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RESUMO

O bioetanol ¢ um combustivel alternativo, de baixo custo o qual convencionalmente ¢ obtido
no Brasil a partir da fermentacdo de caldo de cana-de-agucar, melago ou a mistura destes.
Entretanto, alternativamente, o etanol poderia ser obtido a partir de materiais lignoceluldsicos,
residuos ou subprodutos agroindustriais compostos por celulose, hemicelulose e lignina, tais
como o bagago de cana-de-acticar. Para cada tonelada de cana processada, sdo obtidos, em
média, 250 kg de bagaco, o qual ¢ geralmente queimado para geragdo de energia na industria.
Os cultivos microbianos a partir destas matérias-primas dependem da disponibilizagdo dos
substratos, nesse sentido, a hidrélise acida tem sido referida como um dos processos mais
utilizados para a despolimerizacdo da fracdo hemiceluldsica dos materiais lignoceluldsicos,
devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia. No entanto, em condi¢des de alta pressdo e
temperatura, glicose e xilose liberadas sdo degradadas a 5-hidroximetilfurfural (HMF) e
furfural, respectivamente. Estes compostos s3o caracterizados por inibirem as leveduras
utilizadas na etapa de fermentagdo, o que influencia o metabolismo microbiano e a conversao
das hexoses e pentoses obtidas em etanol. Neste contexto, o trabalho consistiu em avaliar a
capacidade de uma linhagem da levedura Dekkera bruxellensis em produzir etanol a partir de
pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar, ja que a mesma tem mostrado ser uma levedura
tolerante a condi¢des adversas encontradas em processos fermentativos industriais. Os
resultados indicaram que D. bruxellensis foi capaz de produzir etanol em meio sintético
contendo xilose ou arabinose, ou ainda xilose e glicose como tUnicas fontes de carbono, e
quando cultivadas em concentragdes de 50 ou 100% de pré-hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar, as velocidades especificas de crescimento maximas foram semelhantes, em torno de
0,009 h™', com produtividade celular de aproximadamente 0,035 gL' h™'. Os ensaios em
biorreator demonstraram baixas velocidades especificas de crescimento nos primeiros cinco
dias, 0,003 h™', ocasionado por um lento consumo de glicose. Porém em uma segunda fase de
crescimento, com velocidade especifica menor 0,001 h™!, ocorreu um aumento no consumo de
xilose, periodo que também se observou aumento na concentragdo de etanol com
produtividade maxima de aproximadamente 3,25 mg/L.h. Portanto apesar de crescimento
inferior quando comparado as leveduras convencionalmente usadas na fermentagdo etanolica
industrial, estes resultados sugerem a viabilidade de cultivo da D. bruxellensis CCA155 em
pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar.

Palavras chave: Dekkera bruxellensis, residuos lignocelulésicos, fermentagao etanolica,
bagaco de cana-de-agucar.



ABSTRACT

Bioethanol is an alternative low cost fuel, which is conventionally obtained in Brazil from the
fermentation of sugarcane juice, molasses, or a mixture of these. However, alternatively,
ethanol could be obtained from lignocellulosic materials, wastes or agroindustrial byproducts
composed of cellulose, hemicellulose and lignin, such as sugarcane bagasse. For each ton of
cane processed, 250 kg of bagasse are obtained on average, which is usually burned for power
generation industry. The microbial cultivation using these materials depend on the
availability of substrates, accordingly, acid hydrolysis has been considered one of the most
widely used process for the depolymerization of the hemicellulose fraction of lignocellulosic
materials, due to their low cost and high efficiency. However, under conditions of high
temperature and pressure, glucose and xylose released are degraded to 5-
hydroxymethylfurfural (HMF) and furfural, respectively. These compounds are characterized
by inhibiting the yeast used in the fermentation step, which influences the microbial
metabolism and the conversion of hexoses and pentoses obtained in ethanol. In this context,
the aim of this work was to evaluate the ability of a yeast strain, from the species Dekkera
bruxellensis (CCA155) in producing ethanol from sugarcane bagasse hydrolysates, since it
has shown to be a yeast tolerant to adverse conditions found in industrial fermentation
processes. The results indicated that D. bruxellensis was capable of producing ethanol in a
synthetic medium containing xylose or arabinose, and xylose or glucose as sole carbon
sources, and when grown in concentrations of 50 or 100% sugarcane bagasse hydrolyzate,
maximum specific speeds growth was similar, about 0.009 h-1, with cell productivity of about
0.035 gL 'h'1. In the bioreactor tests, the yeast displayed low specific growth rate during the
first five days, 0.003 h™', caused by a slow consumption of glucose. But in a second phase of
growth, with a lower rate 0.001 h™', there was an increase in xylose consumption, a period in
that an increase in ethanol concentration with maximum yield of approximately 3.25 mg/L.h
was observed. Therefore even with lower growth when compared to yeast fermentation
conventionally used in ethanol industries, these results suggest the feasibility of the
cultivation of D. bruxellensis in hydrolysates of sugarcane bagasse.

Keywords: Dekkera bruxellensis, waste lignocellulosic ethanol fermentation, sugarcane
bagasse.



1. INTRODUCAO

Com inumeras discussdes sobre a preservacdo do meio ambiente, desenvolvimento
sustentavel e os desafios para o emprego de novas fontes energéticas, este estudo contempla o
aproveitamento de residuos agroindustriais na produ¢do de etanol, uma vez que consiste na
utilizacao de uma matéria-prima disponivel em grande quantidade.

Atualmente, o etanol ¢ em sua quase totalidade produzido apenas a partir de matérias-
primas sacarinas ou amilaceas (cana-de-acucar, milho, trigo), com os agucares prontamente
disponiveis, sendo chamado de etanol de primeira geragdo. Entretanto, a futura expansao pode
basear-se no etanol de segunda geracdo, ou seja, produzido a partir de material
lignocelulosico, caso de residuos agricolas como bagago de cana-de-agucar. Estes materiais
sdo caracterizados por serem abundantes, renovaveis, potenciais para producdo de
biocombustiveis, sem comprometimento da seguranga alimentar, além de serem fundamentais
na reducdo dos impactos ambientais.

Esses fatores tornam o etanol competitivo com os combustiveis fosseis, pois apresenta
menor impacto ambiental causado pela emissdo de poluentes, promovendo o aumento da
produgdo sem alterar a expansao de area plantada, de forma a evitar a competi¢do com areas
produtoras de alimentos ou entrar em areas protegidas como florestas.

A composi¢ao basica do material lignocelulosico depende do vegetal de origem e, no
caso de residuos agroindustriais, do processamento, da regido, idade e periodo do ano no
momento da colheita e do material. Os principais componentes do material lignoceluldsico
sdo a celulose e a hemicelulose, constituindo estruturas duras e fibrosas infiltradas por outra
estrutura formada por alcoodis aromaticos conhecida como lignina, ocorrendo ainda a
existéncia de cinzas e outros componentes classificados como extrativos em pequenas
quantidades.

Para a conversdao da celulose ¢ da hemicelulose em seus aglcares constituintes, o
mecanismo mais estudado ¢ a hidrdlise acida. Esse processo pode utilizar acidos concentrados
e/ou diluidos. Os produtos das reagdes quimicas hidroliticas do material lignoceluldsico
constituem hexoses (glicose, galactose e manose), pentoses (xilose e arabinose), lignina, acido
acético, metanol, dentre outros, em propor¢des variaveis dependendo da matéria prima
processada. No entanto, os principais problemas da hidrolise acida estdo relacionados a
formag¢do de componentes inibidores da fermentagdo, oriundos ndo s6 da hidrélise, mas

também gerados por corrosdo dos equipamentos. Glicose e xilose sob altas pressdes e
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temperaturas sao degradadas a S-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, respectivamente, e
caso nao sejam removidos, podem levar a inibicdo microbiana quando os hidrolisados forem
usados como meio de cultivo em bioconversdes. Sendo assim, etapas de remog¢do quimica,
fisica ou bioldgica desses compostos inibidores tém sido empregadas visando melhorar os
rendimentos nos processos de bioconversao.

O tratamento quimico pode ser realizado através do ajuste de pH com Ca(OH), e
NaOH, causando uma precipitacdo dos componentes toxicos. A rotoevaporagdo pode ser
empregada como um método fisico de detoxicagdo, promovendo diminui¢do na concentragao
de acido acético, furfural e vanilina. Métodos bioldgicos podem ser aplicados mediante de
tratamento com enzimas obtidas a partir do fungo ligninolitico Trametes versicolor. As
lacases atuam na remoc¢do de mondmeros fendlicos e acidos fenolicos. Além disso,
Trichoderma reesei tem sido relatado por degradar acido acético, furfural e derivados de
acido benzoico.

Bactérias e leveduras fermentam pentoses, porém a baixa concentragdo desse tipo
acgucar dificultam o seu desenvolvimento, contribuindo com baixas velocidades de conversao
para serem utilizados em processos industriais. Dentre as principais espécies que fermentam
xilose sdo citadas Pichia stipitis, Pachysolen tanophilus, Candida shehatae, Kluyveromyces
marxianus, Candida guilliermondii, Candida blankii, Candida tenuis,
Brettanomyces/Dekkera naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces cellobivorus,
Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces polimorpha e Schizosaccharomyces pombe.

Entretanto, a capacidade de aplicacdo dessas espécies ¢ muito limitada devido a baixa
tolerancia ao etanol e a compostos gerados durante a etapa de pré-tratamento e hidrolise da
hemicelulose. Além disso, a presenca de hexoses como manose, galactose e glicose em
hidrolisados hemiceluldsicos pode promover diminuicdo na utilizagdo de xilose, por
preferéncia metabdlica ou ainda atuar como repressora dos genes responsaveis pela utilizagdo
da xilose.

Estudos revelaram que leveduras do género Dekkera sdo resistentes quanto mudancgas
de temperatura e pH, com obten¢do de energia mais eficiente em condi¢des limitadas de
oxigénio comparadas com S. cerevisiae, comprovando serem de grande potencial no
desenvolvimento de processos industriais destinados a produgdo de etanol a partir de fontes
renovaveis.

Nesse contexto, tornam-se necessarios estudos sobre a viabilidade de cultivo de
Dekkera bruxellensis a partir de hidrolisados, avaliando a produ¢do de etanol, cinética de

crescimento € consumo de hexoses e pentoses, expandindo estes conhecimentos a partir de
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hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar, uma vez que a literatura cita altos rendimentos de

pentoses em etanol com baixa produtividade desta levedura.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar a producdo de etanol por uma linhagem de Dekkera bruxellensis a partir de
hidrolisados de bagago de cana-de-actcar, como uma forma alternativa de aproveitamento

desta matéria-prima na produgdo de etanol de segunda geracgao.

Objetivos especificos:

- Avaliar o potencial de producdo de etanol da levedura D. bruxellensis a partir de
meios sintéticos adicionados de pentoses;

- Caracterizar o hidrolisado de cana-de-agucar obtido a partir de diferentes condigdes
de pré-tratamento;

- Avaliar a tolerancia de D. bruxellensis aos inibidores produzidos na etapa de
hidrolise acida do bagaco de cana-de-actcar;

- Estudar a cinética de crescimento, consumo de pentoses e hexoses por D.
bruxellensis em pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-acucar;

- Avaliar a produgdo de etanol a partir dos pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-

acucar pela levedura D. bruxellensis, em diferentes condigdes de cultivo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Producao de etanol

Inicialmente o etanol era utilizado para producdo de bebidas alcodlicas, vinagres e
conservas, no entanto atualmente, ¢ aplicado na industria de farmacos, perfumes e cosméticos,
fabricacdo de corantes e vernizes, materiais explosivos e plasticos, além da sua aplicagdo
como matéria-prima de produtos da quimica fina (CRUEGER & CRUEGER, 1993). No
Brasil e em vérios paises do mundo, sua producdo tem sido estimulada, por se tratar de um
combustivel limpo e de origem renovavel (SILVA-FILHO, 2003).

O Pré-alcool (Programa Nacional do Alcool) foi criado em 14 de novembro de 1975 e
possibilitou grande expansao da cultura da cana-de-agucar no Brasil. Seu objetivo era
estimular a producdo do etanol e atender as necessidades do mercado interno e externo. Porém
atingiu seu declinio em 1990 quando o pre¢o do petréleo baixou, tornando o etanol um
combustivel pouco vantajoso tanto para o consumidor quanto para o produtor. Além disso, o
preco do aglicar comecgou a aumentar no mercado internacional, tornando-se mais vantajoso
para usineiros intensificar a sua producao.

Atualmente, o Brasil vive uma nova expansdo dos canaviais com o objetivo de
oferecer, novamente em grande escala, o etanol como combustivel alternativo. A distribui¢ao
geografica brasileira possibilita a producao de cana-de-agucar e seus derivados em um amplo
espaco (FRANCISCHINI, 2008).

A partir das principais conferéncias sobre o ambiente, as questdes sobre a eficiéncia da
geracdo e do uso da energia foram ampliadas, considerando principalmente os seus impactos
ambientais, buscando cada vez mais o uso de fontes renovaveis de energia, que possam
contribuir para reduzir as emissdes de CO,. A Agenda 21 e o Protocolo de Quioto sugerem a
capacitagdo, educagdo e difusdo do conhecimento técnico e cientifico, além da retomada da
sustentabilidade, substituindo os combustiveis fosseis por fontes renovaveis de energia
(GALBE; ZACCHI, 2010). Segundo o MAPA (2006), a energia renovavel deve ser
consolidada como grande negocio do século XXI, cabendo a biomassa papel de destaque, € no
Brasil em particular a cana-de-agucar, pois parece ser a maior € a mais sustentavel fonte de

energia renovavel.
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Neste cenario, o Brasil segundo maior produtor de etanol depois dos EUA, desponta
como o pais com as tecnologias e politicas mais avancadas do mundo devido a pioneira
utilizacdo do etanol obtido a partir da fermentagdo de hexoses da cana-de-acticar como
combustivel (BERNARDO-NETO, 2009; BUCKERIDGE et al., 2010), ¢ ainda o estado de
Sao Paulo por ser o maior produtor de etanol no Brasil (CONAB, 2013).

O petrdleo ainda representa 40% da energia utilizada no mundo. Até 2020 o consumo
aumentard dos atuais 85 milhdes de barris/dia para 110 milhdes de barris/dia, ou seja, 31
bilhdes de barris/ano para 40 bilhdes de barris/ano. O recente retorno aos aumentos no prego
do petrdleo, as perspectivas de esgotamento das reservas, os riscos geopoliticos decorrentes
da dependéncia do petroleo de paises politicamente instaveis € os compromissos mais solidos
com a questdo ambiental fizeram renascer a aten¢do nas fontes alternativas de energia
(BASTOS, 2007).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2013), a lavoura
de cana-de-actcar continua em expansdo, € um aumento progressivo, embora em um ritmo
menor, foi detectado nos estados da regido Centro-Oeste e Sudeste. Mato Grosso do Sul, Sao
Paulo, Goias e Mato Grosso foram os estados com maior acréscimo de areas, tendo como
justificativa as lavouras das novas plantas inauguradas recentemente, ¢ a expansao de areas
das unidades mais antigas.

A area cultivada na safra 2013/14 esta estimada em 8.893 mil hectares, distribuidas em
todos os estados produtores, sendo o estado de Sdo Paulo, o maior produtor, com 51,3%.
Desta area estima-se uma produgao total de 360.765,6 mil toneladas de cana, sendo destinadas
202.389,5 mil toneladas para produgdo de agucar e 158.376,1 mil toneladas para produgao de
etanol (CONAB, 2013).

A producdo de etanol estimada para safra 2013/2014 ¢ de 25,77 bilhdes de litros, um
aumento de 2,13 bilhdes de litros comparado com a safra anterior. Deste total, 44% serdo
destinados para etanol anidro e 56% para etanol hidratado, acréscimo de 15,35% e 4,45%
respectivamente, comparados com a safra anterior (CONAB, 2013).

O aumento da demanda pelo etanol, impulsionado pelo aumento da mistura do etanol
com a gasolina, veiculos flex-fuel, além da constante preocupagdo das na¢des mundiais quanto
as questdes ambientais (TOMALSQUIM, 2012) estdao incentivando o setor a realizar novos
investimentos na 4rea agricola e industrial com o objetivo de expandir a capacidade de
producdo e atender a demanda futura pelo combustivel (MOUTTA, 2009). Por outro lado, o
aumento da produgdo de etanol acende preocupacdes com uma possivel competicdo dos

canaviais por terras agriculturaveis, prejudicando uma produgdo agricola mais diversificada.
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Nesse sentido, o uso de residuos lignocelulosico ¢ considerado de grande potencial para
producao do etanol de segunda geragao, (GOMES et al., 2012), pois apods sofrer hidrdlise, um
tratamento que consiste basicamente em ‘“desmontar” a parede celular desse material, com
acidos ou enzimas, sdo liberados polissacarideos como fonte de actcares fermentesciveis
(FENGEL; WEGENER, 1989)

No entanto, desenvolvimentos no processo de produgdo do etanol de segunda geracgao
sdo fundamentais para que o produto possa ser mais competitivo economicamente (DIAS et
al., 2010), ja que atualmente o bagago de cana ¢ queimado pelas usinas na co-geraciao de
energia, o que garante sua auto-suficiéncia energética, reduzindo ainda custos com energia e
emissoes de CO, para o ambiente, uma vez que ¢ considerado um meio eficiente para
producdo de energia. Porém, para que isto ocorra, tecnologias mais avangadas e que permitam
melhor aproveitamento energético devem ser utilizadas, como caldeiras de alta pressdo e

turbinas a vapor com maior capacidade e eficiéncia (GALBIATI et al., 2010).

3.2. Residuos lignoceluldsicos

Materiais lignocelulosicos sdo fontes abundantes de compostos organicos, como
polissacarideos, celulose e hemicelulose, que sdo comumente encontrados nas paredes
celulares das células vegetais. Apresentam grande potencial de uso como matéria-prima em
processos industriais para a producdo de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas
e bens de consumo diversos (LATIF; RAJOCA, 2001; KRISHNA et al., 2001). Sendo assim,
sdo considerados como potenciais recursos energéticos do mundo, possuindo em sua
constituicdo em média 43% de celulose, 27% de lignina e 20% de hemicelulose (GOMES et

al., 2012), conforme pode ser verificado na Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢ao lignocelulosica de residuos agro-industriais

Biomassa Composicao (% massa seca)
residual Celulose Hemicelulose  Lignina  Extrativos  Cinzas
Bagaco de cana 32-55 16-25 23-32 4-6 2-2,7
Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18
Sabugo de milho  34-36 16-24 15-19 2-6 2-4
Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7
Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 - -

Fonte: Adaptado de OLSSON; HAHN HAGERDAL (1996); PANDEY et al. (2000) SUN;
CHENG (2002); GOMES et al. (2012)

A celulose ¢ a macromolécula mais abundante na natureza e constitui cerca de 40 —
50% da matéria prima vegetal (Figura 1). Sua caracteristica fibrosa atribui a celulose rigidez e
resisténcia ao estresse. Sua principal fun¢do ¢ como componente estrutural em plantas,
estando presente nas camadas da parede celular e na lamela média. Geralmente estd
entrelagada com wuma variedade de polissacarideos formados por unidades de

monossacarideos, como a glicose, e frequentemente impregnada com lignina (MOUTTA,
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Figura 1: Estrutura da molécula de celulose. Fonte: Lehningher, 1984.

A hemicelulose ¢ considerada o segundo complexo organico mais abundante nos
vegetais, presente em todas as camadas da parede celular, mais concentrado principalmente
nas camadas primaria e secundaria, entrelagado com as fibras de celulose. Liga-se mediante
ligacdes de hidrogénio as microfibrilas da celulose, formando uma rede que fornece a espinha
dorsal estrutural da parede celular da planta (FENGEL; WEGENER, 1989). Sdo usualmente
formadas com um grau de polimerizagdo que varia de 100 a 200 unidades de repeti¢ao, que
em conjunto atingem massa molecular menor que a da celulose. Essas polioses,
polissacarideos com menor grau de polimerizacdo consistem, em sua maior parte, de pentoses
e hexoses formadas por uma variedade de unidades de agticar como xilose, manose, arabinose
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e outros constituintes menores que sao classificados como compostos organicos € inorganicos,

conforme Figura 2 (SALAZAR et al., 2005).
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Figura 2: Estrutura tipica da hemicelulose. Fonte: Mussato, 2002.

A lignina ¢ responsavel pela rigidez da parede celular dos vegetais, funcionando como
agente permanente de ligag@o entre as células, conferindo resisténcia ao impacto, compressao
e dobra (LEMOS, 2001). Trata-se de um composto bastante estavel, insoltivel em solventes
organicos ou mesmo em dacido sulfurico concentrado a quente. Além disso, a lignina ¢
resistente a degradag¢do quimica, enzimatica e microbiana, impedindo a penetracdo de agentes
externos capazes de destruir as células (LARSSON et al., 1999). E uma molécula amorfa com
estrutura tri-dimensional muito complexa. Possui numerosas ligacdes cruzadas
(aproximadamente 10 tipos diferentes), e ¢ baseada em trés precursores monoméricos: alcool

trans-coniferilico, trans-p-cumarico e alcool trans-sinapilico (Figura 3) (MARTINS, 2005).
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Figura 3: Estrutura proposta para macromolécula de lignina de gramineas. Fonte:
Adaptada de Gomes et al., 2012.

O material lignocelulosico ¢ considerado a maior fonte de hexoses e pentoses. A
conversao de hexoses, principalmente glicose, em etanol, tem sido o foco de pesquisas nas
ultimas décadas. Contudo, a exploragdo da lignocelulose pode ser refor¢ada com a utilizagao
eficiente de pentoses ao lado da fragdo de hexoses, visto que a xilose pode ser considerada
como a pentose mais abundante na hemicelulose, correspondendo a 20-30% da massa seca de

biomassa lignocelulésica (ZHAO; XIA, 2009).

3.3. Bagaco de cana-de-agucar

De acordo com a safra 2012/2013, 588 milhdes de toneladas de cana foram
processadas (CONAB, 2013 Abril 2013), produzindo em torno de 147 milhdes de toneladas
de bagaco de cana, com 50% de umidade (LAMONICA, 2005), que ¢ utilizado para a
produgdo de vapor e eletricidade. Atualmente, a queima do bagaco e palha da cana
corresponde a 4% da matriz energética brasileira (DIAS, 2012). Apesar disto, sdo
considerados processos de pouca eficiéncia, devido a inexisténcia de aplicagdes mais
atraentes. Mesmo assim, entre 10% e 15% do bagaco sdo gerados com excedente no processo,
nao tendo uma destinacdo apropriada, tornando-se poluente (FAIRBANKS, 2003; SUN;
CHENG 2005; CANILHA et al., 2010). Esse maior excedente poderia ser destinado a etapas
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de pré-tratamento e posterior transformacao em produtos de maior interesse, aumentando a
produtividade das induastrias sem acréscimos nas areas de plantio (PEREIRA, 2006).

Esta matéria-prima encontra-se triturada pelas moendas, além de estar disponivel em
grandes quantidades e pronta para uso no local, reduzindo o custo do transporte e, por
consequéncia, o custo de producdo de etanol por esta via (FUGITA, 2010). Além disso, o
bagaco da cana-de-acucar se destaca por ser produzido no proprio territério nacional, nao
havendo, em consequéncia, o risco de sofrer grandes alteragdes no prego por causa do dolar
(KIIPPER, 2009).

Apds a ultima moenda da cana, o bagago torna-se praticamente um pd formado de
particulas e fibras de varios tamanhos. A por¢ao mais rigida dessa mistura ¢ rica em lignina e
oriunda da parte externa do caule, sendo praticamente seca. O material menos rigido e tmido
deriva do interior da planta (REYNOL, 2009). De acordo com Galbe; Zacchi (2010), essa ¢ a
melhor por¢do para producdo de etanol, por possuir menor teor de lignina e ser rica em
celulose.

No bagago encontram-se vdarias substancias quimicas como terpenos/terpenoides,
gorduras/ceras, compostos fenolicos, assim como proteinas e cinzas, os quais podem ser
extraidos usando solventes polares e apolares. Estes componentes variam em cada espécie de
material lignocelulésico, representando aproximadamente 5-20% (FENGEL; WEGENER,
1989). Durante as etapas de pré-tratamento e hidrolise, sdo liberados acidos orgénicos de
baixa massa molar, furanos e compostos aromaticos (GALAFASSI et al., 2010) A presenga
desses compostos pode levar a uma inibicdo do processo fermentativo por alterarem o
metabolismo das leveduras (FUGITA, 2010). A adaptacao a furaldeido pode ser uma
alternativa na selecdo de cepas resistentes a compostos toxicos resultantes da geracdo de
substrato provenientes de residuos agroindustriais. Nesse sentido, Galafassi et al. (2010)
verificaram que o género Dekkera em condig¢des limitadas de oxigénio ¢ pH baixo produz
etanol com rendimentos comparaveis a Saccharomyces cerevisiae (0,44g/g), apesar da
produtividade inferior. Bassi et al. (2011) confirmaram a capacidade da linhagem se
desenvolver melhor em condigdes de estresse de pH e etanol do que a linhagem
Saccharomyces cerevisiae PE-02, o que pode sugerir a aplicacdo deste micro-organismo nas

condicdes estudadas.
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3.4. Processos Hidroliticos

3.4.1. Pré-tratamento

O processo de produgdo de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos demanda a
transformagdo da celulose e hemiceluloses em seus mondmeros (glicose e xilose) e
subsequente conversao dos mesmos pelos micro-organismos em etanol. Entretanto, a celulose
nativa encontra-se muito protegida pela matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose
torna-se recalcitrante a a¢do hidrolitica, resultando em processos lentos de conversdao da
celulose em glicose. Portanto, torna-se necessario realizar um pré-tratamento do bagaco de
modo a incrementar a exposicao das fibras de celulose, tornando-a mais acessivel aos agentes
hidroliticos, seja no processo de hidrolise acida ou enzimatica (BAUDEL, 2007).

Estratégias de pré-tratamento tém sido categorizadas em fisicas, quimicas ou
biolégicas ou ainda uma combina¢do delas. Os tratamentos fisicos geralmente sdo
empregados como um primeiro estagio na abertura da rede lignocelulésica para entdo aplicar-
se tratamento hidrolitico quimico (acido ou alcalino) ou bioldgico (enzimas).

Entre os tratamentos fisicos citam-se moagem, trituracao ou esfarelamento mecanicos
e explosdo com vapor (GALBE; ZACCHI, 2007). A estrutura da parede celular pode ser
rompida se submetida a condi¢des drasticas de pH. Os pré-tratamentos quimicos consistem
nas principais tecnologias de tratamento, e incluem tratamentos &cidos, alcalinos ou
oxidativos. Todos sdo responsaveis pelas modificagdes quimicas e estruturais da parede
celular, que resultam em uma maior acessibilidade as camadas de hemicelulose e celulose. Os
pré-tratamentos biologicos normalmente utilizam fungos e algumas bactérias, que secretam
enzimas extracelulares, como lignina peroxidases e lacases, responsaveis em ajudar na
remocgao de lignina (OGEDA; PETRI, 2010).

O uso de solventes também se faz para esses efeitos. O processo chamado de
“Organosolv” utiliza uma mistura de 4cido e solvente organico, geralmente etanol, para o

rompimento das liga¢des internas da lignina e da hemicelulose (PAN et al., 2005).

3.4.2. Hidrolise acida

A hidr6lise tem como objetivo converter hemicelulose e celulose em seus mondémeros,

pentoses e hexoses respectivamente, mediante adi¢do de dgua a molécula. Esta reacdo ¢
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conhecida como hidrolise e, para que a mesma ocorra, ¢ necessaria a presenca de um
catalisador, que pode ser um acido, denominada hidrélise acida, ou uma enzima, a hidrdlise
enzimatica (SOARES; VAZ ROSSELL, 2007).

A hidrolise acida, empregando acido sulfurico diluido, tem sido referida como um dos
processos mais utilizados para a despolimerizagdo da fracdo hemiceluldsica em material
lignocelulodsico, devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia (SUN; CHENG, 2005). A partir da
década de 40, varios processos de hidrolise 4acida de material lignoceluldsico foram
desenvolvidos, empregando acido sulftrico diluido, onde o processo mais conhecido ¢ o
processo Madison. Em geral a hidrélise acida ¢ conduzida com acido sulfirico ou acido
cloridrico em concentracdes na faixa de 1 a 5 %, temperaturas em torno de 150°C e pressdes
de at¢é 10 atm. Neste processo, a temperatura e a concentracdo do 4acido sdo fatores
importantes na formagdo de compostos toxicos, sendo que temperaturas menores podem ser
mais adequadas quanto a formagao de inibidores na hidrdlise da fragdo hemiceluldsica, apesar
de acarretarem a diminuicdo do rendimento de extracdo dos agucares. Por outro lado,
temperaturas acima de 160°C favorecem a hidrolise da fragdo celuldsica, gerando altas
quantidades de agticares e compostos inibidores (SUN; CHENG, 2002; MOUTTA, 2009).

Dentre os compostos fendlicos, o siringaldeido e o &cido siringico sdo dois dos
derivados mais abundantes nos hidrolisados lignoceluldsicos (VAZ ROSSELL et al., 2005), e
em concentracdes de 2 g/L, é capaz de afetar fortemente o consumo de xilose em meio
fermentativo (CORTEZ, 2005).

Estas substancias sd3o geradas nos processos de degradagdo da lignina, que ocorrem
durante a hidrolise acida. As substancias fendlicas atuam debilitando as membranas celulares,
o que diminui a capacidade de protecdo e producdo enzimatica das células. Adicionalmente,
tem sido reportada a inibi¢do do consumo de xilose na presenga de alguns compostos
fenolicos de baixa massa molecular. Entre as substancias fenolicas geradas da degradacdo da
lignina encontram-se: acido p hidroxibenzoico, acido m-hidroxibenzoico, acido vanilico,
acido siringico, p-hidroxibenzaldeido, vanilina, acido cinamico, siringaldeido, cinamaldeido,
p-hidroxicinamaldeido, alcool coniferilico e alcool 3,5 dimetoxi-4-hidroxinamilico
(PALMQVIST & HAHNHAGERDAL, 1999; PARAJO et al., 1998).

A partir da hidrélise acida obtém-se um hidrolisado contendo aglicares pentoses como
D-xilose e L-arabinose e hexoses como D-glicose além de compostos que podem inibir o
desempenho dos micro-organismos fermentadores. Segundo Rodrigues (2007), a hidrélise
acida apresenta até 90% de recuperacdo de agucares fermentesciveis, mas pode gerar alguns

produtos inibidores da fermentacao e degradagdo dos acticares devido ao tempo de hidrolise.
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Durante o processo pode ocorrer a formacdo de alguns subprodutos que interferem
negativamente no processo de fermentagdo, tais como acido acético, que ¢ formado pela
hidrolise do grupo acetil presente na hemicelulose; dcidos formicos e levulinicos, produtos da
degradagdo do agucar; compostos fendlicos, formados principalmente pela degradagdo parcial
da lignina; e furaldeidos ou aldeidos furanos, e furfural e 5- hidroximetilfurfural, que sob altas
pressdes e temperaturas sdo formados pela degradagdo de pentoses e hexoses,
respectivamente (FENGEL; WEGENER, 1989; MARTIN et al., 2007). A presenga de furfural
¢ responsavel pelo aumento da fase “lag” de crescimento microbiano, por conta de sua
degradagdo em acetaldeido, uma vez que o mesmo permanece acumulado no interior das
células (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

A presencga de 4cidos organicos no meio fermentativo resulta em aumento no consumo
de ATP pela levedura. Nessas condic¢des, parte do ATP que seria utilizado para crescimento
ou fermentacdo ¢ desviado para manuten¢do de seu pH interno (NARENDRANATH et al.,
2001).

Taherzadeh et al. (2000) tem reportado que novas espécies microbianas engenheiradas
metabolicamente toleram inibidores e podem diminuir a necessidade de detoxificar
hidrolisados. Entretanto, os compostos aos quais essas espécies sdo resistentes ainda ndo sao
definidos. Diversos métodos de detoxificagdo, incluindo biologicos, fisicos e quimicos, tem
sido propostos para transformar inibidores em compostos inativos ou reduzir suas
concentracoes (MOUTTA, 2009).

A efetividade de um método de detoxificacdo depende do tipo de hidrolisado
hemiceluldsico e da espécie microbiana empregada, pois cada tipo de hidrolisado tem um
diferente grau de toxicidade e cada espécie de micro-organismo tem um diferente grau de
tolerancia a inibidores (LARSSON et al., 1999). Entre os métodos de detoxificagdo mais
conhecidos encontram-se elevacao de pH com CaO e Ca(OH),, seguido de ajuste de pH para
a condi¢do de fermentagao com H,SO4 e H3PO4 (ALVES et al., 1998), utilizagdao de carvao
ativado, colunas de troca idnica, precipitacdo, extragdo com solventes organicos, evaporacao,
peneiras moleculares, polieletrélitos, enzimas (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996;
HAHN-HAGERDAL et al., 2007) e micro-organismos (FONSECA, 2009).

Segundo Marton (2002), a adsor¢do em carvao vegetal ativado ¢ um dos métodos mais
econdmicos e eficientes, pois permite uma boa remog¢do do 4cido acético e compostos
fenolicos. Por outro lado as resinas de troca idnica também propiciam boa eficiéncia de

remocao dos compostos inibitorios, porém sao mais caras que o carvao (MARTON, 2005).
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A utilizacdo de polimeros vegetais tem sido proposta para remog¢dao de compostos
inibitorios do hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-agucar, pois € considerada
uma metodologia de baixo custo e facil manipulagdo (ARRUDA et al., 2008), porém menos
eficiente em relagdo aos tratamentos com carvao ativado e resina de troca idnica (SILVA,
2006).

Alguns tratamentos, apesar de se mostrarem eficientes na remocdo de inibidores,
podem criar condi¢des que afetam as caracteristicas do meio e geram uma maior condi¢do de
estresse ao micro-organismo. Por exemplo, tratamentos com variagdo de pH podem
desencadear aumentos excessivos na forca ionica do meio. Outros tratamentos podem
provocar diminui¢do na concentracao de agucares do hidrolisado, como em precipitagdes ou

uso de carvao ativado (MOUTTA, 2009).

3.4.3. Hidrolise Enzimatica

A hidrélise enzimatica de material lignocelulésico ¢ um processo muito estudado por
apresentar especificidade da reagdo, auséncia de reagdes secundarias que levariam a perda de
rendimento, auséncia de formacdo de produtos secundarios e reacdo em condi¢des suaves que
ndo requerem altas pressdes e temperaturas ou ambientes corrosivos para os equipamentos
(BASTOS, 2007).

A cristalinidade da celulose, a protecao da lignina e as configuragdes espaciais do
complexo celulose-hemicelulose-lignina tornam este tipo de hidrélise um processo lento e
pouco econdmico. A estrutura capilar das fibras de celulose e a presenga de metais diminuem
a eficiéncia da hidrdlise enzimatica (WILSON et al., 1989). No entanto, segundo estudo de
Maeda et al. (2011), a cristalinidade de 70% em bagaco lignoceluldsico ndo apresentou efeito
prejudicial sobre o rendimento da hidrolise.

Em principio, as rotas enzimadticas apresentam vantagens importantes sobre as rotas
quimicas. No entanto, um grande desafio consiste em tornar o processo enzimatico viavel. Os
processos de hidrolise enzimatica devem ser concebidos em fung¢dao do tipo de substrato
produzido e do pré-tratamento utilizado. Geralmente, o processo de hidrolise enzimatica
apresenta vantagens associadas a obtencdo de rendimentos superiores a 0,85 g glicose/g
celulose, sob temperaturas moderadas (40-50°C) e pressdo atmosférica. Entretanto, aspectos
operacionais relacionados ao elevado tempo de processo (48-72h), desativacao catalitica por

inibi¢ao da atividade enzimatica, bem como do elevado custo das enzimas, tém acarretado
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incertezas quanto a viabilidade econdmica do processo de hidrélise enzimatica no contexto da
producdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica. A taxa de hidrolise enzimatica tende
a decrescer com o aumento da concentracdo de carboidratos (xilose, glicose e celobiose) e de
etanol no meio reacional, visto que estes compostos, a partir de determinadas concentragdes,
promovem inibicao da atividade enzimatica. Verifica-se que a glicose exerce maior influéncia
sobre a inibicdo enzimatica, em comparagdo com o etanol, bem como existe sinergia entre
estes compostos no fendmeno (BAUDEL, 2007).

Saad Gongalves (2011) realizaram uma avaliagdo econdmica da producdo de etanol via
hidrolise enzimatica de bagago de cana. De acordo com os autores, o pre¢o minimo de venda
do etanol foi estimado em R$ 7,13/L o que torna a diminui¢do do custo de investimento e

aumento do rendimento da hidrdlise fundamentais para que o processo seja competitivo.

3.5. Fermentacio de hidrolisados de bagaco de cana-de-agticar

Quando hemiceluloses sdo hidrolisadas, uma mistura de monossacarideos pode ser
produzida. Os agucares predominantes liberados sao xilose, glicose e, em concentragdes bem
menores, arabinose, galactose e manose. Segundo Schlegel (1990) quando micro-organismos
sdo expostos a essa mistura de acucares, geralmente a glicose, ¢ catabolizada
preferencialmente e inibe a quebra de outros substratos, caracterizando assim fendmenos de
diauxia.

De acordo com Du Preez et al. (1986), a diauxia pode causar um consideravel periodo
de fase de adaptacdo, sendo de ocorréncia comum durante a fermentacdo de xilose ou
celobiose na presenga de glicose. Silva et al. (2011) estudaram a produ¢do de etanol por
Pichia stipitis NRRL Y7124 a partir de xilose em diferentes condigdes de aeracdo e agitacao.
Os autores reportaram que, por tratar-se de um levedura “fermentativa-aerdbia”, a maior
concentra¢do de etanol (26,7 g/L) foi obtida em condi¢des de disponibilidade de oxigénio.

O género Saccharomyces é capaz de fermentar rapidamente glicose ou frutose
produzindo etanol, com alta tolerdncia ao produto formado e as grandes variagdes de
temperatura, caracteristicas estas desejaveis para uma cepa de uso industrial (ANDRIETTA et
al., 2007). Tem sido indicada para a fermentagdo de hexoses presentes nos hidrolisados
lignoceluldsicos, devido a capacidade de produgdo de etanol e a tolerancia aos inibidores
presentes (HAHN-HAGERDAL et al., 1991). Entretanto ndo ¢ capaz de fermentar agucares

como a xilose, arabinose, entre outros. Esses aclicares compdem o substrato de interesse na
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biomassa lignoceluldsica, de maneira que a busca por leveduras capazes de fermenta-los se
faz necessaria para que se possa elevar a produgao de etanol (ROSSI; ANDRIETTA, 2009).

Dessa forma, a producdo viadvel da biomassa a etanol implica na utilizagdo de micro-
organismos capazes de fermentar ndo somente a glicose, mas todos os aglicares presentes em
hidrolisados lignocelulosicos, como D-xilose, L-arabinose, D-celobiose, galactose e manose
com alto rendimento e produtividade (VAN MARIS et al., 2006; HAHN-HAGERDAL et al.,
2007; BETTIGA et al., 2008; FUKUDA et al., 2009).

Muitas leveduras utilizam a xilose diretamente, mas com producdo de etanol muito
limitada. Apenas poucas espécies de leveduras produzem efetivamente etanol de xilose, como
Pachysolen tanophilus, Cdndida shehatae e Pichia stipitis (NIGAM et al.,1985). Toivola et
al. (1984) realizaram um programa de screening sistematico com linhagens de cerca de 200
espécies de leveduras e identificaram P. stipitis como umas das espécies que produzem etanol
de xilose com melhores rendimentos e produtividade.

Canilha et al. (2010) avaliaram a producao de etanol por P. stipitis em hidrolisado de
bagaco de cana-de-agucar detoxificado com carvdo vegetal e resina, obtendo uma
produtividade maxima de 0,16 g/L h em 48 horas e rendimento de agticares em etanol de 0,3
g/g. No entanto, esta levedura ¢ sensivel a acidos organicos presentes em hidrolisados
lignocelulodsicos, incluindo o acido acético e etanol. Estes compostos inibem o crescimento
celular e a produgdo de etanol. Estas leveduras sdo incapazes de fermentar xilose em pH baixo
e necessitam de oxigénio para producdo maxima de etanol, porém sdo sensiveis a0 mesmo
(STAMBUK et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2009)

Em contra partida, estudos realizados por Blomqvist et al. (2010) demonstraram que
D. bruxellensis ¢ capaz de resistir a grandes alteracdes no pH e temperatura e pode ter um
metabolismo energético mais eficiente sob limitagdo de oxigénio do que quando comparada
com S. cerevisiae. Trata-se de uma levedura com morfologia caracteristica, com células
alongadas e ogivais, alta producdo de acido e crescimento lento (MENEGHIN, 2007).
Possuem caracteristicas metabdlicas diferentes daquelas apresentadas por S. cerevisiae,
contribuindo para seu comportamento ndo competitivo durante o processo de fermentagao,
porém com caracteristicas oportunistas (SILVA, 2005).

Bassi (2011) mostrou uma significativa influéncia da agitagdo na producgdo de etanol e
acidos por estas leveduras. No entanto, os resultados indicaram que as leveduras nado
apresentaram um perfil fermentativo comparavel a S. cerevisiae (no maximo 3% de etanol a
partir de 10% de agucar em 48h), podendo desviar o agucar para a producdo de acidos,

diminuindo o pH de 5,0 para cerca de 1,8, situagdo indesejada em processos fermentativos.
30



Além disto, dependendo do tipo de acido produzido, pode ocorrer um efeito inibidor deste
sobre a levedura do processo, afetando a sua viabilidade. Ainda neste cenario, cepas de
Dekkera foram estudadas para explorar seu potencial para produzir etanol a partir de fontes
renovaveis em condigdes adequadas para processos industriais, tais como oxigénio limitado e
baixo pH, revelando seu alto potencial de desenvolvimento em processos industriais desta

natureza (GALAFASSI et al., 2010).

3.6. Metabolismo de pentoses em leveduras

Os micro-organismos capazes de fermentar pentoses podem ser divididos em dois
grupos: os naturalmente fermentadores e aqueles geneticamente modificados. Os
naturalmente fermentadores incluem linhagens das leveduras Pichia stipitis, Candida
shehatae, Pachysolen tannophilus e Spathaspora arborariae (HAHN-HAGERDAL, et al.,
1991). Aqueles geneticamente modificados incluem, principalmente, a levedura S. cerevisiae
e a bactéria Zymomonas mobilis, que apresentam grande potencial industrial para conversao
de etanol a partir de hexoses, apesar de se apresentarem sensiveis a hidrolisados e incapazes
de fermentar pentoses (HAHN-HAGERDAL, et al., 1991; PEREIRA, 2006).

As leveduras utilizam diversos compostos organicos como fonte de carbono e energia,
tais como D-glicose, D-galactose, D-xilose, glicerol, sorbitol, entre muitos outros. Porém,
para cada espécie existe uma variacdo na habilidade de assimilacdo desses compostos, bem
como na forma de metaboliza-los por vias respiratorias ou fermentativas no processo de
geracdo de energia (MARTINS, 2011).

Em sua grande maioria, 0os micro-organismos apresentam maiores taxas de consumo
de glicose ou galactose, seguido por xilose e arabinose. Usualmente, hexoses em hidrolisado
podem ser completamente fermentadas em poucas horas. Entretanto, a completa conversao de
xilose a etanol pode levar 48 a 72 horas ou mais (GONG et al., 1999).

Dentre os micro-organismos estudados e aplicados na produgdo industrial de etanol, S.
cerevisiae ainda permanece como a principal espécie. No entanto, sua utilizacdo na producgdo
de etanol de segunda geragdo em hidrolisados que contém hexoses e pentoses nado ¢ eficiente,
devido sua incapacidade de converter pentoses a etanol (HAN-HAGERDAI, et al., 2007).
Segundo Toivari et al., (2004) o genoma desta levedura possui todos os genes necessarios
para a metabolizacdo de xilose. Sua incapacidade em fermentar essa pentose foi atribuida a

impossibilidade dessa levedura converter esse substrato em xilulose, mesmo apresentando
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baixas atividades de XR (Xilose Reductase) e XDH (Xilitol Desidrogenase) (MATSUSHIKA,
2009). Além disso, a presenga de xilose ¢ capaz de revelar altos niveis de expressao em genes
geralmente reprimidos em glicose (HECTOR et al., 2008).

A xilose pode ser metabolizada por bactérias, fungos ou leveduras. Dentre as
principais espécies de leveduras fermentadoras de xilose, P. stipitis ¢ considerada a mais
promissora, ja que € capaz de converter a maior parte dos agucares presentes em hidrolisados
hemiceluldsicos em etanol. No entanto a utilizacdo em larga escala destas leveduras ¢
dificultada pela sua baixa tolerancia ao hidrolisado e etanol, além da incapacidade de
fermentar xilose a um pH baixo (STAMBUK et al., 2008).

Na maioria dos fungos, a conversao inicial de D-xilose e L-arabinose, a D-xilulose 5
fosfato por envolve a reducgdo e oxidacao dos cofatores NAD (P) +/NAD (P) H (Figura 1). A
L- arabinose ¢ reduzida a L-arabitol, que sofre uma oxidagdo adicional e etapas de redugdo a
serem convertidas em xilitol, que ¢ entdo oxidado em D-xilulose e fosforilado a D-xilulose 5-
fosfato, ligando-se ao metabolismo inicial da xilose seguindo na via Pentose-Fosfato (PPP) e,
em seguida, via glicolise até gerar etanol (RICHARD et al., 2003; VERHO et al., 2004). Em
contra partida estudos realizados por Hahn-Hagerdal et al. (1991); Fonseca et al. (2007)
revelaram que a adi¢cdo de peptona e extrato de levedura em meios de cultivo, favorecem a
conversao de arabinose em etanol, devido presenga de receptores de elétrons presentes nestes
compostos.

Em leveduras que naturalmente assimilam xilose, o transporte pode ocorrer por
difusdo simples, ou pelo transporte ativo através da membrana plasmatica. Nesse tipo de
sistema o acucar ¢ impulsionado por transportadores de alta e baixa afinidade, sendo a
acumulacdo intracelular do substrato fortemente regulada pela concentracdo extracelular do
mesmo (SPENCER-MARTINS, 1994; GARDONYTI et al., 2003).

Por outro lado, um dos fatores capaz de afetar consideravelmente a producdo de
etanol, a partir de xilose, estd associado com a aeracao do cultivo. De acordo com a Figura 4
as duas primeiras enzimas dessa rota (XR e XDH) possuem cofatores distintos, preferéncia
por NADPH e NAD+ respectivamente. Essa distingdo entre as enzimas causa um
desequilibrio redox entre seus cofatores (XR e XDH) causados em condi¢des limitadas de
oxigénio. Podem ocorrer ainda limitagdes metabdlicas a partir da XDH, que incluem a etapa
de conversao de xilulose a xilulose-5-fosfato catalisada pelo xiluloquinase (WALFRIDSSON
et al., 1995; STAMBUK et al., 2008). Por essa razdo a fermentagao a partir de pentoses deve
ocorrer em condi¢do de micro-aerobiose, situacao de dificil implantagdo em escala industrial

(DAHN et al., 1996).
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Figura 4: Vias de utilizagdo de L-arabinose e D-xilose em fungos e leveduras (Adaptado de
STAMBUK et al., 2008).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material lignocelulosico

O bagago de cana-de-agucar a ser utilizado foi coletado de usinas da regido de
Araras/SP, sendo acondicionado em laboratério e triturado em um Moinho de Facas
Andamo® contendo uma peneira de Mesh 20 (abertura de 0,84mm). Em seguida, as particulas
foram classificadas em conjunto de peneiras Tyler para selecionar material com tamanho na

faixa de 0,59 e 0,84 mm.

4.2. Inéculo

A levedura D. bruxellensis (CCA155) utilizada no experimento foi isolada do vinho da
Destilaria S3o Marino e pertencente ao banco de culturas do LAMAM - Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular — UFSCar Campus Araras. Além desta, P. stipitis
(NRRL Y-7124), gentilmente cedida pela Prof®. Dra. Inés Concei¢do Roberto — Escola de
Engenharia de Lorena — Universidade de Sao Paulo (EEL/USP) foi testada como comparacao.
Estas foram cultivadas em placas contendo meio de cultivo YEPD sélido (10g/L extrato de

levedura, 20g/L peptona, 20g/L glicose e 20g/L agar) e incubadas a 30°C por um periodo de
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aproximadamente 48 horas. Apds esse periodo, as coldnias foram repicadas e armazenadas

em slants de YEPD, a 4°C, e em 4gua destilada estéril, a temperatura ambiente.

4.3. Testes de fermentacdo com pentoses em meio sintético

Os ensaios fermentativos foram conduzidos com as cepas D. bruxellensis e P. stipitis
com reciclo e sem reciclo de células, em meio sintético contendo xilose, arabinose ou xilose +
glicose como unicas fontes de carbono. Foram testadas concentracdes de 20 a 100 g/L de
xilose e arabinose e 40 g/L xilose + 10 g/L glicose com meio sintético de fermentacdo (Tabela
2). A cada 24 horas foram retiradas amostras para leitura de Brix (°) em refratdbmetro de
campo, posterior destilagdo em Microdestilador de Alcool TE-012 Tecnal®, e analise do teor

alcoolico (% vol/vol a 20°C) em densimetro digital Anton-Paar DMA-45.

Tabela 2: Composicao do meio sintético de fermentagao.

Ingredientes Quantidade (g/L)
Fosfato monobaésico de potéssio 5,0
Cloreto de potassio 1,0
Cloreto de amodnio 1,5
Extrato de levedura 6,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 1,0

Fonte de pentose (arabinose ou xilose) *

Glicose 10

*Concentragdo varidavel

4.3.1. Fermentac¢des com reciclo de pentoses em meio sintético de fermentacio

Os testes de fermentagdo com reciclo foram realizados em duplicatas em
concentragdes crescentes de arabinose e xilose (20, 40, 60, 80 e 100 g/L) como unica fonte de
carbono, pH 5,0, temperatura 30°C, concentragdo de células 10g/L de meio de fermentacao,

volume final de 20 mL e agita¢ao de 150 rpm.
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4.3.1.1. Preparo do inoculo

O inoculo foi preparado a partir de duas algadas de cada levedura testada em tubos
“Falcon” de 50 mL tarados, contendo meio de cultivo YEPD liquido, conforme a Figura 5. O
conjunto foi colocado em agitador a 30°C e 160 rpm por 24 horas. Apods esse periodo os
tubos foram centrifugados a 3400 rpm por 5 minutos e o indculo ressuspendido em solucao
salina (8,5 g/L de NaCl) para lavagem das células. Foram pesados e ajustados a fim de se
obter uma massa celular de 0,4g. Em seguida, o indculo passou por uma adaptacao em meio
YNB (6,7 g/L) contendo 10 g/L da fonte de pentose e levadas ao agitador a 30°C e 160 rpm
por 24 horas. Apos este periodo o material foi centrifugado novamente por 5 minutos a 3400
rpm, o sobrenadante descartado, as células ressuspendidas em meio YNB (6,7 g/L) contendo
20 g/L da fonte de pentose e retornadas ao agitador a 30°C e 160 rpm por 24 horas. Estes
foram centrifugados a 3400 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente descartado e as
células lavadas duas vezes com solucdo salina (8,5 g/L. de NaCl). Apoés a ultima lavagem, os
tubos foram pesados em balanga analitica para estimativa do peso da massa imida. Utilizou-
se a propor¢ao de 10g de massa umida/Litro de meio de fermentagdo, sendo necessarios 0,2g

de massa imida/erlenmeyer de fermentagdo, portanto 0,4g de massa imida (duplicata).

* 2 algadas levedura Dekkera - YEPD
» =24 h /160 rpm / 30°C

- » Centrifugadas e lavadas {NaCl 8.5 g/L)
» Massa 0.4g (massa umida)

[ * Adaptacgdo YNB (6.7 g/L) + 10 g/L fonte pentose
» 24 h {160 rpm / 30°C

- > Centrifugadas e lavadas {(NaCl 8,5 giL)

-—~ Adaptacéo YNB (6,7 g/L + 20 g/L fonte pentose
— > 24 hi160 rpm / 30°C

N Centrifugadas e lavadas {NaCl 8,5 g/L}
— Peso 0,4g (massa Umida}

» 20 g/L meio fermentagio

Figura 5: Esquema de preparo do in6culo para fermentagdes com reciclo de pentoses
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4.3.1.2. Fermentacao

O inbéculo obtido anteriormente (4.3.1.1) foi ressuspendido em 10 mL do meio
sintético de fermentacdo e transferido para um erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio
de fermentagdo, perfazendo um volume final de 20 mL, em duplicata. Os experimentos
realizados com a concentragdo inicial da pentose (xilose ou arabinose) em 20 g/L. foram
aumentados a cada reciclo para 40, 60, 80 e 100 g/L da pentose, sendo colocados em agitador
a 30°C e 150 rpm. Foram realizadas diariamente leituras de Brix, em refratometro de campo,
e pH inicial e final a cada reciclo, conforme mostra a Figura 6. A cada reciclo do meio de
fermentagdo, as amostras foram destiladas em Microdestilador de Alcool TE-012 Tecnal® e o

teor de alcool (% vol/vol a 20°C) foram medidos em densimetro digital Anton-Paar DMA-45.

Dekkera bruxellensis — 10g/L

——sVolume final - 20 mL
pH 5,0 /150 rpm/ 30°C
20 40 60 80

100 [— Pentose g/L
| Reciclo | | Reciclo | | Reciclo | | Reciclo |

| Etanol | | Etanol | | Etanol | | Etanol |

Amostragem: Sélidos Soluveis a cada 24 h (°Brix)
Leitura de pH a cada reciclo

Figura 6: Esquema de fermentagdes com reciclo de pentoses (xilose e arabinose) em meio
sintético de fermentacao com D. bruxellensis.

4.3.2. Fermentacdes sem reciclo de pentoses em meio sintético de fermentacgao

As fermentacgdes sem reciclos de xilose com adi¢do de glicose (40 g/L xilose + 10 g/L
glicose) foram realizadas com pH 5, temperatura 30°C, concentracdo de células 10g/L,

volume final de 100 e 200 mL, e agitacdo 150 rpm.
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4.3.2.1. Preparo do Inoculo

O inoculo foi obtido a partir de duas algadas de cada levedura testada (D. bruxellensis
e P. stipitis) em frascos erlenmeyers contendo meio de cultura YEPD liquido em agitador a
30°C e 160 rpm por 48 horas. Tubos falcon de 50 mL tarados foram utilizados para
centrifugacdo do indculo. Apos a centrifugagdo dos tubos e descarte do sobrenadante, eles
foram pesados e ajustados a fim de se obter uma massa celular de 1 g (volume final 100 mL) e
2 g (volume final de 200 mL). Em seguida o in6culo passou por uma adaptacdo em meio
YNB (6,7 g/L) contendo 20 g/L da fonte de pentose, nas mesmas condi¢gdes descritas no item

4.3.1.1.

4.3.2.2. Fermentacao

Para o experimento com volume final de 100 mL de meio de fermentacao, o indculo
obtido anteriormente (propor¢ado final de 10g/L de massa imida) foi ressuspendido em 10 mL
do meio de fermentacdo e transferido para o erlenmeyer (erlenmeyer de 250 mL contendo 90
mL de meio de fermentacdo), perfazendo um volume final de 100 mL, em duplicata. Para o
experimento com volume final de 200 mL, em frasco de 500 mL, o in6culo obedeceu a
mesma proporcao anterior (Figura 7). Os experimentos foram colocados em agitador a 30°C e
agitacdo de 150 rpm. Foram realizadas leituras de Brix, por refratometria, e pH a cada 48
horas para 100 mL, e 12 horas para 200 mL. As amostras foram destiladas e o teor de alcool

(% vol/vol a 20°C) e a densidade foram medidos em densimetro digital Anton-Paar DMA-45.

37



Dekkera bruxellensis e Pichia stipitis — 10g/L

‘ — Volume final — 100 e 200 mL

40 g/L xilose + 10 g/L glicose

48 h -100mL
12 h =200mL

l

°Brix , pH e Etanol

Figura 7: Esquema de fermentagdo sem reciclo de pentoses em meio sintético de fermentagao
contendo xilose e glicose, com leveduras D. bruxellensis e P. stipitis.

4.4. Curva padrao para quantificacio da biomassa das leveduras

Para determinagdo da curva padrdo de absorbancia e das suspensdes de D. bruxellensis
CCA155 e P. stipitis foram inoculadas duas al¢adas de cada levedura em frascos erlenmeyer
contendo meio de cultura YEPD liquido e colocados em agitador a 30°C e agitacdo de 150
rpm por 48 horas. Apds este periodo, as células foram centrifugadas a 3400 rpm por 5
minutos e lavadas com solugdo salina (8,5 g/L. NaCl). A massa celular foi diluida em série e
leituras em espectrofotdmetro a 600nm foram realizadas. O concentrado de células foi filtrado
em membrana HA em ésteres de celulose (Nitrato 75-80%), 0,45 um de poro, 47 mm de
didmetro, branca ¢ lisa. Em seguida as membranas foram secas em estufa a 105°C por 2 horas,
dispostas em dessecador, sendo determinado a massa seca em balanga analitica até peso

constante.
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4.5. Obtencao do hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar

4.5.1. Pré-tratamento acido e deslignificaciao

As particulas de bagaco de cana-de-aglicar com tamanho de 0,59 a 0,84mm
selecionadas conforme item 4.1 foram lavadas com agua destilada, para retirada de possiveis
residuos de caldo de cana-de-agucar, e colocadas em estufa a 70°C por 24 horas. Apos esse
periodo, foram submetidas a um pré-tratamento com acido sulfurico de acordo com as
condi¢des apresentadas na Tabela 3.

Durante a etapa de pré-tratamento acido, foi utilizado o solvente Organosolov (agua,
acetona e etanol 2:1:1) para separacdo da lignina a fim de possibilitar a hidrolise da
hemicelulose e celulose para obtencdao de acucares fermentesciveis. Na determinacdo da
concentragdo acida durante o pré-tratamento, foi adaptado o Protocolo Experimental

desenvolvido por Kiipper (2009).

Tabela 3: Protocolo Experimental para pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-actcar
(Adaptado de KIIPPER, 2009).

H,SO, Bagaco Acetona/Etanol Agua  Sulfatode Tempo

Experimento
(%) (g) (1:1) / mL mL Ferro IIl/g  min.
Controle 0,0 18,75 250,0 250,0 0,47 60/120
A 1,0 18,75 247,5 247,5 0,47 60/120
B 2,0 18,75 245,0 245,0 0,47 60/120

Foram adicionados em frascos de vidro com tampa resistentes a calor e pressdo
(Boeco™) de 1 litro, acetona (95%), etanol (96°) e agua destilada. Em seguida, adicionou-se o
sulfato de ferro III como agente oxidante. O bagago foi adicionado em seguida, e por ultimo o
acido sulfurico nas concentragdes de 1 e 2%. Aliquotas de 2 mL foram retiradas de cada
concentragdo para quantificacdo no tempo inicial. Os frascos foram mantidos em autoclave a
120°C e 1 atm nos tempos descritos na Tabela 3. Apos serem retiradas da autoclave, as
particulas foram filtradas em bomba a vacuo com papel filtro qualitativo, para retirar o
méximo de liquido de sua massa. O mesmo foi filtrado em membrana Milipore®™ 0,20pum para
quantificacdo por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) de agtcares (xilose,

arabinose e glicose), furanos (HMF- hidroximetilfurfural e furfural) e 4cido acético. O bagaco
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de cada concentragdo foi lavado com 4agua destilada e colocado em estufa a 70°C por 24

horas, para etapa posterior.

4.5.2. Hidrolise Acida

Apds a etapa de pré-tratamento, o material tratado anteriormente foi exposto a
concentragdes maiores de H,SO4 para determinar a melhor concentragdo acida e melhor
tempo (Tabela 4), com base na porcentagem de agucares redutores (AR) e compostos

inibidores no pré-hidrolisado.

Tabela 4: Protocolo experimental das condi¢des estabelecidas para hidrodlise 4cida do bagago
de cana para obtencdo do hidrolisado (Adaptado de KIIPPER, 2009).

, Tempo

Experimento H,SO4 (%) Bagaco (g) Etanol(mL) Agua (mL) (min)
min.
Controle 0,0 18,75 250,0 250,0 150
A 5,0 18,75 237,5 237,5 150
B 10,0 18,75 225,0 225,0 150

ApoOs a etapa de pré-tratamento, etanol (96°) e 4dgua destilada foram colocados em
frascos de vidro de 1 litro tipo Boeco™. Em seguida o bagago pré-tratado foi misturado e por
ultimo adicionado o 4cido na concentragdo desejada. Os frascos foram mantidos em autoclave
a 120°C e 1 atm por 150 minutos. As particulas de bagaco hidrolisadas foram filtradas em
bomba a vacuo com papel filtro qualitativo para retirar o maximo de liquido da massa. O
mesmo foi filtrado em membrana milipore 0,20 um para quantificagdo por CLAE de agucares

(xilose, arabinose e glicose), furanos (HMF- hidroximetilfurfural e furfural) e 4cido acético.

4.6. Quantificacdes por CLAE

As andlises de otimiza¢ao da hidrolise acida para agucares (xilose, arabinose e
glicose), furanos (HMF-hidroximetilfurfural e furfural) e acido acético foram determinados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), no Departamento de Biotecnologia
(LOT) da Universidade Estadual de Sao Paulo — Escola de Engenharia de Lorena - EEL/USP,
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Lorena/SP. Para agucares ¢ acido acético, foi utilizada a coluna BIO-RAD Aminex/HPX-87H,
temperatura da coluna 45°C, temperatura do detector 35°C, eluente acido sulfarico 0,0005 M,
fluxo de 0,6 mL/min. e volume da amostra 20 pL. Os furanos foram determinados em
equipamento Waters 2487/USA equipado com detector UV e coluna Resolve C18 Waters 3,9
x 300nm, temperatura 25°C, eluente acetonitrila e 4gua na propor¢do de 1:8 com 1% de acido
acético, fluxo de 0,9 mL/min. e volume da amostra 20 pL. As amostras foram diluidas e
filtradas em membrana HAWP 0,45um (Millipore). O eluente foi filtrado a vacuo em
membrana GVWP 0,22um (Millipore) e, em seguida, degaseificado em banho ultra-som
(Microsonic SX-50) por 15 minutos.

As amostras dos testes fermentativos em pré-hidrolisados para determinacao da
concentragdo celobiose, glicose, xilose, arabinose e etanol foram realizadas pela Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade de Campinas — FEQ/UNICAMP. Inicialmente, as
mesmas foram filtradas diretamente em vials utilizando filtros de membrana GS em éster de
celulose com poros de 0,22 um (Milipore®). Foi utilizada para analise a coluna Aminex
HPX-87H, detector indice de refragdo, temperatura do forno 65°C, temperatura do detector
40°C, fase movel agua deionizada filtrada e desgaseificada, taxa de fluxo 0,6 mL/min. e

volume da injecdo 10 pL.

4.7. Analise Estatistica

Os resultados das quantificagdes em CLAE do pré-tratamento foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) e no caso de diferenca significativa, as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software

Statistica 7.

4.8. Determinacio de nitrogénio total em pré-hidrolisado e em meio YEPD

O teor de nitrogénio total (NT) das amostras foi determinado através do método da
digestdo com persulfato de potassio e hidroxido de sodio (APHA, 2005), em bloco digestor
HACH® DRB200 durante 30 minutos, com leituras a 410nm em Espectrofotometro HACH®
DR 5000.
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4.9. Cinética de crescimento de D. bruxellensis em pré-hidrolisado de bagaco

de cana-de-acucar

A partir dos perfis de biomassa com tempo nas diferentes condi¢cdes experimentais,
foram obtidas as velocidades especificas de crescimento maximas ([max) € tempo de geragao
(tg) na fase exponencial, considerando o ajuste linear da curva de crescimento semi-

logaritmica.

4.9.1. Preparo do pré-hidrolisado

As particulas que sofreram pré-tratamento com 1% de acido sulfurico diluido e
solvente Organosolov (4gua, acetona e etanol 2:1:1), em autoclave 120°C / latm, por 60
minutos, foram utilizadas neste ensaio. O pré-hidrolisado foi corrigido com NaOH 6M,
ajustado para pH 6,5 e centrifugado a 8000 rpm por 10 minutos, para remog¢ao de precipitado
de cor escura formado durante a corre¢cdo do pH. Em seguida, foi novamente autoclavado a
120°C / latm por 15 minutos. Os ensaios foram conduzidos em meio de cultivo com 100% e

50% do pré-hidrolisado diluido em dgua destilada autoclavada e em meio YEPD.

4.9.2. Ensaios de crescimento em pré-hidrolisados

O indculo foi obtido a partir de duas algadas de cada levedura (D. bruxellensis e P.
stipitis) em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de YEPD liquido em agitador a
30°C e 160 rpm, por 48 horas. O indculo foi centrifugado a 3400 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e as células lavadas com solugdo salina (8,5 g/l de NaCl) duas
vezes. As células foram ressuspendidas em 10 mL de cada meio correspondente (100% pré-
hidrolisado, 50% pré-hidrolisado ou meio de cultura YEPD liquido) e adicionadas ao
erlenmeyer de 250 mL com 90 mL de meio correspondente. Os testes foram realizados em
duplicata e amostras retiradas a cada 24 horas para avaliagdo da OD em espectrofotometro a

600nm, por um periodo de 120 horas.
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——— 2 alcadas Dekkera | Pichia - YEPD
—— 48h/160rpm/30°C

Co—

—— Centrifugadas e lavadas (NaCl 0,85%)
— Massa=1,3¢

250 mL
Vf-100 mL

Figura 8: Esquema de preparo de indculo e teste fermentativo em pré-hidrolisados de bagaco
de cana, com D. bruxellensis e P. stipitis, cultivado por 48 horas, 30°C a 160 rmp e avaliado
por absorbancia a 600nm.

4.10. Ensaios exploratorios em pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar

Os testes foram realizados em frascos erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de pré-
hidrolisado. A concentragdo do inéculo foi de 10 g/l de massa umida, nos ensaios com
adaptacdo do in6culo e com 5 g/L. de massa umida no ensaio sem adaptacdo das células. Nas
duas concentracdes os ensaios ocorreram conforme metodologia descrita anteriormente no
item 4.3.1.1. Os ensaios foram conduzidos em meio de cultivo com 100% e 50% do pré-
hidrolisado diluido em 4gua destilada autoclavada. Amostras foram retiradas a cada 24 horas

para determinacao de ODgoonm, agucares e etanol.

4.10.1. Inéculo adaptado em meio sintético contendo YNB, xilose e glicose

Na adaptacdo em meio sintético, foram crescidas duas al¢adas da levedura D.
bruxellensis em meio YNB (6,7 g/L) contendo 20 g/L de xilose e 10 g/L de glicose, em
frascos de 500 mL contendo 200 mL de meio, por um periodo de 48 horas, em agitador a

30°C e 160 rpm. Apds o periodo de adaptagdo, tubos falcon de 50 mL tarados foram
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utilizados para centrifugagdo do inoculo. Apds a centrifugagdo dos tubos e descarte do
sobrenadante, eles foram pesados e ajustados a fim de se obter uma massa celular de 10 g/L

de massa iimida

4.10.2. Inéculo adaptado em pré-hidrolisado diluido (50%) e concentrado (100%)

Para adaptagdo em pré-hidrolisado diluido foram inoculadas duas algadas da levedura
D. bruxellensis em pré-hidrolisado 25%, permanecendo por 48 horas em frascos erlenmeyer
de 500 mL contendo 200 mL de meio, em agitador a 30°C ¢ 160 rpm. Em seguida o inéculo
foi centrifugado e ressuspendido na concentragcdo de 50%, permanecendo por mais 48 horas
nas mesmas condi¢des. Para adaptacdo em pré-hidrolisado 100%, o processo ocorreu como
em 50%, no entanto apds 50% permaneceu por mais 48 horas na concentracdo de 100%. Apos

o periodo de adaptagdo nas duas condicdes, procedeu-se conforme item 4.10.1.

4.10.3. Inéculo sem adaptacio

Para o preparo do indculo sem adaptagdo foram inoculadas duas alcadas da levedura
D. bruxellensis em frasco erlenmeyer contendo meio de cultura YEPD liquido por em
agitador a 30°C e 160 rpm por 48 horas. Tubos falcon de 50 mL tarados foram utilizados para
centrifugacdo do indculo. Apos a centrifugagdo dos tubos e descarte do sobrenadante, eles

foram pesados e ajustados a fim de se obter uma massa celular de 5 g/l de massa timida.

4.11. Ensaio fermentativo em pré-hidrolisado concentrado em banho

termostatizado

O pré-hidrolisado preparado conforme item 4.9.1 foi evaporado em banho
termostatizado para evaporacao de compostos volateis presente no mesmo.

O meio foi colocado em béquer de vidro e aquecido em banho a 70°C. Inicialmente
retirou-se uma aliquota de 10 mL para destilacdo e posterior determinacdo de etanol

inicial, procedendo-se da mesma maneira a cada 30 minutos por um periodo de 5 horas.
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O teste fermentativo com pré-hidrolisado evaporado foi realizado com inoculo na
concentracio de 5 g/L”, em frascos erlenmeyer de 500 mL com 200 mL de meio,
conforme item 4.10, com excecdo da determinacdo de etanol que foi realizada a partir de

48 horas.

4.12. Ensaios em biorreator de bancada

O ensaio foi realizado no Laboratério de Microbiologia Aplicada
(LABMAC/DTAISER/CCA) em biorreator de bancada A Z® tipo mistura perfeita com cuba
de 3 L e volume final 1,6 L. Agitagdo de 240 rpm, 30°C, monitoramento de pH, CO, e O,

dissolvido.

4.12.1. Preparo do indculo

O indculo foi propagado em meio de cultura YEPD liquido em frascos erlenmeyer de
125, 250, 500 e 1000 mL. Inicialmente colocou-se uma al¢ada da levedura em erlenmeyer de
125 mL com 50 mL de meio. O frasco permaneceu em agitagdo de 160 rpm, a 30°C por 48
horas. Em seguida o volume foi centrifugado a 3600 rpm por 5 minutos, ¢ a biomassa
ressuspendida em frascos de 250 mL com 100 mL de meio. Essas etapas procederam-se da
mesma maneira em frascos de 500 ¢ 1000 mL, com volumes de YEPD de 200 ¢ 500 mL

. , . . - -1 . , .
respectivamente, até que se atingisse a concentragao de 5g/L” de biomassa timida.

4.12.2. Fermentacao

Apb6s padronizagdo do indculo, o mesmo foi centrifugado e ressuspendido em pré-
hidrolisado 100%. Em seguida foi transferido para a cuba de fermenta¢do previamente
esterilizada. Durante o experimento sensores de CO,, O, e pH marca Mettler Toledo®
monitoraram o processo, mantido a 240 rpm de agitacdo para manter as condi¢des de mistura
(xg) dos frascos menores. A cada 24 horas foi retirada uma aliquota de 15 mL, para leitura de
densidade optica (OD), determinacdo do teor alcodlico e de agucares redutores (xilose e

glicose).
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4.13. Determinacio de acucares redutores

4.13.1. Xilose

A determinagdo de xilose foi realizada pelo Método Colorimétrico do Reagente Acido
Dinitrosalicilico (ADNS), com auxilio de curva padrio (Adaptado de Procedimento

Operacional Padrao — Lab. de Microbiologia Aplicada e Controle - LABMAC, 2011).

4.13.2. Glicose

A determinacdao de glicose foi realizada por método enzimdtico glicose oxidase-
peroxidase, através do kit da Laborlab®. A amostra foi misturada com o reativo enzimatico e
incubada em banho-maria a 37°C por 10 minutos, ¢ em seguida realizada leitura em
espectrofotometro a 505 nm. A quantificagdo foi determinada por curva padrao de glicose

realizada com o reativo enzimatico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Potencial de producio de etanol das leveduras a partir de meios sintéticos

adicionados de pentoses

5.1.1. Fermentac¢des com reciclagem de células de Dekkera bruxellensis e adicao

crescente de pentoses

Primeiramente foram conduzidos ensaios fermentativos a partir de meio sintético
padrao com reciclos celulares crescente de pentoses.

Em relagdo a arabinose, de acordo com a Figura 9 A e B, verificou-se que a producao
de etanol foi mais acentuada com meio de fermentagdo contendo 60 g/L. deste acticar. O Brix
do meio variou para todas as concentragdes, exceto em 80 g/L, situagdo na qual comegou a
ocorrer uma diminui¢do na producdo de etanol. Na concentracdo de 100 g/L ndo houve
producdo de etanol, apesar do consumo consideravel da fonte de pentose, tornando o brix
final por volta de 6 sugerindo reducdo da metade da concentragdo inicial dos agtcares.

Os valores de pH nao sofreram variagdes consideraveis até 60 g/L de arabinose. Com
100 g/L houve acidificacdo do meio, momento em que também ocorreu maior consumo de
arabinose. Em comparacao com xilose, apresentou niveis pouco inferiores de etanol. Valores
de pH em torno de 2 sdo relatadas na literatura como capazes de limitar o crescimento de
Dekkera em meio YEPD (BASSI, 2011). Segundo Freer et al. (2003) a espécie D.
bruxellensis é capaz de produzir elevada quantidade de 4cido acético a partir de glicose em
meio bem misturado, apesar do metabolismo lento. Além disso, estas leveduras podem se
adaptar a ambientes com limita¢cdo de nutrientes e alta concentrag¢do de etanol, podendo ainda
utiliza-lo como fonte de carbono (SUAREZ et al., 2007).

Para fermentagdo com xilose (Figura 9 — C e D) como unica fonte de carbono também
foi observada maior producao de etanol na concentragdo de 60 g/L, condi¢do que também
apresentou maior diminui¢do no pH. Segundo Ciani e Ferraro (1997) leveduras do género
Dekkera, em condigdes de semi-anaerobiose resultam em boa combinacdo entre producdo de
etanol e formacdo de acido acético, devido a presenga do efeito Custer positivo, efeito

causado quando o processo fermentativo ¢ estimulado pela aeragao.

47



Com 80 g/L de xilose houve baixa producao de etanol e a 100 g/ houve completa
inibicdo na producdao de etanol. Os valores de Brix indicaram variagdo em todas as
concentragdes, com consumo de substrato mais acentuado a 100 g/L, comprovando um
metabolismo mais lento. Segundo Dias et al. (2010), a assimilagdo da xilose ¢ considerada
mais lenta quando comparado a glicose, sendo que o seu consumo ¢ fortemente influenciado
pela sua concentragdo. Em estudo realizado por Roberto et al. (1991) com P. stipitis registrou-

se inibicdo da fermentacdo com concentragdes iniciais de xilose entre 76 g/L e 99 g/L.
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5.1.2. Fermentacoes sem reciclo

Os testes fermentativos sem reciclo de pentose foram realizados com a levedura D.
bruxellensis e P. stipitis, esta ultima considerada padrdo para producdo de etanol a partir de
pentoses por alcangar rendimentos fermentativos a partir de xilose (NIGAM et al.,1985), em
torno de 24 g/L (SILVA et al., 2011). Entretanto fatores de aeragdo interferem no rendimento
a partir desta pentose.

Na Figura 10 ¢ possivel observar a fermentagdo realizada por D. bruxellensis e P.
stipitis em 100 ¢ 200 mL de meio em frascos de 250 e 500 mL respectivamente. Na
fermenta¢do com 100 mL (Figura 10 A e B) houve produg¢do maxima de etanol, 0,38 %v/v,
somente em 48 horas, com discreta acidificacdo do meio e manutencdo do pH constante até
192 horas, para D. bruxellensis. O Brix diminuiu nas primeiras 48 horas, permanecendo
constante até 144 horas, seguido de leve diminuigdo em 192 horas. Tratando-se de uma
fermentagdo em batelada, ¢ possivel que tenha ocorrido consumo do etanol como fonte de
carbono, uma vez que ndo se verificou variacdo nos valores de Brix, diferente do que ocorre
com a concentracdo de etanol. Em contra partida para P. stipitis ocorreu decréscimo dos
valores de Brix e pH durante os tempos, tornando-se mais estdvel a partir de 144 horas.
Comparando-se as fermentagdes de P. stipitis com D. bruxellensis, verificou-se que houve
maiores valores de etanol a partir de 48 horas, com produ¢do maxima em 96 horas, em torno
de 1,20 %v/v.

Testes realizados com D. bruxellensis por Galafassi et al. (2010) revelaram que devido
a presenga de glicose na alimentagdo houve rendimento maior de etanol no processo
fermentativo com xilose, razdo pela qual se optou por acrescentar uma baixa concentracao de
glicose (10 g/L) ao meio de fermentagdo. Além disso, a0 aumentar a taxa de alimentagdo com
acucares, foram obtidos maiores niveis de rendimento e produtividade. Esse fato pode indicar
que a fermentacdo de xilose sob limitacdo de oxigénio ocasiona um desequilibrio redox,
provavelmente devido a utilizacdo de um co-fator diferente pelas duas enzimas (Xilose
Redutase e Xilose Desidrogenase), envolvidas inicialmente no metabolismo de xilose
(GALAFASSI et al., 2010). Estudos realizados por Ceccato-Antonini et al. (2010) indicam
ainda que a aeragdo ¢ um parametro importante no cultivo de D. bruxellensis em batelada
durante o processo de fermentacao alcodlica.

A fermentacdo com 200 mL (Figura 10 - C e D) de meio mostrou picos dos teores de
etanol, entre 24 e 36 horas, com decréscimo em 48 horas para as duas leveduras. Os valores
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de Brix para D. bruxellensis comecaram a diminuir a partir de 24 horas, indicando
metabolismo mais lento da levedura quando comparada com P. stipitis, que a partir de 12
horas demonstrou diminui¢ao no valor de Brix.

As leveduras estudadas mostraram melhores resultados em 36 horas de fermentagao,
onde o teor alcoodlico foi mais acentuado. No entanto concentra¢des maiores de etanol foram
encontradas na fermentacao com P. stipitis.

Segundo Schneider (1989) e Rizzi et al. (1989), a taxa de aeracdo ¢ determinante na
quantidade de carbono utilizada pela célula para crescimento celular ou formacao de etanol,
existindo um nivel de oxigenagdo ideal que levaria ao alto rendimento e produtividade em
etanol, com baixo rendimento em biomassa. A oxigenagao em leveduras fermentadoras de
xilose ¢ necessaria para a produgcdo maxima de etanol, e mesmo assim ainda atinge niveis

muito baixo, comparado com a producao de S. cerevisiae a partir de glicose
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5.2. Obtencao do hidrolisado do bagaco de cana-de-acucar

Na etapa de producao do hidrolisado de bagago de cana-de-agucar, com particulas de
0,59 a 0,84 mm, foram testados inicialmente dois tempos (60 e 120 minutos) e duas
concentragoes de acido (1 e 2%) para o pré-tratamento. Em seguida o material tratado sofreu
hidrolise 4cida, onde foram testadas duas concentragdes de acido sulfurico (5 e 10%) por 150
minutos.

De acordo com os dados de pré-tratamento acido por um periodo de 60 minutos, as
amostras do pré-hidrolisado com 1 e 2% de acido sulftrico apresentaram valores proximos de
acucares redutores (AR) (Tabela 5), considerando apenas xilose, glicose e arabinose,

predominando a xilose nos tratamentos de 1 e 2% de acido (Figura 11).

Tabela 5: Teor de agucares redutores (AR) obtidos na determinacdo do melhor tempo e
concentragdo acida para o pré-tratamento a 120°C e 1 atm do bagaco de cana-de-agucar.
Bagaco de AR (g/L)
Tempo
cana-de-acgucar H,SO4 (% v/v) (arabinose,
(minutos)
(g) glicose e xilose)
0 1,32
60 1 17,73
22,00
1,50
23,68

16,85

1,5

120

N = O N

Em 120 minutos, os valores de aclcares também permaneceram semelhantes ao do
tratamento anterior. Segundo Aguilar et al. (2002), arabinose e xilose sdo provenientes da
hemicelulose. Como a xilose esta presente em maiores concentragdes, torna-se o produto de
maior liberagdo no bagaco de cana quando comparado com arabinose. A glicose pode ser
liberada da fracdo celuldosica e hemiceluldsica. No entanto condigdes mais brandas de
hidrolise, com acido diluido, ndo sdo suficientes para quebrar a fragdo celuldsica, ao contrario
da porcao hemicelulésica. Estudo realizado por Rodrigues et al. (2010) em hidrolisado de

bagaco de cana com acido diluido, a concentragdo de glicose permaneceu em torno de 1 g/L,
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situacdo semelhante a condicao estudada, conforme mostra Apéndice A. Em contra partida
Rocha et al. (2011), em pré-tratamento utilizando 1% de acido sulfurico e 1% de 4cido acético
em reator rotativo obtiveram concentragdes maiores de glicose, em torno de 3 g/L. Nas duas
situacdes xilose apresentou maiores niveis de liberagdo, quando comparada com outros
acucares presentes, 19 g/ (RODRIGUES et al., 2010) ¢ 9g¢/L (ROCHA et al., 2011), no
entanto o processo com acido diluido mostrou-se mais eficiente para liberacao de xilose.

Andlise de varidncia e comparagdo das médias pelo Teste Tukey a 5% de
significancia, comprovaram maiores libera¢des de xilose na hidrélise com éacido a 1 ou 2%, a
120 minutos e 60 minutos (Figura 11), respectivamente, estatisticamente diferente das demais
concentragdes. Avaliando-se o tempo de hidrdlise e a concentragdo de acido sulfurico
separadamente, verificou-se que com 1% de 4cido sulfurico a 60 ou 120 minutos houve a
maior liberagcdo de xilose. Assim, independentemente do tempo, a concentragdo de 1% de
acido sulfurico apresentou melhor rendimento em xilose. Por outro lado, o rendimento de
xilose em 120 minutos a 2% diminuiu devido a exposi¢do prolongada a altas temperaturas e
acidez da pentose, o que contribuiu para a formagao de 4cidos organicos e furfural (KIIPPER,
2009).

As concentragdes de glicose e arabinose foram menores que as de xilose quando
utilizado a concentragdo de 1 e 2% de acido sulfurico. Quantificou-se niveis maiores de
glicose no pré-tratamento acido com 1 e 2% de acido em 120 minutos, respectivamente,
conforme Figura 8. Nestas concentracdes, houve diferenca significativa (Tukey p<0,05) com
relagdo aos outros tratamentos, no entanto avaliando as concentragdes de acido em 120
minutos, ndo existiu diferenca significativa (Tukey p<0,05) entre as mesmas. Solucdes de
acido sulftrico diluido (1 a 3%) ndo sdo capazes de hidrolisar as fibras celuldsicas devido ao
fato de exigirem pressdes e temperaturas elevadas, o que torna este tipo de hidrolise pouco
competitiva na industria (VAZ ROSSELL et al., 2005; KIM et al., 2010).

As maiores liberagdes de arabinose foram obtidas no pré-tratamento com 1% de acido
a 120 minutos e 2% de 4cido a 60 minutos (Figura 11), respectivamente, mas sem diferengas
significativas entre esses tratamentos. Na avaliagdo do tempo de hidrolise e a concentragdo de
acido sulfurico separadamente, verificou-se que com 60 ou 120 minutos o 4acido nao

influenciou na liberac¢ao de arabinose.
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De acordo com a Figura 12, a quantidade de acido acético liberada, comparada com a
literatura, foi baixa para as duas concentragdes de acido sulfurico testadas e nos tempos de 60
e 120 minutos, em média 0,55 g/L e 0,10 g/L, respectivamente, sendo maiores com 1 e 2% de
acido sulftrico em 60 minutos, sem diferenga significativa.

Acido acético é gerado a partir dos grupos acetil presentes na estrutura hemiceluldsica,
sendo reportadas concentracdes de até¢ 17 g/ em hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar,
dependendo das condi¢des de hidrolise acida (PARAJO et al., 1998). Em condi¢des mais
brandas, ou seja com acido diluido, o teor de 4cido acético foi maior em 60 minutos, inferior a
concentragdo reportada anteriormente. De acordo com a literatura, devido o menor grau de
cristalinidade da hemicelulose, essa condig¢ao liberou grupos acetil, favorecendo a produgao
de 4cido acético (DU PREEZ, 1994).

Segundo Rodriguez-Chong et al. (2004) concentragdes acima de 4 g/L podem inibir o
crescimento de micro-organismos devido a sua difusdo via membrana celular que leva a
diminui¢do do pH intracelular. De acordo com Tosetto (2008), a presenca de acido acético no
meio de fermentacdo pode ainda provocar redugdo nos parametros de rendimento em
biomassa, produtividade e consumo de ART (agucares redutores totais). Portanto, tratamentos
de detoxificagdo tém sido empregados para remocdo deste composto em hidrolisados
hemicelulosicos (FONSECA, 2009).

Analisando a Figura 12, que insere a composi¢ao dos compostos fendlicos verifica-se
que em 60 minutos ocorreu grande producdo de furfural nas duas concentragdes de acido
estudadas, comparado com a literatura (ROCHA et al., 2011). Em 120 minutos, seu valor foi
praticamente dobrado, devido o maior tempo de exposicdo de pentoses e hexoses a altas
temperaturas que, quando degradadas, produzem furfural e HMF, respectivamente (FENGEL;
WEGENER, 1989; MARTIN et al,, 2007). A concentracio de 1% de éacido sulftrico
proporcionou menores liberagdes de furfural, apresentando diferenca significativa (Tukey
p<0,05) com relagao as outras concentragdes, quando comparada com 60 e 120 minutos. No
entanto, ndo foram notadas diferengas significativas (Tukey p<0,05) entre os tempos de 60 e
120 minutos na concentracao de 1%.

Testes realizados por Uppal et al. (2008), visando a produ¢ao de furfural a partir do
bagaco de diferentes variedades de cana-de-agtcar indicaram que a concentracao de 2% de
acido sulfurico a partir de 90 minutos produziu maior quantidade de furfural, provavelmente
por se tratar de um acido forte, completamente ionizado. No entanto, concentracdes de até 0,5

g/LL ndo proporcionam impacto no consumo de glicose e produgdo de etanol (WIKANDARI

56



et al., 2010). No presente trabalho, concentragdao de 0,5 g/L de furfural foi obtida no pré-
tratamento com 1% de acido sulfurico por 60 minutos.

Quanto ao HMF, menores liberagdes foram quantificadas em 60 minutos de
exposicao, sendo as maiores concentracdes obtidas em 120 minutos com 1 e 2% de acido
sulfurico, significativamente diferente dos demais tratamentos, mas sem diferenca
significativa entre as mesmas. Neste caso, trata-se de uma substancia gerada da degradagao
de hexoses, a qual diminui a formacdo de ATP e producdao de etanol, sendo capaz de
prolongar a fase lag do crescimento das leveduras (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000). De acordo com Tossetto (2008), em cepas de Saccharomyces cerevisiae o aumento da
concentragdo de HMF proporciona reducdo do rendimento em produto e no consumo de ART,
podendo chegar a zero em concentragdes acima de 500 mg/L. A toxicidade do HMF ¢
considerada equivalente a do furfural, entretanto sua concentragdo em hidrolisado
hemiceluldsico ¢ menor devido principalmente a sua menor concentracdo de hemiceluloses

(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).
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Figura 12: Liberacdo de furfural, HMF e 4cido acético no pré-tratamento de bagaco-de-cana com
acido sulfurico diluido (0, 1 ¢ 2 %v/v). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa a um nivel pelo teste de Tukey (p<0,05).

Compostos fendlicos como alcool vanilil, 4cido vanilico, acido siringico, vanilina,
siringaldeido e 4cido fertlico também foram analisadas no pré-tratamento com 60 minutos e

na etapa posterior de hidrdlise com 150 minutos. Para o pré-tratamento com 120 minutos,
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apenas os compostos alcool vanilil, acido vanilico e siringaldeido foram analisados (Figura
10).

Os compostos alcool vanilil e &cido siringico apresentaram as menores concentragdes
em todos os tratamentos com acido sulfurico, ndo ultrapassando 10 mg/L, porém aumentaram
com a adicao de acido. Por outro lado o acido vanilico foi encontrado somente sem adi¢ao de
acido sulfurico. Acido fertlico, vanilina e siringaldeido apresentaram-se nas maiores
concentragdes respectivamente, sendo o siringaldeido o composto que apresentou maiores
indices de liberagdo com 1% de acido sulfurico, aproximadamente 30 mg/L (Figura 13).
Ainda assim, o valor encontrado manteve-se muito inferior as concentragoes de furfural,
testadas nas mesmas condigoes.

A presenca de acido feralico confere a parede de gramineas, especial resisténcia aos
raios UV e ao ataque das enzimas hidroliticas de patdgenos. Encontram-se interligadas com a
hemicelulose (BUCKERIDGE et al., 2010).

Em resumo, os testes de variancia demonstraram que concentragdes de 1 e 2% de
acido sulftrico no pré-tratamento ndo apresentaram diferencgas significativas para xilose e
arabinose, houve dependéncia apenas do tempo. Para glicose, essa diferenca também nao
existiu, exceto em 120 minutos. Na liberagao do furfural ndo houve diferenga significativa na
concentragdo de 1% de acido em 60 e 120 minutos, ao contrario de HMF, onde o tempo de 60
minutos diferiu significativamente (Figura 12) de 120 minutos, e este Gltimo com diferenga
entre as concentragdes de 1 e 2% 4cido. Para o 4cido acético houve maior liberagdo na
concentragdo de 1% de acido, mas sem diferengas entre os tempos. Kiipper (2009) obteve
melhor resultado com 60 minutos de rea¢do a 120°C utilizando o solvente Organosolv. No
entanto, ndo encontrou diferenca estatistica nas concentragdes de agucares. Os resultados
comprovaram que 60 minutos, 120°C de temperatura e 1% de acido sulfirico compdem a
condi¢do mais adequada de pré-tratamento, devido a liberagdo de agucares, diminui¢do da
degradacao de fontes de carbono e menor formacao de compostos inibidores da fermentagao.
Portanto, a partir desses resultados, escolheu-se a concentracao de 1% de acido sulfurico a ser
empregada no processo de pré-tratamento, utilizando-se menor volume de acido com

melhores resultados.
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Figura 13: Perfis dos compostos fendlicos no pré-tratamento com 60 minutos (A), e 120
minutos (B) com tratamento 0, 1 e 2% v/v de 4cido sulftrico. Os pardmetros Acido Siringico,
Vanilina e Acido Fertlico ndo foram analisados em 120 minutos.

Na hidrolise acida verificaram-se niveis menores de agtcares, predominando somente
a glicose com a utilizacdo de 10% de acido sulftrico (Figura 14). Em hidrélise com 5% de
acido sulftrico, Kiipper (2009) encontrou uma concentragao de 3,07 g/L de agucares totais, €
com 10%, 9,75 g/L de agucares totais, valores estes superiores aos apresentados na Figura 14.
No entanto, hidrolisados com altas concentragdes de acido apresentam dificuldades de
neutralizacdo para etapa posterior de fermentagdo, além de dificuldades de manipulacao em
processos industriais causadas pela corrosdo de equipamentos (FOAUD et al., 2005).

Niveis semelhantes de furfural (600 mg/L) foram encontrados nos tratamentos com 5 e
10% de 4cido. Como a maior por¢do de xilose foi liberada na etapa de pré-tratamento, sua
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concentragdo tende a ser menor nesta etapa, justificando menores indices de furfural, uma vez
que o mesmo ¢ resultado da degradacao desta pentose.

Nesta etapa, o acido vanilico prevaleceu na liberagdo de compostos volateis, seguido
da vanilina. alcool vanilil, &cido siringico, siringaldeido e 4cido ferulico ndo ultrapassaram 10
mg/L, conforme mostra a Figura 14. De acordo com Pacheco ¢ Damasio (2010), o acido
vanilico ¢ um composto intermediario formado antes da producao de vanilina a partir do acido
ferulico. Daugsch e Pastore (2005), reportaram que concentracdes acima de 1 g/L de acido
vanilico sdo capazes de inibir o crescimento de micro-organismos.

Considerando a finalidade de se obter maiores liberagdes de agucares (xilose, glicose e
arabinose), com menores niveis de inibidores (furfural, HMF e acido acético), os resultados
da hidrolise acida, nao foram analisados estatisticamente devido a baixa concentracdo de
acucares disponiveis, comparadas a alta producao de furfural e HMF.

Portanto, com base nos resultados apresentados na Figura 15, pode-se afirmar que a
escolha dos parametros de tempo e concentracao acida no pré-tratamentos do bagaco da cana,
demonstraram que em 1% de acido sulfarico, a 60 minutos, a 121°C, foi a condi¢do mais
eficiente, devido ao fato de que nesta etapa o rendimento da xilose foi maior comparado com
a produgdo de furfural. Por conta disso, optou-se por realizar os ensaios fermentativos com o
pré-hidrolisado, visto que as condigdes de hidrolise acida ndo apresentaram liberagdes

significativas de aglicares redutores.
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Figura 14: Perfis de acucares redutores (A), furfural e HMF (B) e compostos fendlicos (C) com
tratamento 0, 5 € 10% v/v de acido sulfarico, por 150 minutos, 120°C e 1 atm.
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Figura 15: Resultados do pré-tratamento e hidrélise acida, de acordo com a liberagdo de aglcares
(xilose, glicose e arabinose) e inibidores (furfural, HMF e acido acético).

5.3. Nitrogénio Total (NT) em pré-hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar

Os teores de Nitrogénio Total (NT) encontrados em amostras de pré-hidrolisado (com
1% de acido sulfurico e 60 minutos de hidrélise) de bagago de cana foram proximos aos
valores encontrados para o meio de cultura YEPD (Tabela 6), sugerindo que o cultivo de

leveduras nao serd limitado por este nutriente e ndo serd necessario adiciona-lo.
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Tabela 6: Valores de Nitrogénio Total em meio de cultura YEPD liquido, pré-hidrolisado com 1%
de acido sulfurico e solu¢do contendo 1% de extrato de levedura.

Amostra g/LNT
YEPD 0,540
Pré-Hidrolisado 1% H,SO4 0,630
Extrato de levedura 1% 0,035

Entre os nutrientes mais importantes em um processo fermentativo, a concentracao de
nitrogénio pode afetar o rendimento e a eficiéncia do cultivo microbiano (LIMA, 2001).
Fernandes et al. (1993) relataram valores de 35,2% de C total, e de 0,19 a 0,21% de N total
por % de massa seca de bagago de cana Estudos realizados por Barbieri e Barcelos (2009),
para transformacdo de bagaco de cana-de-agucar em fertilizante organico, encontrou teores de

Carbono e Nitrogénio Total (NT) de 37,81% e 1,07% respectivamente.

5.4. Tolerancia de D. bruxellensis aos inibidores liberados no processo de pré-

tratamento acido

O teste realizado teve a finalidade de registrar o desempenho quanto ao crescimento
de D. bruxellensis frente aos inibidores produzidos na etapa de pré-tratamento 4cido. Os perfis
de biomassa de D. bruxellensis e P. stipitis sdo apresentados na Figura 16 em cultivo com
YEPD, 50 e 100% de pré-hidrolisado. Desta forma, foi escolhido o pré-hidrolisado com
tratamento de 1% de 4cido sulfurico devido as concentracdes de xilose, furfural e HMF
encontradas no meio, sendo testadas duas concentracdes do pré-hidrolisado (100 e 50%) e o
meio YEPD liquido como controle. As amostras foram destiladas ao final do teste em 120

horas para avalia¢ao do teor alcoolico (Figura 17).
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Figura 16: Crescimento das leveduras D. bruxellensis e P. stipitis em meio de cultura YEPD —@—
pré-hidrolisado diluido (50%) e concentrado (100%) —&—, 150 rpm a 30°C.

O resultado revelou que o crescimento da levedura D. bruxellensis foi semelhante em
pré-hidrolisado diluido e concentrado, constante até 120 horas. Ao contrario, a levedura P.
stipitis apresentou resultados levemente superiores em pré-hidrolisado concentrado, e
aumento de biomassa a partir de 72 horas. Houve produgao de etanol nas duas concentracdes
de pré-hidrolisado (50% e 100%), sendo maior em pré-hidrolisado concentrado, com niveis
semelhantes para D. bruxellensis e P. stipitis (Figura 17).

Em seu trabalho, Blomgqvist (2011) testou a capacidade de crescimento e producao de
etanol por D. bruxellensis a partir de glicose oriunda de material lignoceluldsico pré-

hidrolisado com enzimas. Os autores indicaram que com o aumento gradual na concentragdo
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do pré-hidrolisado, D. bruxellensis foi capaz de crescer e produzir etanol, indicando uma
capacidade de adaptacdo aos compostos inibidores do pré-hidrolisado. Além disso, em testes
fermentativos foram obtidos rendimentos semelhantes ou maiores do que cepas industriais de
S. cerevisiae, indicando o potencial de aplicagdo desta levedura na producdo de etanol a partir

de hidrolisados lignocelulésicos.

1,5 A

0,5 -

Teor alcodlico {%v/v)

D. bruxellensis P. stipitis

EYEPD O50% E100%

Figura 17: Produgdo de etanol de D. bruxellensis e P. stipitis em YEPD liquido, 50 ¢ 100% de pré-
hidrolisado, a 30°C, 160 rpm por 120 horas.

5.5. Cinética de crescimento por D. bruxellensis em pré-hidrolisado de bagaco

de cana-de-acucar

A Tabela 7 apresenta os parametros cinéticos de crescimento de D. bruxellensis e P.
stipitis em meio YEPD e pré-hidrolisado (50 e 100%), pmax (crescimento maximo) e tg

(tempo de geracdo), calculados a partir dos dados apresentados no Apéndice B e C.
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Tabela 7: Velocidade especifica de crescimento e tempo de geracao de D. bruxellensis e P. stipitis em
meio YEPD, pré-hidrolisado de bagaco de cana diluido (50%) e concentrado (100%).

Lmix(h™) tg (h)

Dekkera bruxellensis YEPD 0,044 15,8
50% 0,007 99
100% 0,009 77
Pichia stipitis YEPD 0,017 40,8
50% 0,001 693
100% 0,013 53,3

(Umax) velocidades especificas de crescimento maximas e tg
tempo de geracdo.

Analisando-se a Tabela 7, verificam-se comparativamente velocidades de crescimento
inferiores no pré-hidrolisado em relagdo ao meio YEPD, o que pode ser explicado pela
composi¢ao diversa dos meios. Entretanto, os pardmetros cinéticos indicam crescimento
similar entre as leveduras com 50 e 100% de pré-hidrolisados, e apesar da baixa viabilidade,

sugere a utilizagcdo deste meio para crescimento destas leveduras.

5.6. Ensaios exploratorios em pré-hidrolisados de bagaco de cana-de-acticar

Os ensaios a seguir tiveram a finalidade de descobrir qual a condi¢do ideal em termos
de crescimento e consumo de agucares, frente aos inibidores presentes no pré-hidrolisado.
Inicialmente foram testadas duas adaptacdes: em meio sintético (YNB, xilose e glicose), e em
pré-hidrolisado. Posteriormente foi testada a diminui¢cdo na concentra¢do do inoculo, de 10
g/L para 5 g/ de massa umida sem adaptacdo do mesmo. Além disso, a andlise em CLAE
ocorreu somente para o ensaio realizado com adaptagdo em meio sintético, portanto somente
nesta situagao foram analisados os parametros dos agucares arabinose, celobiose, glicose e
xilose, etanol e 4cido acético (ndo houve possibilidade de utilizagdo do equipamento para os

experimentos seguintes).
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5.6.1. Indculo de D. bruxellensis adaptado em meio sintético contendo YNB,

xilose e glicose

As Figuras 18 e 19, apresentam os perfis de biomassa, solidos soluveis, pH, glicose,
arabinose, celobiose, xilose, acido acético e etanol para cultivos de 100 e 50% de pré-
hidrolisado, com adaptacdo do indculo de D. bruxellensis em meio YNB com 2% de xilose e
1% de glicose. Verificam-se um crescimento maior com 100% de pré-hidrolisado, porém
mais lento, conforme ja havia sido evidenciado em resultados anteriores (Figura 16). Além
disso, com a adaptagdo, a concentragdo final de biomassa foi superior ao valor encontrado nos
trabalhos anteriores, com 10 g/ em 5 dias. Barata et al. (2008) constatou que uma
caracteristica conhecida de Brettanomyces bruxellensis, género amorfo de D. bruxellensis, ¢
seu crescimento lento em meios ricos em agucar, € que utiliza glicose com menos eficiéncia e
cresce mais lentamente comparada com S. cerevisiae. Pode ainda facilmente sobreviver a
altas concentracdes de etanol e pequenas quantidades de nitrogénio e agucares, condi¢ao
encontrada ao final de processos fermentativos. Entretanto visando o controle de
contaminac¢do industrial Guerra (1998) verificou auséncia de crescimento de D. bruxellensis
em meios contendo a partir de 7% de etanol.

Blomgqvist et al. (2011) reportaram que apesar de D. bruxellensis ser sensivel ao
hidrolisado de serragem, ¢ capaz de adaptar-se aos inibidores presentes no meio, € que em
meios contendo maltose e celobiose apresentaram longa fase de adaptacao e baixos niveis de
etanol.

Em 50% de pré-hidrolisado o crescimento atingiu niveis maximos em 48 horas (8,7
g/L), sem alteragdes expressivas no consumo de agucares analisados, exceto para glicose que
em 36 e 120 horas apresentaram niveis superiores ao tempo inicial, ocasionado provavelmente
por algum problema na amostragem. Por outro lado as concentragdes de etanol e acido acético
apresentaram um perfil diferente de 100% de pré-hidrolisado. Para etanol verificou-se que a
produgdo nao ultrapassou a concentragdo inicial presente, sugerindo como em 100%, um
consumo do mesmo. Em contra partida niveis maximos de acido acético foram semelhantes
em 50 e 100% (0,9 e 1,0), porém com variagdo maior em 50% de pré-hidrolisado. De acordo
com Freer et al. (2003), a espécie D. bruxellensis produz quantidade significativa de acido
acético, a partir de glicose, em cultura agitada, porém isso exige um tempo maior. Em seu
trabalho comprovou que a temperatura também pode influenciar a formagao do acido acético,

que ¢ maior a 30°C, com o etanol ou a glicose como fonte de carbono. Segundo Blomgqvist et
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al. (2011) D. bruxellensis foi capaz de utilizar etanol como fonte de carbono para producao de
acido acético. Os autores encontraram ainda maiores niveis de acido acético quando a cepa foi

cultivada em maltose, celobiose e glicose em cultura submetida a agitagao.
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Figura 19: Perfis de acido acético e etanol em fermentacdo por D. bruxellensis em pré-hidrolisado
diluido (50%) e concentrado (100%) com in6culo na concentragdo de 10 g/L e adaptado previamente
em meio sintético contendo xilose e glicose.

5.6.2. Inéculo de D. bruxellensis adaptado em pré-hidrolisado diluido (50%) e
concentrado (100%)

Quando se analisa os resultados da fermentacao de D. bruxellensis apresentados na
Figura 20, verifica-se maior formagao de biomassa em pré-hidrolisado de 100% nas primeiras
36 horas. Por outro lado, em 50% de pré-hidrolisado ocorreu um leve aumento de biomassa
somente em 72 horas, porém em ambos meios de cultivo o aumento de biomassa foi
desprezivel. Em 100% de pré-hidrolisado apesar de encontrar concentragcdes em torno de 16
g/L, superiores aos encontrados no ensaio anterior (Figura 18 C), o in6culo de partida
continha em torno de 14 g/L, revelando crescimento semelhante nas duas condi¢cdes de
adaptacao.

Em estudo de aclimatagdo com Pichia stipitis, apds o processo adaptativo a linhagem
testada metabolizou eficientemente a xilose na presen¢a de inibidores, com aumento de
biomassa (OLIVEIRA, 2010). Diferentemente, os resultados aqui apresentados, revelaram
que a adaptacdo de D. bruxellensis mostrou-se eficiente somente em 100% de pré-hidrolisado,
onde ocorreu diminuicdo da fase de adaptacdo de 60 para 36 horas, porém com baixa

producdo de biomassa. Os valores de pH ndo sofreram alteragdes consideraveis nos dois
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meios de cultivo, no entanto foi possivel notar valores inferiores em 50% de pré-hidrolisado
(4,3), comparado com seu equivalente de 100% (4,5).

Sendo assim, a adaptagdo em pré-hidrolisado por 4 dias a 50% e 6 dias a 100% de
concentracdo foi inadequada para D. bruxellensis, sugerindo uma propaga¢cdo em meio de
cultivo padrdo com suplementacdo de agucares especificos do hidrolisado e entdo utilizada
para producao de etanol. Além disso, partindo dessas consideragdes, pode-se concluir que um
sistema por ciclos usando pré-hidrolisado deva ser indesejavel, sendo recomendados processos

por batelada simples a partir deste meio de cultivo.
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Figura 20: Ensaios fermentativos empregando D. bruxellensis em pré-hidrolisado diluido A (50%) e
concentrado B (100%), com inoculo na concentragdo de 10 g/L de massa umida e adaptado
previamente em pré-hidrolisado.
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5.6.3. Indculo sem adaptacgao de D. bruxellensis

Neste tipo de fermentagdo a concentragdo do indculo foi de 5 g/L em relagdao ao
in6culo adaptado que foi de 10 g/ de massa timida. Essa diminui¢do teve o objetivo de
melhorar o desempenho da levedura em fermentacdes com pré-hidrolisado hemicelulosico.
De acordo com a literatura a alta densidade celular ¢ utilizada nas destilarias, com processos
fermentativos convencionais a partir de caldo de cana-de-agucar e/ou melago, para diminuir o
tempo de fermentagdo e elevar a produtividade do processo. Portanto para que as
fermentagdes tenham uma conducdo satisfatoria, ¢ necessario que se adicione aos mostos
quantidade suficiente de microrganismos capazes de transformar rapidamente os aglicares em
alcool e gas carbonico. (CHANG et al., 1994).

Segundo Wheals et al. (1999), algumas usinas brasileiras trabalham com densidade
celular na faixa de 8% a 17% (v/v), ou ainda com 25% a 30% (v/v) do volume total da dorna
(Basso, Basso e Rocha (2011).

Tratando-se de estudos com hidrolisados lignocelulosicos € possivel observar
dimiui¢ao na concentragdo de células. Segundo Agbogbo et al. (2007) em fermentagdes com
P. stipitis em meio sintético a partir de xilose, a melhor condi¢do encontrada foi de 6,5 g/L.
Em hidrolisados de madeira Sreenath e Jeffries (2000), utilizaram em torno de 1,5 a 3,0 g/L
com P. stipitis e Candida sheliatae, concentracdo semelhante utilizada por Canilha et al.
(2010) em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar também com P. stipitis.

Galafassi et al. (2010) utilizando a cepa D. bruxellensis em meios sintéticos, com
concentragdes semelhantes de glicose e xilose encontradas em hidrolisados de madeira,
utilizou 0,05 g de massa seca. Em hidrolisado lignocelulésico South (2010), padronizou o
in6culo a partir da Densidade Optica (O0.Dgoonm), ficando em torno de 0,9-1,0 que também
representa uma concentracao baixa de células.

De acordo com os resultados da Figura 21, em 50% de pré-hidrolisado foi possivel
quantificar aumento de biomassa a partir de 72 horas, enquanto que em 100% de pré-
hidrolisado ocorreu a partir de 84 horas. No entanto neste meio de cultivo, a diminui¢ao dos
solidos soluveis atingiu niveis mais baixos, quando comparados com os resultados das
Figuras 15 e 17. Isso sugere que pode estar ocorrendo consumo de agucares como glicose,
xilose, arabinose ou celobiose e ndo de etanol, como observado anteriormente. Ao contrario,
em 50% de pré-hidrolisado, apesar do aumento de biomassa a concentracdo de sélidos

soliveis permaneceu sem variagoes.
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Valores de pH nao sofreram alteragdes em 50 e 100% de pré-hidrolisado apenas uma

pequena acidificagdo em 120 horas para ambos.

x A
&
= 12
»
£ w0
3
w 8
S T
5 © .
w
v 4
=
B 2
2
8 0 -
_E a 12 24 36 48 60 72 81 S 108 120
o
Tempo (h}

12 B 5,5
X :
& 10 - - 5,0
@ o FFF—TF—F
E 4,5 -
5 67 =
@ 4,0
£ 4 -
2 3 3,5

2 M '

O T T T T T T T T T I3,0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)
—o—Biomassa #—Solidos Soliveis  —@—pH

Figura 21: Ensaios fermentativos empregando D. bruxellensis em pré-hidrolisado diluido A (50%) e
concentrado B (100%), com indculo correspondendo a 5 g/ de massa umida.

5.7. Evaporacao do pré-hidrolisado em banho termostatizado

No pré-tratamento de bagago de cana-de-agucar realizado com o solvente Organosolv,
participa etanol. Nesta etapa foi necessario remove-lo uma vez que sua presenga pode

influenciar o crescimento das leveduras, correspondendo a uma inibi¢do do tipo ndo
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competitiva (PAN et al., 2005). Para remogao do etanol procedeu-se os ensaios de evaporagao
do pré-hidrolisado em banho termostatizado. A evaporacao do etanol residual encontra-se na
Figura 22.

Durante a fermentagdo, a levedura pode estar sujeita a varios fatores estressantes como
alta concentragdo de etanol, temperaturas elevadas e acidez do meio (BASSI, 2011). Em
contra partida, a levedura Dekkera, conhecida por contaminar vinhos, ¢ capaz de sobreviver
em condi¢des de fermentacdo e também no vinho ja engarrafado, este em situacdo de
anaerobiose, com alto teor alcoolico e baixa concentracdo de agtiicares (NARDI et al., 2010).

O pré-hidrolisado apresentou em torno de 12% v/v de etanol inicialmente (Figura 22)
e, de acordo com Bassi (2010), concentracdo de etanol a partir de 10% v/v, poderia ser um
fator limitante para o controle de Dekkera bruxellensis em destilarias.

Trabalho realizado por Codato (2009) com a linhagem D. bruxellensis (CCA155) em
meio YEPD liquido mostrou uma resisténcia menor ao etanol. Verificou que a concentragdo
minima inibitéria de etanol foi 4 e 6%, respectivamente para 10° ou 10° células/mL de indculo
inicial. Portanto, determinou-se a concentracdo aproximada de 2% v/v (Figura 22) para os

testes fermentativos posteriores com a levedura.
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Figura 22: Curva de evaporacdo do do etanol %v/v do pré-hidrolisado tratado em Organosolv em
banho termostatizado.
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5.8. Teste fermentativo com D. bruxellensis em pré-hidrolisado evaporado

Os resultados apresentados na Tabela 8 ¢ Figura 23 indicam a produ¢do de biomassa
da levedura, o consumo de xilose (g/L) e a producdo de etanol (%v/v) nas diferentes
condicoes de cultivo.

A concentragio de biomassa manteve-se ao redor de 10 ¢ 5 g L' para 100 ¢ 50% de
pré-hidrolisado respectivamente, entre 24 e 72 horas, sendo superior na concentracdo de
100%. Infere-se este aumento pela maior disponibilidade de agucares, levando a velocidades
especificas de crescimento maximas para 100% de pré-hidrolisado em torno de 0,011 h’'
(Tabela 8), com produtividade celular de aproximadamente 0,014 g L"'h" ¢ 0,17 g L' h™' para
o meio controle (YEPD).

Estes resultados podem ser explicados uma vez que comparado com o meio controle, o
pré-hidrolisado apresenta a influéncia de componentes inibitdrios, como furfural, HMF, acido
acético e outros compostos fenolicos. Dias et al. (2010) demonstraram que a influencia de
mais de um componente toxico presente em hidrolisados hemiceluldsicos sobre a
fermentagdo, ¢ maior do que a influencia de cada um isoladamente, devido a um efeito de
sinergia entre eles. Estes autores conduziram ensaios de fermentacdo com P. stipitis em meio
sintético (glicose 20 e xilose 15 g/L) e comprovaram que a fermentacdo com suplementagao
de 4cido acético igual a 3 g/L, conduziu uma velocidade especifica maxima de crescimento
0,06 h™'. Quando suplementado com apenas furfural 2 g/L a velocidade especifica maxima foi
igual a 0,11 h™'. Realizando a mistura dos dois componentes, nas mesmas concentragdes
individuais, ndo houve crescimento celular nem consumo dos agucares indicando o efeito

sinergético negativo sobre 0s micro-organismos.

Tabela 8: Velocidades especificas de crescimento maximas, para YEPD, pré-hidrolisado de bagaco-
de-cana de agucar 50 ¢ 100%

Mmax (h™) tg (h)

YEPD 0,023 30
Pré-hidrolisado 50% 0,001 693
Pré-idrolisado 100% 0,011 63

(Umax) velocidades especificas de crescimento
madximas e tg tempo de geragdo.
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A concentragdo de agucares redutores foi estimada pelo teor de xilose, a partir de
curva-padrdo, uma vez que este representa o agiicar majoritario no hidrolisado de bagaco de
cana-de-agucar (ROCHA et al., 2011). Os teores de xilose apresentaram valores iniciais em
torno de 8,9 g/L para pré-hidrolisado diluido a 50% e 18,7 g/L para pré-hidrolisado
concentrado 100%. Durante as 120 horas de experimento os valores nao sofreram diminui¢ao
na concentra¢do para pré-hidrolisado 50%, e somente a partir de 96 horas, com 100% de pré-
hidrolisado houve discreto consumo deste agucar (Figura 23). Moutta (2009) comprovou que
em fermentacdo de hidrolisado de folha seca de cana-de-agucar, utilizando a cepa Pichia
stipitis, a glicose ja havia sido completamente consumida em 15 horas, enquanto que xilose
prosseguiu do inicio ao final de 110 horas de processo, sendo consumida mais lentamente na
presenca de glicose.

Mesmo xilose sendo a fonte de carbono em maior concentragdo, outros agucares
redutores tais como glicose, arabinose, manose, galactose, também estdo presentes apos o
processo de pré-tratamento (BETANCUR; PEREIRA-JUNIOR, 2005). Sendo assim, estes
acucares possivelmente foram consumidos e sustentaram o crescimento microbiano levando a
producdo de biomassa.

Além disso, a celulose apresenta algumas regides mais susceptiveis as condi¢des de
hidrdlise, regides menos ordenadas ou amorfas, condi¢do encontrada na metodologia
estudada. Desta forma, pode haver liberacdo da celobiose, um dissacarideo composto por duas
moléculas de glicose, as quais podem ser utilizadas por D. bruxellensis na producgdo de etanol

(BLOMQVIST, 2010).
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Figura 23: Producdo de biomassa (g/L), —@— consumo de xilose (g/L), @~ produgdo de etanol
(%v/v) —a—¢ pH 150 rpm, 30°C da levedura D. bruxellensis em pré-hidrolisado de bagago de
cana 50% (A) e 100% (B)

Os rendimentos de substrato em etanol podem ser fortemente afetados pelas variagdes
de pH. No presente estudo os valores de pH nado sofreram alteragdes significativas durante as
120 horas, partindo de valores em torno de 5,0 e finalizando em aproximadamente 4,0 para
50% e 4,5 para 100% de pré-hidrolisado. Estes resultados estdo de acordo com os testes
realizados por Bassi (2011) os quais demonstraram que D. bruxellensis foi capaz de crescer
em uma faixa de pH 2,5 a 6,0.

A producdo de etanol foi analisada a partir de 48 horas, uma vez que nos experimentos
anteriores com pré-hidrolisado ndo evaporado a levedura iniciou a producdo a partir deste

periodo. Para o célculo foi descontado o teor alcoolico inicial presente no pré-hidrolisado, ou
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seja, 0,45% v/v (50%) e 1,20% v/v (100%), devido a utilizacdo do solvente Organosolv (dgua,
acetona e etanol 2:1:1). De acordo com a Figura 23, foi possivel observar que nas primeiras
48 horas, com 100% de pré-hidrolisado a levedura ja apresentava aproximadamente 0,5 %v/v
de etanol, revelando que a produgdo iniciou-se antes do esperado. Em 50% a levedura nao
produziu quantidade consideravel de etanol, nao variando do valor inicial presente.

De acordo com a literatura, o rendimento de etanol obtido pelas leveduras
fermentadoras de pentose em meios de cultivo com D-xilose ¢ limitado principalmente por
dois fatores: a utilizacdo concorrente do etanol na presenca de concentracdes elevadas de
xilose e a formagdo de xilitol e outros compostos como subprodutos (DUARTE, 1989). De
acordo com Kiipper (2009), o consumo de etanol se deve ao fato de que a concentragao de
AR diminui rapidamente nas primeiras 24 horas e passa a diminuir gradualmente até as 120
horas finais do experimento, momento em que o etanol ¢ utilizado como fonte de carbono.
Além disso, quando a concentracdo de xilose atinge determinado nivel e a oxigenacdo
aumenta, alguns micro-organismos preferem utilizar o etanol produzido como fonte de
carbono (MALESZKA; SCHNEIDER, 1982).

Os resultados obtidos no pré-hidrolisado evaporado revelaram que a concentragdo de
etanol inicial em sinergia com outros compostos inibitorios presentes no meio aumentaram a
fase de adaptacao da levedura (Figura 23). ApoOs a evaporagao esse tempo foi reduzido de 72-
94 h para 24 horas. A produgdo de etanol apresentou niveis maximos inferiores (0,41 %v/v)
quando comparada com teste anterior (2,5 %v/v). Portanto, apesar da diminuicdo da fase de
adaptacdo, os testes posteriores em fermentadores de bancada foram realizados com o pré-

hidrolisado sem a etapa de evaporacgdo, buscando a obten¢do maiores teores de etanol.

5.9. Ensaios fermentativos em biorreator de bancada com D. bruxellensis

Devido a variagdo de umidade da massa imida de leveduras, o primeiro ensaio iniciou
com a concentracdo de células abaixo do esperado, com aproximadamente 2 g/L. (Figura 24
A), e por conta disso, foi realizado uma segunda fermentacdo com uma concentracao de
células proximas a 5 g/L (Figura 24 B).

Os resultados da Figura 24 A mostram que, a partir de 72 horas ocorreu um discreto
aumento de biomassa, permanecendo estavel até 236 horas, onde um segundo aumento
também foi registrado. Verificam-se neste mesmo periodo, por volta de 170 horas uma

reducdo na concentragdo de xilose. Gong et al. (1999) reportaram que ocorre a assimilagdo
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preferencial de glicose em relagdo a pentoses € que o comportamento de leveduras cultivadas
em mistura de agucares, hexoses e pentoses, apresenta uma inibi¢do, ou retardamento, da
utilizacdo de xilose pela presenca de glicose no meio. Han-Hagerdal et al. (1991) reportaram
que concentragdes acima de 2% de glicose, mesmo em espécies que possuem afinidade no
transporte de pentoses, como P. stipitis, sdo capazes de reprimir a absor¢ao de xilose.

Analisando os dados verifica-se que nos primeiros cinco dias ha um crescimento
discreto com pma = 0,003 h™' (tempo de geragdo de 231 horas), ocasionado por um lento
consumo de glicose a 0,339 mg/L.h. Entretanto, segue-se uma segunda fase de crescimento
com velocidade especifica menor (0,001 h'l), mas com elevado consumo de xilose (16,3
mg/L.h).

Este efeito de diauxia, ou seja, a presenca de duas fases de crescimento exponencial
durante um cultivo em batelada simples se deve a disponibilidade de mais de um substrato
limitante assimilavel pelo micro-organismo, o que ocorre com glicose e xilose em hidrolisado
de cana-de-actcar.

A concentragdo de etanol foi calculada descontando-se o valor de etanol inicialmente
presente no pré-hidrolisado aproximadamente 10% v/v (Figura 24 A) e 8% v/v (Figura 24 B).
Sendo assim, a partir de 170 horas ocorreu um aumento na concentragdo de etanol, periodo
em que também se iniciou o consumo de xilose, justificando que a levedura pode ter utilizado
esta fonte de carbono para utilizagdo de etanol (Figura 24 A).

Considerando ainda que no periodo de consumo de xilose houve o aumento na
produgdo de etanol levando a uma produtividade maxima de aproximadamente 3,25 mg/L.h,
os resultados indicaram que a glicose foi inicialmente mais utilizada para a produgdo de
biomassa. Entretanto isso, no periodo final do experimento, a xilose passa a ser consumida
mais intensamente ¢ o fluxo de carbono ¢ direcionado para a formacdo de etanol. Sendo
assim, ao se calcular os rendimentos destes aglicares em etanol, verifica-se que a conversao de
xilose em etanol ¢ cerca de cinco vezes superior a conversao de glicose.

Jeffries et al. (1985) comprovaram que adigdes periddicas de 0,5% glicose em
fermentagdes aerdbias com Pachysolen tannophilus de 3% de xilose aumentaram o
rendimento de etanol de 0,28 g/g de xilose para 0,41 g/g de xilose utilizada, comprovando que
nesta concentragdo glicose ndo inibiu a utilizagao de xilose em condig¢des aerdbias.

No segundo ensaio a concentragdo inicial de biomassa foi maior, em torno de 4 g/L. A
partir de 24 horas ja foi possivel registrar um pequeno aumento de biomassa, € em
aproximadamente 170 horas também ocorreu um segundo aumento, no entanto em proporgdes

bem menores que o experimento anterior.
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A partir destas constatagdes verifica-se a importancia da otimizagdo da relagdo entre

glicose e xilose no pré-hidrolisado de bagago de cana-de-agucar. Além disso, estes resultados

sugerem o potencial de crescimento e producdo de etanol por Dekkera bruxellensis neste tipo

de meio de cultivo.
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Figura 24: Curvas de crescimento quantificadas em biomassa seca (g/L), consumo de xilose e
produgdo de etanol a 240 rpm, 30°C da levedura D. bruxellensis no pré-hidrolisado de bagaco de cana
em biorreator de bancada. Grafico A representa baixa concentragdo inicial de células, e B

concentracdo de células inicial mais proximas de 5 g/L.
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6. CONCLUSOES

Os resultados comprovaram que a levedura D. bruxellensis produziu baixas
quantidades etanol a partir de meios sintéticos contendo pentoses ou ainda com pré-
hidrolisados de bagago de cana-de-acticar, quando comparadas com S. cerevisiae em

processos industriais a partir do caldo da cana-de-agucar.

- Nos ensaios em meios sintéticos a partir de pentoses, D. bruxellensis foi capaz de
produzir em torno de 0,8% v/v de etanol contra 1,2% v/v da levedura P. stipitis padrio.
Demonstrando ser capaz de fermentar xilose em condigdes ideais.

- As condig¢des de pré-tratamento estudadas revelaram que a concentragao de 1% acido
sulfurico propiciou melhores condi¢des para liberacao de xilose, devido maior disponibilidade
desta fonte frente aos compostos inibitorios produzidos;

- Os testes de crescimento em pré-hidrolisados concluiram que D. bruxellensis foi
capaz de crescer em todas as condi¢cdes do pré-hidrolisado, diluido ou concentrado, com
crescimento médio semelhante com 3,4 e 3,7 g/L de biomassa respectivamente, comprovando
sua capacidade de se adaptar aos inibidores normalmente presentes na etapa pré-tratamento,
principalmente furfural, hidroximetilfurfural e acido acético.

- A concentragdo de 100% de pré-hidrolisado apresentou velocidades especificas
maiores que 50%, em torno de 0,009 h-'. Verificam-se aumento na velocidade quando se
utilizou pré-hidrolisado evaporado, 0,011 h™', porém com baixa produgio de etanol 0,13% v/v
(50%) e 0,24% v/v (100%). Em contra-partida, apesar da baixa velocidade especifica, o pré-
hidrolisado sem tratamento prévio produziu 0,53% v/v (50%) e 1,36 v/v (100%);

- Testes em fermentador demonstraram a presenca de duas fases de crescimento
exponencial. A primeira fase com baixa velocidade especifica 0,003 h-' e lento consumo de
glicose (0,339 mg/L.h). Em um segundo momento menores velocidades especificas de
crescimento (0,001 h-'), porém com elevado consumo de xilose (16,3 mg/L.h), mas ainda

discreta producao de etanol (0,9% v/v), a partir de 240 horas.
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8. APENDICE

APENDICE A: Andlise cromatogrdfica de 1,5g de bagago de cana-de-agiicar hidrolisado em
diferentes concentragoes de acido. Em A a concentragdo de agucares (g/L), e em B a concentragdo de
furanos (mg/L) sendo que T1 60 e T2 120°correspondem ao pré-tratamento, e T3 150 minutos
corresponde a hidrdlise dcida.

Acucares (g/L) )
Tempo Amostra Acido A
(min) (%) Glicose Xilose Arabinose  Acético
(g/L)
0 0,102 0,186 1,030 0,117
T1 60 1 1,844 14,037 1,849 0,766
2 2,690 17,138 2,249 0,766
0 0,000 0,400 1,100 0,000
T2 120’ 1 3,400 17,850 2,430 0,250
2 3,150 11,900 1,800 0,040
0 0,000 0,110 0,054 0,000
T3 150° 5 0,520 0,314 0,087 0,000
10 1,934 0,590 0,991 0,000
B
Furanos (mg/L)
g , , , .
Tempo 2 & Alcool Ac. Ac. - . . Ac.
(min) %é Furfural  HMF Vanilil Vanilico Siringico Vanilina  Siringaldeido Ferulico
3,419 1,658 0,396 11,376 1,028 5,913 0,000 0,000
T1 60 1 492,059 25224 0,000 0,000 5,189 17,792 10,471 31,253
2 1080,918 31,121 0,000 0,000 6,705 23,758 9,692 3,274
0 8,690 10,590 3,960 12,420 0,000 0,000 0,000 0,000
T2120 1 1265,188 91,908 9,288 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 1970,888 49,513 0,000 0,000 0,000 0,000 4,700 0,000
0 2,596 1,120 0,000 33,624 0,716 4,535 0,000 7,156
T3150 5 581,795 38,424 0,000 0,000 4,524 19,678 8,634 0,000
10 554,081 45221 0,000 24,062 5,979 19,784 0,000 0,000
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APENDICE B: Curvas padriio absorbancia X massa seca D. bruxellensis (C) e P. stipitis (D) em meio
de cultura YEPD liquido, cultivadas em 160 rpm, 30°C por 48 horas.

Dekkera bruxellensis

1.4 1 y=0,2696x + 0,0843
R?=0,9828

0,8 -

Absorbancia (600nm)

0,4 -

0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Massa {g/L)

Pichia stipitis
147 y=0,3143x +0,0835
12 - R?=0,9796

0,8 -

Absorbancia (600nm)

0,2

0 T T T T T T T 1
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Massa {g/L)
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APENDICE C: Curvas de crescimento da levedura D. bruxellensis (A) e P. stipitis (B) em meio de

cultura YEPD, pré-hidrolisado de bagago de cana diluido (50%) e concentrado, 150 rpm a 30°C.

Lnx (g/L)

[ R R A N VS ¥y B e ) B N o
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O B MW kR oy -

'
=

D. bruxellensis
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§ X a —a
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1 T T T T L 1
0 24 48 72 96 120
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P. stipitis

y=0,017x+1,9284

R?=0,4237
* * Py
y=0,0134x+0,1227
R?=0,9677

y=10,0014x-0,0166

- s R -0.1523a
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-
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