,6 no fim do processo. Assim como na fermentagéo conduzida em meio YPSHB, a
queda na viabilidade possivelmente esta relacionada com a exposi¢cdo prolongada a
elevadas concentracdes de etanol e a inibidores presentes no hidrolisado, ainda que em
pequenas concentragdes. Além disso, o rendimento em etanol ficou acima de 0,38 g de
etanol/g de AF, com diferenca estatisticamente significativa entre os valores apenas nos
dois primeiros reciclos e leve vantagem da T18. A formacédo de xilitol e glicerol nédo

ultrapassou 5,0 g/L para as trés linhagens.

A suplementacdo do melago com nutrientes, visando melhorar o desempenho da
fermentacdo, é abordada na literatura. Jones e colaboradores (1992) avaliaram a
fermentacao de melaco (76,6% m/m de solidos totais), suplementado ou ndo com extrato
de levedura, por S. cerevisiae. No melaco diluido em agua destilada (33,8% m/v)
suplementado com extrato de levedura, os aglcares fermentaveis foram completamente
utilizados em 48h, enquanto cerca de 72 h foram necessarias para o controle ndo
suplementado. Na presenca e na auséncia de extrato de levedura, a concentracao de etanol
foi de 11,5% (v/v). No entanto, em melago 47,6% (m/v), a suplementacdo com extrato de
levedura reduziu a porcentagem em volume de etanol de 13,3% para 12,1%. Na
fermentacdo de melaco (34°Bx) por S. bayanus, Pradeep e Reddy (2010) obtiveram
concentracdo final de etanol de 72,9 g/L. A suplementacdo com peptona, ureia e extrato
de levedura aumentou as concentracfes finais de etanol para 99,8; 98,9 e 100,2 g¢/L,
respectivamente. Além disso, a duracdo da fermentacdo também foi reduzida de 72 para

48h, melhorando a produtividade em etanol.

De maneira geral, comparado a fermentacdo em meio YPSHB, o processo
fermentativo em meio YPMHB apresentou perfil de conversao de aglcares mais lento e
produtividades levemente inferiores (diferenca estatisticamente significativa na
comparagédo entre a mesma levedura no mesmo reciclo feita com teste de Tukey com 95%
de nivel de confianca; dados ndo apresentados), mas ainda satisfatorias, indicando que,
na presenca de extrato de levedura e peptona, 0 melago consiste em uma boa fonte de

sacarose para a levedura.

67



5.2.4 Fermentacdo em meio industrial contendo melago e hidrolisado de

hemicelulose de bagaco de cana-de-acucar bruto (ndo concentrado)

Embora sejam ricos em nutrientes que podem favorecer a atividade celular, o
extrato de levedura e a peptona sao insumos de custo relativamente alto e seu uso para
suplementacdo de meios industriais prejudicaria a viabilidade econdmica do processo.
Dessa forma, foram realizadas fermentacdes a partir da mistura de hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar bruto (ndo concentrado) e melaco, apenas, de
forma que a concentracdo de aclcares fermentdveis (AF) fosse aproximadamente a
mesma dos meios YPSX, YPSHB e YPMHB.

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com as trés linhagens
em meio MHB3, obteve-se o perfil de conversdo de aglcares apresentado na Figura 5.8.
Os resultados em concentracéo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade final das células de cada reciclo encontram-se na Tabela 5.10.

Como pode ser observado na Figura 5.8, seguindo a tendéncia dos processos
fermentativos apresentados anteriormente, as linhagens T18 e HAAL reproduziram
quatro bateladas repetidas com conversao praticamente total dos acgUcares presentes no
meio (aproximadamente 98% de conversdo de AF em todos os ciclos), enquanto a
linhagem MDS realizou cinco bateladas repetidas com conversdo maxima de AF e de

xilose de 91% e 17%, respectivamente.

As produtividades em etanol alcancadas pela T18 e pela HAAL variaram entre
15,53 e 17,68 g/L/h e entre 17,05 e 20,13 g/L/h, respectivamente, nos trés primeiros
reciclos (Tabela 5.10). No quarto reciclo, as produtividades cairam para 7,13 e 7,92 g/L/h,
acompanhando a viabilidade final das células, que chegou a 41,8 e 49,8% para T18 e
HAAL, respectivamente. Por sua vez, a MDS apresentou produtividades entre 11,56 e
13,60 g/L/h nos quatro primeiros ciclos, atingindo 8,21 g/L/h com viabilidade celular de
47,4% no quinto ciclo. Os resultados dos testes de Tukey apontam diferenca
estatisticamente significativa para a produtividade em etanol das trés cepas em todas as
bateladas, com destaque para a HAA1l. Além disso, os rendimentos em etanol
permaneceram acima 0,38 g de etanol/g de AF, porém com valores estatisticamente iguais
para as trés linhagens em todas bateladas. A formagdo de xilitol e glicerol ndo ultrapassou

4,0 g/L para as trés leveduras.
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Figura 5.8. Acompanhamento da conversédo de agucares fermentaveis (% AF) durante

fermentacOes em bateladas repetidas em meio MHB3 pelas leveduras: (A) T18, (B)

HAAL, (C) MDS. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estético, volume de

meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOggo = 100,
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Tabela 5.10. Concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio MHB3 com as leveduras
T18, HAAL e MDS. Condigdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume
de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOegoo = 100,
[AF]reator = 155 g/L.

Reciclo  Cepa Et[OH]; Et[OH]s Qr Yeris Viabilidade
(g/L) (g/L) (go/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)
T18 0,00+£0,00 4658+0,45 1553+0,26% 0,38+0,04' -
1 HAA1 000+0,00 5664+055 1888+031° 0,45+0,05' -
MDS  0,00+0,00  49,70+048 12,43+0,21° 0,40+0,04' -
T18  2238+0,22 93,10+091 17,68+0,07% 0,44+0,00™ -
2 HAAl 18,89+0,18 79,28+0,77 20,13+0,08¢ 0,44+0,00™ -
MDS  13,00+0,13 72,18+0,70 11,84+005" 0,41+0,00" -
T18 20,70+0,20 8890+086 1364+0,349 0,42+0,04° -
3 HAAl 15,76+0,15 93,08+0,90 19,33+0,47" 0,43+0,04° -
MDS  22,72+0,22 90,70+0,88 13,60+0,339 0,44 +0,04° -
T18 2550+025 96,76+094  7,13+0,01' 0,44+0,05°7 418+0,4¢1
4 HAAl 37,96+0,37 101,34+0,99 792+001) 047+006P 498+05"
MDS 2538+0,25 9474+092 1156+0,01% 0,51+0,06° -
T18 - - - - -
5 HAAL - - - - -
MDS  20,98+0,20 86,62+ 0,84 8,21 +0,01 0,46 + 0,00 474+0,5

Qr &, Ypis ™S, Viabilidade final %": médias comparadas usando teste de Tukey com 95%
de nivel de confianca. Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.

A assimilacdo eficiente de xilose é um ponto crucial para a producdo de etanol 2G
(NOGUE; KARHUMAA, 2015). Em todos os experimentos com meios contendo xilose
e sacarose (ou glicose e frutose) em concentracdo acima de 150 g/L no minirreator
(devido a diluicdo provocada pela adicdo dos beads), a cepa MDS néo foi capaz de
assimilar eficientemente a xilose, conforme mostrado na Tabela 5.11. Na tentativa de
elucidar a causa da menor conversdo de xilose pela MDS, foram realizados estudos
complementares, que serdo apresentados posteriormente. Independentemente da causa,
considerando-se o baixo desempenho da MDS na conversdo de xilose, a cepa foi excluida
para a producéo de etanol 2G a partir de hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-
de-agUcar bruto (ndo concentrado) e melago em elevadas concentracdes de agucares

fermentéveis.
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Tabela 5.11. Conversao (%) de xilose pela levedura MDS nos meios YPSX, YPSHB,
YPMHB e MHB3.

Reciclo YPSX YPSHB YPMHB MHB3
1 17,9 15,3 14,4 17,3
2 0,4 5,7 11,5 15,0
3 8,5 79 11,5 11,2
4 2,5 9,8 3,7 4,9
5 6,7 9,7 12,7 5,1

Por sua vez, a fim de identificar a levedura que se destacou na fermentacdo do
meio industrial de interesse, a performance das linhagens T18 e HAAL foi pontuada
(Tabela 2, Apéndice), com base nos resultados dos testes de Tukey apresentados na
Tabela 5.10. Conforme mostrado na Tabela 5.12, a cepa HAAL obteve vantagem sobre a
T18 na pontuacéo final, resultado coerente com os valores apresentados na Tabela 5.5,
em que a HAAL se destacou na fermentacdo do meio formulado com o0s mesmos
componentes, porém com concentracdo de AF inferior (MHB1). Conforme j& discutido,
a linhagem HAAL foi desenvolvida visando aumentar a tolerancia ao acido acético da
T18, que se tornou menos tolerante a inibidores do metabolismo celular apds as
modificacdes genéticas para expressao da enzima xilose isomerase (XI) (DEMEKE et al.,
2013b; MEIINEN et al., 2016). Dessa forma, a levedura HAAL foi considerada para o
processo nas condi¢des em questéo.

Tabela 5.12. Pontuacéo das leveduras T18 e HAAL no meio industrial MHBS3.

Cepa MHB3
T18 0
HAAL 4

De maneira geral, os processos fermentativos nos meios YPMHB e MHB3
apresentaram produtividades em etanol com diferenca estatisticamente significativa
(comparacdo entre a mesma levedura no mesmo reciclo via teste de Tukey com 95% de
nivel de confianca; dados ndo apresentados), porém com uma diferenca entre os valores
de 20%, em média, possivelmente associada a variabilidade das bateladas, decorrente da
limitag&o na retirada de meio fermentado dos minirreatores. Esses resultados podem ser

considerados satisfatorios, visto que a necessidade de suplementacdo do meio com extrato
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de levedura e peptona traria custos adicionais ao processo em escala industrial,
prejudicando a viabilidade economica. Apesar de estudos mostrarem melhora no
desempenho da fermentacdo de melagco com a adi¢do de nutrientes (JONES et al., 1992;
PRADEEP; REDDY, 2010), o melaco contém fontes de nitrogénio em sua composicao
(Tabela 3.1). Fontes de nitrogénio sdo essenciais para a fermentacdo, visto que
compreendem aminodcidos, nucleotideos e vitaminas, necessarios para o crescimento
celular (XU; XU, 2014). Dessa maneira, 0 meio formulado com melaco e hidrolisado de
hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar bruto (ndo concentrado) (MHB) foi escolhido

para a continuidade dos estudos.

Com relacdo a literatura, Liang e colaboradores (2008) empregaram a cepa
comercial S. cerevisiae AS2.1190 imobilizada em pedacos de cana-de-acticar (4x10°
células/60g de pedacos de cana-de-agucar), na proporcdo de 60g de biocatalisador/150
mL de meio, na fermentacdo de melaco. Durante quatro bateladas repetidas, com média
de 154,1 g/L de agucar no meio, a cepa converteu, em média, 98,5% do acUcar disponivel,
resultando em concentracdo de etanol de 77,1 g/L e produtividade de 2,6 g/L/h, valor

muito abaixo dos obtidos no presente trabalho.

5.3 Estudos complementares: influéncia das condigdes de imobilizagdo na

tolerancia ao etanol

Conforme demonstrado anteriormente, o efeito toxico das altas concentracGes de
etanol sobre a viabilidade celular limitou o reciclo das células a, no méaximo, cinco
bateladas repetidas. As condi¢des de imobilizacdo (concentracdo de alginato de sédio,
adicdo de quitosana, tamanho dos beads) podem intensificar o efeito protetivo conferido
pelo gel de alginato (MISHRA et al., 2016; NAJAFPOUR et al., 2004; WESTMAN et
al., 2012). Mishra e colaboradores (2016) relataram que 0 aumento do tempo de cura dos
beads em solucdo concentrada de CaCl> pode alterar a estrutura do gel de alginato,
tornando-o0 menos poroso e mais compacto e melhorando a tolerancia das células a altas
concentracdes de etanol. Dessa forma, foram realizados ensaios fermentativos com a
levedura HAAL1 e o meio MHB, selecionados anteriormente (se¢do 5.2.4), em duas

condigdes:
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A. Beads mantidos em solucdo de cura contendo 4 g/L de CaCl, por 12h
(procedimento padréo de cura, descrito na secdo 4.2);

B. Beads mantidos em solugéo de cura suplementada com CaClz 2,0% (m/v) por
120h (procedimento adaptado de cura, a partir do proposto por Mishra e

colaboradores (2016), também descrito na secéo 4.2).

Nos ensaios fermentativos conduzidos em batelada repetida com a linhagem
HAAL1 em meio MHB4, obteve-se o perfil de conversdo de acucares apresentado na
Figura 5.9. Os resultados em concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e
rendimento em etanol e viabilidade final das células de cada reciclo encontram-se na
Tabela 5.13.

Na Figura 5.9, observa-se que, em ambas as situacdes, a levedura reproduziu cinco
bateladas repetidas com consumo praticamente total dos acucares fermentaveis (AF)
disponiveis no meio. Comparando-se as Figuras 5.9 A e B, percebe-se que o perfil de

conversdo de acucares nas duas condi¢des foi similar.

Ja na Tabela 5.13, verifica-se que, para a condicdo A, as produtividades em etanol
variaram entre 21,28 e 24,08 g/L/h nos trés primeiros ciclos, caindo para 15,05 g/L/h no
quarto reciclo. O processo fermentativo terminou com produtividade de 7,96 g/L/h e
viabilidade das células de 66,2%. Para a condi¢do B, vé-se que as produtividades em
etanol permaneceram entre 21,29 e 24,09 g/L/h nos trés primeiros ciclos, diminuindo para
15,15 no quarto reciclo. O processo chegou ao fim com produtividade de 8,08 g/L/h e
porcentagem de células viaveis de 66,8. Em ambas as situacdes, o rendimento em etanol
manteve-se acima de 80% do tedrico e a formacao de xilitol e glicerol ndo ultrapassou
2,0 e 5,0 g/L, respectivamente. De maneira geral, considerando-se 0s parametros
produtividade e rendimento em etanol e viabilidade final das células, verifica-se
igualdade estatistica entre os valores na maioria dos ciclos, com diferenca
estatisticamente significativa apenas para a produtividade em etanol das bateladas de
ndmero quatro e cinco, porém com diferenca inferior a 2% entre os valores, e para o

rendimento em etanol do segundo reciclo (diferenca inferior a 10% entre os valores).

Além disso, comparando-se as Tabelas 5.10 (cepa HAA1L) e 5.13 (condicdo A),
observa-se uma divergéncia no nimero de bateladas repetidas, nas produtividades em

etanol e na viabilidade final das células. Dado que o processo fermentativo foi realizado
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nas mesmas condicOes, tal fato deve-se, possivelmente, a diferenca no hidrolisado de

hemicelulose utilizado (secéo 4.3).

Figura 5.9. Acompanhamento da conversdo de aglcares fermentaveis (% AF) durante
fermentacdes em bateladas repetidas em meio MHB4 pela levedura HAAL. (A) Beads
mantidos em solucéo de cura por 12h, (B) beads mantidos em solucéo de cura
suplementada com CaCl, por 120h. Condicdes de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6,
estatico, volume de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14
mL, DOsoo = 100, [AF]reator = 155 g/L.
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Diferentemente do que foi observado no presente estudo, Mishra e colaboradores
(2016) obtiveram um aumento de 50% no numero de bateladas e de 6% no rendimento
médio em etanol ao utilizarem células imobilizadas de Saccharomyces cerevisiae

NRRL2034 incubadas em solugdo de CaCl, 2% (m/v) por 120h, em comparagdo aos
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beads de referéncia, mantidos em solucdo de CaCl; 2% (m/v) por 16h. Em ambos os

casos, a suspensdo de células e alginato foi imobilizada em solugdo de CaClz 2% (m/v).

Tabela 5.13. Concentracdo inicial e final de etanol, produtividade e rendimento em

etanol e viabilidade celular final para cada reciclo em meio MHB4 com a levedura

HAAL. (A) Beads mantidos em solugéo de cura por 12h, (B) beads mantidos em

solucdo de cura suplementada com CaClz por 120h. Condigdes de fermentacdo: T = 35

°C, pH = 5,6, estatico, volume de meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do
minirreator: 14 mL, DOeoo = 100, [AF]reator = 155 g/L.

Reciclo Condicao Et[OH] Et[OH]s Qr Yeis Viabilidade
(g/L) (g/L) (g/L/h) (9etioH)/gAF) final (%)

. A 0,00+£0,00 5320+052 2128+0,35% 041+0,04" 1000+0,0"
B 0,00£0,00 5322+052 2129+0,35% 042+0,04" 1000+0,0"

) A 11,52+0,11 83,66+081 2405+0,10° 046+0,00' 972+30°
B 12,32 +0,12 84,44+082 2404+0,10° 0,42+0,000 100,0%+0,0°

3 A 21,18 +0,21 10546+1,03 24,08+0,59°¢ 0,48+0,05%K 954+0,9°
B 23,30+0,23 105,16 +1,02 23,39+0,57°¢ 0,42+0,04% 96,4+13°

4 A 19,06 +0,19 101,86+0,99 1505+002¢ 0,48+006' 86,6+1,7¢
B 18,62 +0,18 101,92+0,99 1515+0,02¢ 0,46+0,06' 87,2+18¢

c A 20,12+0,20 107,66+1,05 7,96+0,01Ff 050+0,00™ 66,2+2,2"
B 19,42 +0,19 108,26 +1,05 8,08+0019 0,50+0,00™ 66,8+29"

Qr *9, Ypis ™™, Viabilidade final ™": médias comparadas usando teste de Tukey com 95%
de nivel de confianca. Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os valores em cada reciclo.

Por sua vez, Milessi e colaboradores (2013) investigaram o efeito das variaveis
concentracdo de alginato de sédio (1,0, 1,5 e 2,0%), concentracdo de CaCl. (0,1, 0,15 e
0,2M) e tempo de condicionamento (12, 18 e 24h) na imobilizacdo de células de
Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124. A analise estatistica mostrou que o tempo de
condicionamento foi significativo (nivel de confianca de 95%) para a variavel consumo
de xilose, indicando maior assimilacdo de substrato para as células incubadas por maior
tempo, e ndo exerceu influéncia na produtividade e no rendimento em etanol,
diferentemente do que foi observado por Mishra e colaboradores (2016). Outros fatores
ndo apresentaram influéncia nas varidveis de resposta. Além disso, as condigdes de
imobilizacdo concentracdo de alginato de sodio de 2,0%, concentracdo de cloreto de
calcio de 0,1M e tempo de condicionamento de 12h foram responsaveis pela maior

estabilidade das células imobilizadas, possibilitando a produgdo méaxima de etanol (7,2
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g/L com rendimento de 0,26 g/g) de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
acucar (xilose 33,03 g/L, furfural 0,017 g/L e HMF 0,007 g/L).

Como pode ser observado na Figura 5.9 e na Tabela 5.13, os resultados dos dois
experimentos, realizados com células submetidas a diferentes condi¢bes de cura,
apresentaram semelhanga entre si, com diferengas inferiores a 3% entre os valores de
conversao de AF, etanol produzido e produtividade em etanol. Esse comportamento pode
ter ocorrido devido a maior concentracdo de ions calcio na solucdo de coagulagédo
utilizada, em comparagdo com a solucdo de CaCl; utilizada por Mishra e colaboradores
(2016) no processo de imobilizagdo. A concentracdo de CaCl (27,7 g/L) e MgCl, (23,8
g/L) e de CaCl> (4 g/L) usada nas etapas de imobilizacdo e de cura, respectivamente, no
procedimento padrdo adotado no presente trabalho e em trabalhos anteriores do grupo de
pesquisa (MILESSI et al., 2020a,b; PEREZ et al., 2021; SILVA et al., 2012) ja pode ter
sido suficiente para gerar beads com estrutura mais compacta € menos porosa. Por essa
razdo, o desempenho das fermentacfes nao foi melhorado com a adogao das condicOes
(aumento da concentragdo de CaClz na solucéo de cura e do tempo de cura) propostas por
Mishra e colaboradores (2016), mantendo-se 0 maximo de cinco bateladas repetidas
alcancado anteriormente. Dessa forma, é necessario avaliar outras formas de atenuar os
efeitos toxicos das altas concentracdes de etanol sobre a levedura, como a lavagem das
células entre um determinado numero de bateladas durante o processo fermentativo
(PEREZ et al., 2021).

5.4 Estudos complementares: assimilacdo de xilose por S. cerevisiae MDS 130 na
presenca de hexoses

Conforme jé relatado, a levedura MDS né&o foi capaz de assimilar eficientemente
a xilose disponivel no meio fermentativo nos experimentos envolvendo a fermentacéo de
xilose e sacarose com concentracdo acima de 150 g/L no minirreator (devido a dilui¢éo
provocada pela adi¢do dos beads). Dessa forma, foram realizados ensaios fermentativos
com a cepa MDS em meios contendo xilose e glicose, frutose ou sacarose, mantendo-se
a proporc¢éo pentose/hexose e a concentracao total de aglcares de aproximadamente 1:10

e 220 g/L, respectivamente, com o objetivo de avaliar se a menor conversdo de xilose

76



pela levedura esta relacionada a alta concentracdo de hexoses no meio ou a presenca da

sacarose ou da frutose em alta concentragao.

Nas fermentacdes conduzidas com a linhagem MDS nos meios sintéticos YPDX,
YPFX e YPSX, obteve-se o perfil de conversao de aglcares apresentado na Figura 5.10.
Os resultados em conversdo de agucares, concentragdo final de etanol e rendimento em

etanol encontram-se na Tabela 5.14.

Figura 5.10. Acompanhamento da converséo de agUcares fermentaveis (% AF) durante
fermentacdes em meio YPDX, YPFX e YPSX pela levedura MDS. Condiges de
fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume de meio: 3 mL, volume de beads: 3

mL, volume do minirreator: 14 mL, DOgoo = 100, [AF]reator = 155 g/L.
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Tabela 5.14. Conversdo de xilose, conversdo de acglcares fermentaveis (AF),
concentracdo de etanol e rendimento em etanol das fermentagdes em meio sintético com
a levedura MDS. Condic6es de fermentacdo: T = 35 °C, pH = 5,6, estatico, volume de
meio: 3 mL, volume de beads: 3 mL, volume do minirreator: 14 mL, DOsoo = 100,
[AF]reator = 155 g/L.

Meio Xxilose (%0) Xar (%) Et[OH] (/L) Yepss (getioHI/gAF)
YPDX 380+0,24% 945+0,689 4850+0,47° 0,31+0,03¢
YPFX 40,2+0,25° 94,7+0,689 46,45+0,45f 0,29 £ 0,03 ¢
YPSX  341+021°¢ 944+0,68¢ 4801+047°%  0,30+0,03¢

Xxilose &€, Xar 9, Et{[OH] &', Ypss 9 médias comparadas usando teste de Tukey com 95%

de nivel de confianca. Letras iguais sobrescritas significam que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os valores.
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Na Figura 5.10, vé-se que a cepa apresentou perfil de conversdo de acucares
fermentaveis (AF) semelhante para os trés meios. Ap6s aproximadamente 2,5h de
fermentagdo, observa-se um perfil estacionario, caracterizado por lento consumo de
xilose. Em 8h de processo, a levedura alcancou conversdes de xilose estatisticamente
diferentes em cada meio (Tabela 5.14), porém menos de 50% da pentose foi assimilado
em todos eles, enquanto as hexoses foram completamente utilizadas. A converséo de AF
ficou em torno de 94,5%, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa entre
os trés meios. Além disso, a producdo de etanol variou entre 46,45 e 48,50 g/L com
rendimento médio de 0,30 g de etanol/g de aclcares, com diferenca estatisticamente

significativa apenas para a producédo de etanol referente ao meio YPFX.

Na levedura Saccharomyces cerevisiae, 0 crescimento, o metabolismo e a
expressao génica sdo regulados em funcéo da disponibilidade da fonte de carbono. Na
presenca de glicose, a expressdao de genes que codificam enzimas glicoliticas,
transportadores de glicose e proteinas ribossdmicas € induzida. Por outro lado, genes
envolvidos na utilizacdo de fontes alternativas de carbono, na gliconeogénese, na
respiracdo, entre outros, tém sua expressao reprimida, em um fendmeno conhecido como
repressdo catabdlica ou repressdo da glicose. Dessa forma, quando S. cerevisiae é
cultivada em misturas de glicose e outro acglcar fermentavel, o outro acUcar é
metabolizado somente quando a concentracdo de glicose se torna baixa ou nula. Além da
glicose, as hexoses frutose e manose podem desencadear a repressdo catabolica
(CARLSON, 1998; CARLSON, 1999; DYNESEN et al., 1999).

Além disso, a levedura S. cerevisiae ndo possui transportadores especificos para
pentoses, de forma que a xilose é levada para o interior das células através de proteinas
de transporte de hexoses. Entretanto, a maioria desses transportadores nativos tem alta
preferéncia por glicose, o0 que pode causar inibicdo no transporte de xilose (MOYSES et
al., 2016; WANG et al., 2016; YOUNG et al., 2010; YUSUF; GAUR, 2017). Ainda,
embora os transportadores de hexoses enddgenos possam ser transformados em
transportadores especificos de pentoses, eles permanecem sujeitos a degradacdo de
proteinas regulada pela glicose. Assim, na auséncia de glicose, algumas proteinas com
capacidade de transporte de pentose sdo degradadas, o que pode levar a uma deficiéncia
no metabolismo da xilose em cepas recombinantes assimiladoras desse agtcar (NIJLAND
et al., 2016).
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Ao avaliarem o desempenho da levedura recombinante S. cerevisiae XUSE na
cofermentacdo de pentoses e hexoses, Hoang e colaboradores (2018) realizaram
fermentacGes em meios compostos por 20 g/L de xilose e 10, 20, 30 e 40 g/L de glicose.
Embora a utilizacdo simultanea dos agUcares ainda tenha sido observada, a assimilacao
de xilose foi inibida na presenca de concentracdes de glicose maiores que 30 g/L,
sugerindo que a inibicdo pela glicose deveria ser aliviada, especialmente em altas
concentracOes do agucar, no contexto de modificacBes genéticas.

As modificacdes genéticas que originaram a linhagem MDS 130 ndo se encontram
descritas detalhadamente na literatura. Dessa maneira, ndo é possivel identificar a causa
do fendmeno observado exclusivamente com essa cepa na presenca de hexoses em alta
concentracdo. Pode-se afirmar que a deficiéncia na assimilacdo de xilose ocorreu para 0s
trés acucares estudados (glicose, frutose e sacarose) em concentracdes acima de 150 g/L.
Estudos mais aprofundados, envolvendo diferentes concentracdes desses agucares e de
xilose, assim como o acompanhamento da cinética de consumo dos mesmos, Sao
necessarios para um melhor entendimento do fenémeno, mas estdo fora do escopo do

presente trabalho.

5.5 Visao geral da producéo de etanol 2G usando meios industriais

A obtencdo de etanol de segunda geracdo vem sendo amplamente abordada na
literatura (ANTUNES et al., 2019; DE ANDRADE et al., 2013; FARIAS; MAUGERI
FILHO, 2019; MILESSI et al., 2020a,b; MISHRA et al., 2016; PEREZ et al., 2021,b;
ROBAK; BALCEREK, 2018; ZHAO; XIA, 2010). Nesse contexto, alguns resultados
obtidos no presente trabalho encontram-se resumidos na Tabela 5.15, juntamente com
dados extraidos da literatura. Na Tabela 5.15, destacam-se as produtividades em etanol
acima de 20 g/L/h, alcangadas devido a alta concentracdo de hexoses no meio
fermentativo usado no presente trabalho e de glicose no hidrolisado de palha de arroz

utilizado por Mishra e colaboradores (2016).

Os resultados obtidos reforgam a utilizagdo de meio composto apenas por
hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar bruto (ndo concentrado) e
mela¢o como uma alternativa promissora para a obtencédo de etanol 2G e para a integragao

da producdo de etanol 1G/2G. A estratégia de fermentacdo adotada, que envolve a
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incorporacdo de sacarose ao meio fermentativo e a operagdo com alta carga de células,
resultou em produtividade compativel com a operagdo industrial. A utilizacdo de
hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-aglcar bruto (ndo concentrado)
também contribui para a viabilidade econdémica do processo, uma vez que elimina os
gastos energéticos envolvidos na etapa de concentracao por evaporacgdo e contribui para
0 desempenho da levedura, em razdo da menor concentracéo de inibidores em relagéo aos
hidrolisados concentrados. Além disso, a estratégia abordada pode ser facilmente
adaptada ao processo Melle-Boinot (BNDES; CGEE; 2008; MUSSATO et al., 2010),
tradicionalmente empregado nas usinas brasileiras para a obtencdo de etanol 1G,

permitindo a producdo de etanol 2G com altera¢cGes minimas de processo.

Tabela 5.15. Producéo de etanol 2G em meios industriais com Saccharomyces

cerevisiae recombinante imobilizada.

Cepa Modo de Meio Produtividade Etanol Referéncia
P operagao max. (g/L/h) (g/L)
Batelada  HD (palha de Zhao; Xia
ZU-1 . . 4 -
U-10 repetida milho) 0 (2010)
. Hidrolisado de Mishra et
GSE1618 Continuo palha de arroz 26,1 42,7 al. (2016)
GSE16- Batelada  HC (bagaco de 57 30.0 Milessi et
T18 repetida cana-de-acUcar) ’ ’ al. (2020a)
GSE16- HC (bagaco de Milessi et
Batel i 4,4 17,
T18 atelada cana-de-agucar) 6 al. (2020b)
GSE16- . HC (bagaco de Perez et al.
e 1! H
T18 HAAL Continuo cana-de-agucar) o 8.9 (2021)
M + H (bagaco
MDs130 Dalada e nacde- 22,8 a7,  Presente
repetida , trabalho
acucar)
GSE16- Batelada 2/:) ¥ HC(::S_ZQ; a1 1077 Presente
T18 HAAL repetida , ’ ' trabalho
acucar)

No entanto, € necessaria a analise econdmica das duas estratégias avaliadas nas
secbes 5.1.2 e 5.2.4 (menor concentracdo de AF/menor concentracdo final de
etanol/maior numero de reciclos ou maior concentragdo de AF/maior concentracdo final
de etanol/menor nimero de reciclos) para definir a op¢do mais viavel. Ainda, para
favorecer a viabilidade do processo, é preciso aumentar a resisténcia da levedura aos

inibidores presentes nos hidrolisados e ao etanol, incluindo os efeitos sinérgicos desses
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compostos e do tempo de exposicdo, que provavelmente ndo foram o objetivo nas

modifica¢Oes genéticas para obtencédo das linhagens avaliadas no presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

O desempenho fermentativo de trés leveduras recombinantes de Ultima geracao
(Saccharomyces cerevisiae GSE16-T18, GSE16-T18 HAAL1 e MDS 130) em meios
industriais contendo hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana-de-agUcar obtido por
pré-tratamento acido (ndo concentrado), suplementados ou ndo com melaco, foi avaliado.
De maneira geral, S. cerevisiae GSE16-T18 HAAL1 mostrou ser a linhagem mais
adequada para obtencdo de etanol 2G. Ainda, a adicdo de melaco ao hidrolisado de
hemicelulose ndo concentrado mostrou ser uma estratégia de grande potencial para a
obtencgéo de etanol 2G e integracdo da producédo de etanol 1G/2G. A utilizacdo desses
insumos possibilitou a obtencdo de altas concentracGes de etanol (acima de 50 g/L) com
elevada produtividade e a operacdo prolongada em batelada repetida, diferentemente dos
processos fermentativos com hidrolisados de hemicelulose concentrados. Entretanto, para
concentragdes finais de etanol entre 80 e 100 g/L, observou-se toxicidade do produto
sobre o metabolismo celular, o que limitou o nimero de reciclos e a viabilidade final das

células.

A integracdo da producdo de etanol 1G/2G, através da suplementacdo de
hidrolisado de hemicelulose ndo concentrado com melaco, visando aumentar a
concentracdo de acucares fermentaveis (AF), leva a altas produtividades e menor custo.
Entretanto, é necessaria a analise das estratégias fermentativas (menor concentracdo de
AF/ menor concentracéo final de etanol /maior nimero de reciclos e maior concentracdo
de AF/maior concentracdo final de etanol/menor nimero de reciclos) para definir a opcéo
mais viavel. Ainda, para favorecer a viabilidade do processo, é preciso aumentar a
resisténcia da levedura aos inibidores e ao etanol, considerando os efeitos sinérgicos e o

tempo de exposicao.
Para dar continuidade ao trabalho, sugerem-se:

i.  Determinacdo de um fator de correcdo para a conversao estimada pelos dados de
gas carbonico, através da realizacdo de fermentacbes em um nUmero de
minirreatores (nas mesmas condi¢des) e retirada de um minirreator em intervalos
determinados, para quantificacdo da massa de CO: liberada e da concentracéo de

acucares.
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Avaliacdo de hidrolisados provenientes de outros materiais lignoceluldsicos
(palha de cana-de-aguUcar, por exemplo);

Avaliacdo da lavagem das celulas imobilizadas apds um determinado nimero de
reciclos como estratégia para atenuacéo dos efeitos toxicos do etanol;

Avaliacdo do desempenho da levedura selecionada em meios contendo
concentracdo de AF intermedidria as estudadas no presente trabalho;

Escalonamento da melhor condicéo em reator de leito fixo.
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APENDICE

Tabela 1. Pontuacdo atribuida aos parametros produtividade em etanol, rendimento em

etanol e viabilidade final das células referentes as leveduras T18, HAA1 e MDS nos
meios industriais YPHC, YPHD e MHB1.
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Tabela 2. Pontuacéo atribuida aos parametros produtividade em etanol e rendimento em

etanol referentes as leveduras T18 e HAA1 no meio industrial MHB3.

Reciclo Cepa Qp  Yeps
1 T18 0 0
HAA1 1 0
) T18 0 0
HAAL 1 0
3 T18 0 0
HAAL 1 0
4 T18 0 0
HAA1 1 0
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