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RESUMO

BONIFACIO, T.O. Producio de etanol por Kluyveromyces marxianus a partir do
hidrolisado celulésico de palha de arroz: avaliacdo nutricional e desempenho em
biorreator air-lift. 2020. 121 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia
de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2020.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de etanol por Kluyveromyces
marxianus NRRL Y 6860 a partir do hidrolisado celulésico de palha de arroz através da
andlise nutricional e do desempenho em biorreator air-lift. A palha de arroz in natura
composta por (g/100g): celulose, 36,2; hemicelulose 24,4; lignina total 16,37; cinzas 9,3 foi
submetida ao pré-tratamento sequencial alcalino e d4cido obtendo-se o hidrolisado
hemicelul6sico (HH) com 18,3 g/L de xilose e a celulignina composta por (g/100g): celulose,
66,4; hemicelulose 7,68; lignina total, 18,01; cinzas 3,5). Na etapa de hidrélise enzimética
da celulignina em reator do tipo moinho de bolas vertical com 20% m/v de sélidos foi obtido
um hidrolisado celulésico (HC) contendo 108,8 + 2,1 g/l de glicose. Inicialmente, foi
avaliado o crescimento do inéculo de K. marxianus nos hidrolisados obtidos e seu impacto
na fermentabilidade do hidrolisado celulésico. De acordo com os pardmetros fermentativos
de produtividade volumétrica em etanol (Qp) e fator de conversdo de aguicares em etanol
(Ypss), o inéculo proveniente HC foi o que proporcionou os melhores resultados de
fermentacdo (Ypis = 0,43 g/g e Qp = 3,91 g/L). Posteriormente, foi avaliado o efeito da
suplementagao nutricional (extrato de levedura, (NH4)2SO4, KH2PO4 € MgS04.7H,0) do
HC sobre o desempenho fermentativo de K. marxianus, através de um planejamento
experimental 2. Os resultados da andlise estatistica mostraram que o (NH4)2SO4 teve um
efeito significativo e positivo sobre os parametros Yrss € Qp. No entanto, considerando que
os valores de Ypss e Qp obtidos durante a fermentacdo do HC apenas suplementado com 1,0
g/L. de (NH4)2SO4 (Ypis = 0,41 g/g e Qp =3,81 g/L.h) sdo proximos aos obtidos no HC sem
qualquer suplementagdo (Ypis = 0,39 g/g e Qp = 3,78g/L.h) optou-se pela utilizacdo do HC
sem adicdo de nutrientes nos ensaios fermentativos em reator air-lift. Para avaliar as
caracteristicas de fluidizacdo do reator air-lift foi realizado um estudo dos parametros
hidrodindmicos incluindo velocidade superficial do gds na regido de subida, tempo de
mistura, tempo de circulagado, velocidade de circulacdo do liquido, coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio (Kra), e retencio gasosa do reator empregando a dgua como
meio (2L) na temperatura de 40 = 0,2 °C. Os experimentos fermentativos em air-lift foram
conduzidos em hidrolisado celulésico sem adi¢do de nutrientes € em meio semi-definido
utilizando glicose como fonte de carbono, nas seguintes condi¢des: 40 + 0,2 °C, (Kra) de
48+02h'e concentracdo celular inicial de 3,5+0,3 g/L. Os resultados mostraram que o
desempenho fermentativo de K. marxianus em HC (Ypis =0,31 g/g e Qp = 1,60g/L.h) foi
inferior ao observado em meio semi-definido (Yp/s =0,44 g/g e Qp = 6,83 g/L.h), sugerindo
0 que composi¢ao quimica do hidrolisado, especialmente a presenca de inibidores pode ter
afetado negativamente o desempenho fermentativo desta cepa. No geral, os resultados
obtidos no presente trabalho revelam que o hidrolisado celulésico sem qualquer
suplementa¢do nutricional, pode ser empregado na producio de etanol por K. marxianus,
sendo ainda necessdrio mais estudos para melhorar os parametros do processo. Destaca-se
ainda o grande potencial do biorreator air-lift para producdo de etanol por K. marxianus
tendo em vista os elevados valores de Qp e Yp/s obtidos em meio semi-definido nas condi¢des
avaliadas.

Palavras-chave: Kluveromyces marxianus. Etanol celulésico. Palha de arroz.
Suplementac¢ao nutricional. Biorreator air-lift.



ABSTRACT

BONIFACIO, T.O. Ethanol production by Kluyveromyces marxianus from rice straw
cellulosic hydrolyzate: nutritional assessment and performance in an air-lift
bioreactor.2020. 121 p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2020.

The present work aimed to evaluate the ethanol production by Kluyveromyces marxianus
NRRL Y 6860 from cellulosic rice straw hydrolyzate through the nutritional analysis and
the performance in air-lift bioreactor. In natura rice straw composed of (g / 100g): cellulose,
36.2; hemicellulose 24.4; total lignin 16.37; ash 9.3 was subjected to sequential alkaline and
acid pretreatment to obtain hemicellulosic hydrolyzate (HH) with 18.3 g / L of xylose and
cellulignin composed of (g / 100g): cellulose, 66.4; hemicellulose 7.68; total lignin, 18.01;
ashes 3.5). In the enzymatic hydrolysis step of cellulignin in a vertical ball mill reactor with
20% w / v solids, a cellulosic hydrolyzate (HC) containing 108.8 £ 2.1 g/ L of glucose was
obtained. Initially, the growth of the K. marxianus inoculum in the hydrolysates obtained
and its impact on the fermentability of the cellulosic hydrolyzate was evaluated. According
to the fermentative parameters of volumetric productivity in ethanol (Qp) and sugar to
ethanol conversion factor (Ypss), the inoculum from HC was the one that provided the best
fermentation results (Ypss = 0.43 g/ g and Qp= 3.91 g / L). Subsequently, the effect of
nutritional supplementation ((NH4)2SO4, yeast extract, KH,PO4 and MgS0O4.7H>0) from HC
on the fermentative performance of K. marxianus was evaluated, through experimental
design 2. The results of the statistical analysis showed that (NH4)>SO4 had a significant and
positive effect of on Ypis and Qp parameters. However, considering that the values of Ypss
and Qp obtained during the fermentation of HC only supplemented with 1.0 g/L. of
(NH4)2SOs4 (Ypis=0.41 g/g and Qp = 3.81 g/L.h) are close to those obtained in HC without
any supplementation (Ypis=0.39 g/ g and Qp = 3,78 g/L.h). Therefore was decided to use
HC without adding nutrients in fermentation tests in an air-lift reactor. To evaluate the
fluidization characteristics of the air-lift reactor, a study of the hydrodynamic parameters
was carried out, including surface gas velocity in the rising region, mixing time, circulation
time, liquid circulation speed, volumetric oxygen transfer coefficient (Kra), and gaseous
retention of the reactor using water as a medium (2 L) at a temperature of 40 £ 0.2 °C. The
fermentative experiments in air-lift were conducted in cellulosic hydrolyzate without
addition of nutrients and in a semi-defined medium using glucose as a carbon source, under
the following conditions: 40 £+ 0.2 °C, (KLa) 4.8 + 0.2 h-1 and initial cell concentration of
3.5 £ 0.3 g/L. The results showed that the fermentative performance of K. marxianus in HC
(Yris=0.31 g/ gand Qp=1.60 g/ Lh) was lower than that observed in semi-defined medium
(Yps=0.44 g/ g and Qp = 6.83 g/ Lh). This suggesting that the chemical composition of
the hydrolyzate, especially the presence of inhibitors may have negatively affected the
fermentative performance of this strain. In general, the results obtained in the present work
reveal that cellulosic hydrolyzate without any nutritional supplementation can be used in the
production of ethanol by K. marxianus, and further studies are needed to improve the process
parameters. Also noteworthy is the great potential of the air-lift bioreactor for ethanol
production by K. marxianus in view of the high values of Qp and Ypss obtained in a semi-
defined medium under the conditions evaluated.

Keywords: Kluveromyces marxianus. Cellulosic ethanol. Rice straw. Nutritional
supplementation. Bioreactor air-lift.
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1 INTRODUCAO

No século 21, entre os assuntos de importancia global, estd a diminui¢do da utilizagdo
dos combustiveis fésseis no setor de transporte, provenientes do petrdleo, os quais
constituem uma fonte nao renovavel de energia e contribuem na emissao do diéxido de
carbono, um dos principais gases causadores do efeito estufa. Nesse sentido, pesquisas vem
sendo desenvolvidas para o emprego de fontes renovaveis de energia para suprir todos os

setores da sociedade, almejando a producdo de energia de forma sustentdvel.

No setor de transporte como alternativa ao uso dos derivados de petréleo t€ém-se o etanol,
que pode ser obtido a partir da biomassa lignoceluldsica, especialmente os residuos
agroindustriais, que ndo competem com a producdo de alimentos e apresentam em sua
composi¢ao aguicares que podem ser bioconvertidos em etanol. A palha de arroz é um dos
residuos mais abundantes da atividade agricola no mundo, sendo este um material

lignocelulésico com potencial para a produgdo de bioetanol.

7z

A palha de arroz é constituida principalmente pelos polissacarideos de celulose e
hemicelulose e a macromolécula de lignina. Para a producdo de etanol a partir deste material
€ necessario a obtencdo dos mondmeros de aguicares presentes nas fracdes de celulose e
hemicelulose, este processo envolve as seguintes etapas de: 1) pré-tratamento, 2) hidrélise

(sacarificacdo) enzimatica, 3) fermentacgao e 4) destilacdo.

O pré-tratamento pode ser classificado em quimico, fisico e bioldgico, e ttm como
objetivo reduzir a recalcitrancia do material lignocelulésico, caracteristica que dificulta a
obtencdo dos mondmeros de acticares dos polissacarideos. A escolha do tipo de tratamento
e/ou associacdo dos mesmos deve levar em conta as caracteristicas fisico quimicas do
material, pois cada pré-tratamento vai impactar de forma diferente na estrutura e composicao
da biomassa, podendo diminuir ou aumentar a quantidade de aguicares obtidos no final do
processamento. Estudos sobre a palha de arroz t€m demonstrado que a combinagao dos pré-
tratamentos alcalino e dcido proporciona bons rendimentos tanto na recuperagdo de agucares

presentes na hemicelulose como da celulose (hidrélise enzimatica).

No processo de sacarificagdo enzimdtica a celulose presente na celulignina é
despolimerizada a seus mondmeros estruturais (glicose) através da acao sinérgica de enzimas
celuloliticas (exoglucanases, endoglucanases e -glicosidade) produzindo um licor contendo

glicose (hidrolisado celuldsico). Um dos desafios desta etapa € operar com um alto teor de
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s6lidos insoliveis visando a obtencdo de um hidrolisado com alta concentracio de glicose,
desta forma pode-se obter no caldo fermentado uma alta concentragdo de etanol facilitando

a extragao deste bioproduto e reduzindo, por consequéncia o custo da etapa de destilacdo.

Estudos revelam que o uso do teor de solidos insoliveis superior a 10% (m/v) no
processo de sacarificagdo enzimatica acarreta no incremento da viscosidade do meio,
dificultando a homogeneizacdo do sistema. Algumas solucdes estdo sendo propostas para
contornar este problema, como o uso de um reator do tipo moinho de bolas — ndo
convencional, empregando um teor de 24%(m/v) de sdlidos insoluveis para a hidrélise
enzimatica da palha de arroz por Castro, Mussatto e Roberto (2017) no qual obteve-se um

licor com alta concentracdo de glicose.

A etapa de fermentacdo € um processo in vivo, portanto, deve fornecer condi¢des 6timas
para que o microrganismo cresca e gere o produto de interesse. A obtencdo de etanol via
fermentacgao pode ser realizada por leveduras, dentre elas a mais utilizada é a Saccharomyces
cerevisiae. No entanto, outras leveduras ndo convencionais como a Kluyveromyces
marxianus que tem despertado o interesse industrial por sua capacidade de crescer e
fermentar com bons rendimentos em temperaturas superiores a 40°C, assimilar diferentes

actucares além de tolerar altas concentracdes de etanol no meio de cultivo.

Um dos fatores que deve ser avaliado para a condu¢@o de um processo fermentativo em
hidrolisado celulésico é a composi¢do nutricional do meio que pode variar de acordo com o
tipo de microrganismo. O excesso de nutrientes pode encarecer o bioprocesso, a falta de
nutrientes, entretanto, pode limitar o crescimento celular e obtengao de etanol, logo, um
estudo da composi¢@o nutricional do meio de cultivo torna-se necessdrio para maximizar a

quantidade de etanol.

Além das condicdes nutricionais a avaliacdo dos parametros fermentativos sio
importantes para definir as condicdes operacionais do bioprocesso. De posse destes dados,
€ possivel otimizar o processo e escolher de forma adequada o tipo de reator a ser utilizado.
Para producao de etanol t€ém-se utilizado reatores como: coluna de bolhas e tanques agitados,
mas existem outras configuracdes de reatores com potencial para o estudo da producdo de

etanol, como o reator air-lift.

O aproveitamento dos materiais lignoceluldsicos para a obtencdo de produtos de
produtos de interesse industrial € uma das linhas de pesquisas conduzidas pelo Departamento

de Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP). Dentro deste
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contexto este trabalho teve como objetivo avaliar a necessidade de suplementacdo
nutricional do hidrolisado celuldsico para producao de etanol por Kluyveromyces marxianus

NRRL Y 6860 e o desempenho fermentativo desta levedura em biorreator air-lift.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Palha de arroz

A palha de arroz é um dos residuos lignoceluldsicos mais abundantes da atividade
agricola, sendo um subproduto gerado no campo apds a colheita do grao, um dos principais
cereais consumidos no mundo. No Brasil, estima-se a obtencao de 10,6 milhdes de toneladas
de arroz para a Safra 2019/20 (CONAB, 2019), uma vez que para cada quilograma deste
grao colhido € gerado de 1 a 1,5 quilograma de palha, pode-se esperar a producdo de 10,6 a

15,9 milhdes de tonelada deste subproduto nesta safra.

A palha de arroz € classificada como graminea, sendo composta basicamente pelas
macromoléculas de celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1). A intera¢do entre estes
componentes confere a este material uma caracteristica recalcitrante (CHEN ez al., 2011). A
celulose € um polissacarideo constituido por cadeias lineares compostas por moléculas de
glicose unidas por ligacdes do tipo B-1,4. Os residuos de glicose, t€ém rotacido de 180°C em
relagc@o uns aos outros originando como unidade repetitiva deste polissacarideo a celobiose.
As cadeias lineares de glucana (celulose), se caracterizam por serem relativamente
inflexiveis, e se assemelham a uma fita que interage umas com as outras através de ligacdes
de hidrogénio e forcas de Van der Waals formando as microfibrilas, que sdo estruturas
semelhantes a um “fio” caracterizadas pela cristalinidade, alta resisténcia a tracdo e
insolubilidade (SOREK, et al., 2014). As microfibrilas de celulose podem formar regides
amorfas durante sua sintese, regides nao organizadas, que normalmente estao revestidas por
hemicelulose as quais se unem a sua superficie por meio de ligacdes de hidrogénio (SOREK,

etal., 2014).

As hemiceluloses sdo cadeias curtas de polissacarideos heterogéneos que podem ser
lineares ou ramificados que diferem amplamente na composicdo entre tecidos e espécies
vegetais. A cadeia principal desta macromolécula pode ser formada por pentoses (D-xilose
e L-arabinose) e hexoses (D-manose, D- glicose e D-galactose) podendo conter ramificagdes

de residuos glicosil (SINGH; MISHRA, 1995; SOREK et al., 2014).

Na palha de arroz, o principal componente das hemiceluloses sdo as xilanas. Nelas a
cadeia principal é constituida por unidades de xilose, unidas por liga¢des do tipo B (1,4) os

principais grupos das ramificacdes sdo: arabinosil, xilosil ou dcidos glucurdnicos. Este
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polissacarideo contribui para a rigidez e flexibilidade da parede celular, pode ser considerado
um agente de ligacdo cruzada pois as cadeias de hemicelulose se ligam as fibras de celulose,
lignina, proteinas da parede celular, pectinas e polissacarideos ndo estruturais através de

interacdes covalentes e nao covalentes (SINGH; MISHRA, 1995; SOREK et al., 2014).

A lignina é um polimero amorfo e irregular composto por mondmeros fenil-propano.
Durante o crescimento do vegetal as unidades monoméricas da lignina (élcoois
hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) sdo secretadas durante a
formacdo da parede celular em formacdo, estes mondmeros se infiltram na matriz
polissacaridica e se polimerizam pelo processo de radicais livres que leva a uma estrutura
randomica. Como resultado esta estrutura forma uma barreira de protecao rigida em volta
dos polissacarideos que permite a formagao de tecidos especificos para o transporte de dgua,
d4 suporte para o crescimento vertical, e previne a invasdo patogénica na planta (SINGH;

MISHRA, 1995; SOREK et al., 2014).

De acordo com a literatura a palha de arroz pode apresentar em sua composicao (%):
28-36 de celulose, 23-28 de hemicelulose, 12-14 de lignina e 14-20 de cinzas. As variagdes
na quantidade destes componentes ocorrem pois a pois a composi¢do bioquimica da
biomassa lignocelulésica € influenciada pelo tipo de solo, sazonalidade climadtica, regido de
plantio e o tempo de colheita (RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2018; STAYAFTIKA;
MATSUMURA, 2018). A composicao desta matéria prima obtida na regidao de Canas (SP-
BRA) foi determinada por Castro et al (2017) sendo os valores de (% m/m): 35,3+0,2 para
a celulose, 23,8 £0,4 hemicelulose, 13,1+0,7 de lignina insolivel em &cido, 4,4+0,2 lignina

solivel em 4acido e um teor de cinzas de 11,3+0,1.

Stayaftika e Matsumura. (2018) descrevem que a palha de arroz por apresentar um
alto teor de celulose e de hemicelulose os quais podem ser hidrolisados em agucares
fermentesciveis, constitui uma matéria-prima com potencial para ser utilizada na produgao

de bioetanol.
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Figura 1 - Estrutura da parede celular de um material lignocelulésico com seus principais

componentes celulose, hemicelulose e lignina.
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Fonte: Adaptado de Rubin (2008).

Para ser utilizada como matéria-prima para producdo de bioetanol € necessario que
este material seja submetido a algumas etapas de pré-tratamento (fisico, quimico ou a
combinagdo de ambos) que normalmente sdo sucedidas por uma hidrélise enzimadtica, para
solubilizacdo dos agicares monoméricos. As etapas de pré-tratamento visam diminuir a
recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica aumentando a drea superficial dos polissacarideos
para a atuagdo de enzimas, desta forma a quantidade de mondmeros de celulose e

hemicelulose obtidos sera maximizada (LI; ZHENG, 2018).
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2.2 Pré-tratamentos

As caracteristicas fisico-quimicas de um material lignoceluldsico variam de acordo
com o tipo de matéria-prima, por isso a escolha de um pré-tratamento deve levar em conta
as propriedades do mesmo. As metodologias utilizadas para o pré-tratamento dos materiais
lignocelulésicos podem ser classificadas em: bioldgicas, fisicas, quimicas e fisico-quimicas.
A escolha de um ou a associacao destes métodos deverd levar em conta o posterior uso do
licor e/ou do residuo sélido obtido no final do processo, isto porque cada metodologia
proporciona uma mudanga na estrutura da biomassa lignoceluldsica, acarretando um grande
impacto em termos de recuperacdo dos agucares presentes na celulose e hemicelulose,
toxicidade dos hidrolisados, eficiéncia de hidrélise enzimética e fermentacdo, assim como
na demanda energética e no tratamento da dgua residual do processo ( BINOD, et al., 2010;

CASTRO et al., 2017; SUBHEDAR; GOGATE, 2014).

O pré-tratamento bioldgico se baseia na utilizacdo de agentes bioldgicos, como os
fungos de podridao parda e branca. Estes microrganismos secretam enzimas que degradam
principalmente as macromoléculas de lignina e de hemicelulose, expondo a celulose presente
no material lignocelulésico. Este procedimento oferece como vantagem o baixo uso de
energia, auséncia de uso de reagentes quimicos e condi¢cdes ambientais brandas. Entretanto,
o tempo elevado de pré-tratamento frente as outras tecnologias limita seu uso. (SUN; CHEN,

2002).

Taniguchi ef al. (2005) realizaram o pré tratamento biol6gico na palha de arroz
empregando o fungo de decomposic¢ao branca: Pleurotus ostreatus. O experimento ocorreu
por 72 dias e a palha utilizada nos ensaios continha 60% de dgua, no tempo 60 dias os autores
observaram que ao comparar as porcentagens iniciais de lignina, celulose e hemicesulose na
biomassa o fungo degradou seletivamente a lignina de acido insoldvel (Klason) (41%) sendo
os teores de celulose 83% e de hemicelulose 52%. Como conclusdo os autores observaram
que apesar do longo tempo, este fungo foi capaz de degradar a lignina e a hemicelulose

seletivamente, e preservar as fracao de celulose desta biomassa.

O tratamento fisico da biomassa lignoceluldsica compreende processos de trituragao
mecanica do material, estes proporcionam a reducdo no tamanho de particula e na

cristalinidade dos mesmos. Como consequéncia desta técnica, ocorre um aumento nha
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superficie de contato e porosidade da matéria prima, além disso ocorre a redu¢do do grau de

polimerizacao da celulose (ALVIRA et al., 2010; BINOD, et al., 2010).

A utilizacdo de pré-tratamentos quimicos podem empregar: bases, dcidos e solventes
organicos (ALVIRA et al., 2010). O emprego de uma etapa alcalina para tratar a biomassa
lignocelulésica, segundo Carvalheiro, Duarte e Girio (2008) causa uma solubiliza¢do efetiva
da lignina e uma baixa solubilizacdo da hemicelulose e celulose se comparado com processos
hidrotérmicos ou 4cidos. Neste tipo de pré-tratamento podem ser utilizados hidréxido de
sddio, de célcio, de potédssio e de amodnia. O hidréxido sddio causa a intumescéncia da fibra,
aumentando a superficie interna da celulose e diminuindo seu grau de polimerizacio e de
cristalinidade, como consequéncia ocorre a ruptura da estrutura da lignina, comparando este
pré-tratamentos que empregam 4cido ou reagentes oxidativos, o uso de base t€ém se mostrado
mais efetivo para remog¢ao das ligacdes ester entre lignina, hemicelulose e celulose evitando

a fragmentacdo do polimero de hemicelulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Cheng et al. (2010) realizaram um pré-tratamento alcalino na palha de arroz moida
(2 mm) empregando hidréxido de sodio. O experimento foi realizado na temperatura de 55°C
nas cargas de 0, 2 e 4 g de NaOH /g de biomassa variando o tempo de reacdo de 1-3h. A
composig¢ao inicial da palha de arroz in natura (% m/m): 36,32 celulose, 61,85 carboidratos,
3,53 lignina dcido soldvel, 14,07 lignina 4cido insoldvel (17,6 lignina) e o teor de cinzas
18,01. Os autores verificaram que a maior carga e tempo de reacio (4g NaOH/g biomassa -

3 h) promoveu a maior remog¢ao de lignina 23%(m/m).

O emprego de 4dcidos para o tratamento da biomassa lignoceluldsica visa,
principalmente, a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica, fazendo com que a celulose fique
mais acessivel a atuacdo de enzimas (ZHU et al., 2008). A utilizagdo de dcido deve ser
conduzida com cautela, pois a exposi¢do do material lignocelulésico a solugdes acidas
concentradas por um longo periodo de tempo e/ou a altas temperaturas pode favorecer a
degradacao de acucares em furfural e hidroxi-metil-furfural, diminuindo a concentragdo de
acucares no licor obtido (hidrolisado hemiceluldsico). Estes compostos tém um potencial
efeito inibitério no metabolismo do microrganismo durante a etapa fermentativa para

obtenc¢ao de bioprodutos como o etanol (HSU et al., 2010, SAHA et al., 2005).

Um estudo de Hsu et al. (2010) através do pré-tratamento com &cido sulftrico na
palha de arroz in natura, avaliou o efeito da remoc¢do da hemicelulose na sacarificagao

enzimdtica do material pré-tratado. Os autores observaram uma correlacao linear entre a
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diminuicdo da hemicelulose (80-96%) na fracdo sélida pré-tratada e o rendimento de
hidrdlise enzimatica. Segundo Hsu, Guo e Hwang (2010) uma explicagdo para este resultado,
€ que o desprendimento da xilana e a restruturagdo da lignina no material pode ter resultado
na maior exposi¢ao da estrutura da celulose levando a uma maior acessibilidade das enzimas

celuloliticas a esta macromolécula.

O uso de solventes organicos como: metanol, etanol, acetona, etileno glicol &
realizado por uma técnica denominada de “organosolv”’ que pode utilizar misturas destes
solventes tendo como objetivo a solubilizacao da lignina. O uso desta técnica segundo Zhao,
Cheng e Liu (2009) proporciona como vantagem a obtencdo da lignina relativamente pura,
praticamente inalterada, um subproduto de alto valor agregado além das macromoléculas de
celulose e hemicelulose. Isto se torna interessante num contexto de biorrefinaria em que se

considera a utiliza¢do de todos os componentes da biomassa.

O pré-tratamento empregando solventes organicos foi realizado por Amiri, Karimi e
Zilouei (2014) em palha de arroz inicialmente composta por (% g/g): 49,2 + 1,2 glucana,
29,2 + 1,4 xilana, 3,5 + 0,2 arabinana, 0,7 + 0,1 lignina 4cido solivel, 16,3 + 1,3 lignina
acido insoluvel e 6,7 £ 0,2 de cinzas. A palha foi moida (833-177 um) e misturada com uma
solucdo 75% (v/v) contendo etanol na proporcao sélido:liquido de 1:8, como catalisador foi
utilizado acido sulfirico 1% (g/g de palha). A reacdo ocorreu sob alta pressdo em reator do
tipo tanque agitado (500 mL) na temperatura de 150 ou 180°C por 30 ou 60 minutos. Os
autores verificaram que a maior remog¢do de lignina ocorreu na temperatura de 180°C no
maior tempo de reacdo 60 min (60%) obtendo uma palha pré-tratada contendo (% g/g): 62,2
+ 1,2 glucana, 22,4 + 0,6 xilana, 1,9 £0,4 arabinana, 1,3 £ 0,1 lignina 4cido soldvel e 9,8 +
0,2 lignina &cido insolavel e 7,5 + 0,2 de cinzas, com uma recuperacao de sélidos de 66,9 +

1,0% (g/g).

Dentre os pré-tratamentos fisico-quimicos pode-se citar: a explosdo a vapor com
SO2, o uso de 4gua liquida quente, explosdo da fibra com amodnia (AFEX). A explosdo a
vapor com SO2 € uma metodologia amplamente aplicada na biomassa lignoceluldsica. Nesta
técnica a matéria -prima € sujeita a altas pressdes de vapor, e logo apés despressurizada. O
efeito mecanico € a separacdo das fibras causada pela variagdo subita da pressao. Em altas
temperaturas ocorre a auto-hidrélise, ou seja, forma-se 4cido acético a partir dos grupos
acetil presentes na estrutura da biomassa. A dgua também atua como um &cido em altas
temperaturas. Neste pré-tratamento ocorre uma solubilizagdo e hidrélise parcial da

hemicelulose, e a lignina € parte redistribuida e parte removida (PAN et al., 2005). Além
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disso, de acordo com Alvira et al., (2010) uma das consequéncias da explosdo a vapor com
SO2 € a formagdo de produtos de degradacdo do agicar como furfural e 5-hidroximetil-
furfural e além da produgdo de 4dcidos fracos e compostos fendlicos provenientes da lignina

que podem afetar na etapa de hidrélise e de fermentagao.

No AFEX (Expansdo da fibra em amonia) a biomassa é submetida a amonia anidra
liquida em alta temperatura e alta pressao. Este método faz com que todos os componentes
da biomassa permanecam na fracdo sélida (BINOD et al., 2010). Para avaliar o efeito
mecanico do tratamento AFEX com amonia na estrutura da palha de arroz Bliimmel et al.
(2018), realizaram a hidrélise enzimdtica do material in natura e apds o pré-tratamento.
Particulas de 2-5 cm de palha de arroz foram colocadas em cestos (teor de umidade 20-25%)
e inseridas em reator do tipo tubo com leito embalado, a reacdo ocorreu em cinco etapas 1)
pré-vapor (90-100°C); 2) carregamento com amonia (1 Kg de amonia por Kg de biomassa,
temperatura no topo do reator 40-45°C, na base 100-110°C, pressao de 1,4 M Pa); 3) imersao
(30 min, 35-45°C); 4) despressurizacdo e 5) faixa de vapor. A hidrélise enzimatica foi
realizada em frasco erlenmeyer (1/2,8L), sob agitacdo (150 rpm) a 50°C por 72h empregando
um coquetel contendo celulase e hemicelulose 50:50, na carga de 20mg de enzima por grama
de celulose utilizando um teor de 5% de s6lidos. Os autores observaram que na palha in
natura atingiu-se 31% do rendimento tedrico de hidrdlise da celulose e 10% da
hemicelulose, em contrapartida apds o pré-tratamento o resultado foi de 87% para ambas
macromoléculas, demonstrando que este pré-tratamento € eficaz na recuperacdo dos

monodmeros de agucares presentes nas macromoléculas de celulose e hemicelulose.

Um outro tipo de tratamento € o hidrotérmico que emprega dgua, este liquido sob alta
pressdo e temperatura pode penetrar na biomassa hidratando a celulose, e, removendo a
lignina e hemicelulose, aumentando desta forma a area superficial e a acessibilidade da
macromolécula de celulose as enzimas celuloliticas (CHANDRA; TAKEUCHI,
HASEGAWA, 2012). Stayaftika e Matsumura (2018) realizam o tratamento hidrotérmico
com agua quente deionizada na palha de arroz (< 500 um) composta por (% g/g): 55,0
hemicelulose, 28,0 celulose, 11,0 lignina e 6,0 cinzas em reator do tipo tanque agitado. O
experimento foi realizado utilizando 10g de biomassa e 80 mL de dgua deionizada por 30
minutos sob agitacao (600 rpm) nas temperaturas de 150, 150,180, 200,230 e 250°C. Os
autores observaram que para todas as temperaturas utilizadas durante o experimento somente
o pré-tratamento hidrotérmico nao foi capaz de solubilizar a celulose presente na palha de

arroz, no entanto apds o pré-tratamento a celulose presente no material se tornou mais
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acessivel as enzimas celuloliticas sendo o melhor resultado de hidrélise enzimatica obtido

no material resultante do emprego desta técnica a 180°C.

A combinacao de técnicas de pré-tratamentos t€m sido empregadas para aumentar a
eficiéncia da hidrdlise enzimatica, por exemplo, Subhedar e Gogate (2014), utilizaram o
ultrassom concomitantemente ao tratamento alcalino na palha de arroz para intensificar o
processo de deslignificacdo deste material. A técnica do ultrassom em meio aquoso gera a
cavitacdo que produz condicdes de alta temperatura, pressao, e alta for¢a de cisalhamento.
A decomposicio da molécula de d4gua em radicais livres por causa da cavitagcdo, auxilia na
clivagem das ligacOes da rede formada entre a lignina e xilana. A irradia¢do ultrassOnica
causa a homolise da ligacdo lignina-carboidrato, liberando lignina. Esta pode ser uma
solucdo para algumas limitacdes metodologia alcalina como tempo relativamente longo de

pré-tratamento e o consumo de mais dlcali para uma alta taxa de deslignificacao.

Para incrementar a recuperagdo dos monomeros de aguicares na palha de arroz da
hemicelulose e celulose e diminuir a quantidade de inibidores presentes no hidrolisado,
Castro et al., (2017) estudaram a utilizacdo de uma etapa alcalina branda (desacetilacio)
variando a concentragdo de NaOH (20 — 80 mg de NaOH /g de biomassa) em diferentes
temperaturas (50°C-70°C) seguida por um tratamento com &cido diluido com H> SO4 (0,5-
1,5 % p/v) com os tempos de reacdo variando de 30-90 minutos. A etapa alcalina teve como
objetivo principal a remog¢do dos grupos acetil, os quais estdo presentes na estrutura da
biomassa sendo solubilizados durante a hidrélise dcida atuando como inibidor na etapa de
fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico para producdo de etanol por leveduras. Os
autores verificaram que a melhor condi¢ao de tratamento alcalino foi a 70°C, com 80mg
NaOH/g de biomassa, no qual houve a remoc¢ao de 98,8% de grupos acetil, 42,7% de lignina
e 59, 4% de cinzas com uma baixa perda de glucana (1,2%) e de hemicelulose (7,7%). Além
de grupos acetil, esta etapa removeu uma quantidade significativa de lignina e cinzas, que
também proporciona uma melhor eficiéncia na hidrélise enzimatica da celulose. A melhor
condic¢do na etapa 4cida (121°C, 1,0% p/v de H2SO4 por 85 min) apresentouuma eficiéncia
de hidrélise de 75,9% da hemicelulose com baixa concentracio de dcido acético e compostos

fendlicos.
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2.3 Hidrolise enzimatica

A hidrdlise da celulose em agucares fermentesciveis compreende a acdo sinérgica
das enzimas: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolases) e B-glicasidases, que atuam
em diferentes pontos da cadeia deste polissacarideo (Figura 2). As endoglucanases iniciam
o processo de hidrélise clivando internamente a macromolécula de celulose em partes
randomicas, expondo pontas redutoras e ndo redutoras deste polissacarideo. As
celobiohidrolases atuam nestas pontas redutoras e ndo redutoras expostas, liberando celo-
oligossacarideos e unidades de celobiose. Por fim, as B-glicosidases clivam o dissacarideo
de celobiose liberando duas moléculas de glicose (SOREK et al., 2014; SRIVASTAVA et
al., 2018).

Figura 2 - Mecanismo de acdo das celulases
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Algumas celulases sdo compostas por dois dominios, um responsavel pela ligagao ao
substrato (DLS) e outro que abriga o sitio ativo (dominio catalitico — DC). O dominio de
ligac@o do substrato estd associado a adsor¢ao da enzima ao substrato por meio de ligagoes

de hidrogénio, forcas eletrostaticas e/ou interacdes hidrofébicas. J4 o sitio ativo tém por



33

funcdo hidrolisar partes especificas da cadeia polissacaridea (MARTINS; RABELO;
COSTA, 2005).

A composicdo fisico-quimica e estrutural dos materiais lignoceluldsicos, formada
pela interacao das macromoléculas de celulose, hemicelulose e lignina, dificultam o acesso
das celulases ao polissacarideo de celulose (MANSFIELD; MOONEY, SADDLER, 1999).
A lignina na biomassa lignoceluldsica € responsavel pela rigidez, integridade e previne o
inchamento destes materiais, logo a composicdo desta macromolécula assim como sua
distribuicdo na biomassa constitui o fator de maior impacto na recalcitrancia destes materiais
a hidrdlise enzimdatica das moléculas de carboidratos (celulose e hemicelulose). Como
consequéncia disso, o processo de deslignificagcdo pode melhorar o rendimento de hidrélise

enzimdtica (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Um estudo realizado por Ahmed et al. (2016) avaliou o efeito da remocao da lignina
na palha de arroz através do pré-tratamento com persulfato de potdssio na hidrélise
enzimatica. Foram realizados ensaios de pré-tratamento na proporg¢ao sélido: liquido de 1:10,
variando o tempo de reacdo (0,5 — 3 h), temperatura (80-140°C) e concentracdo do persulfato
de potédssio (5-100 mM). O material sélido resultante de cada ensaio foi submetido a
hidrélise enzimatica empregando 5% de sélidos utilizando o coquetel enzimatico Cellic C-
Tec (Novozymes) na carga enzimética de 25,2 FPU/g de biomassa, na temperatura de 50°C,
a 200 rpm por 72h. Os autores verificaram que o pré-tratamento a 120°C, 75 mM de
persulfato de potédssio por 2h promoveu a maior remocao da lignina da palha de arroz
(10,15%) assim como o maior incremento de rendimento da hidrélise enzimatica da celulose
de 32% (palha in natura) para 91% (palha apds o pré-tratamento). A razdo para a melhora
da hidrélise pela remoc¢do da lignina pode estar atrelado a uma melhor superficie e
acessibilidade das enzimas celuloliticas a celulose, pelo aumento do nimero de poros no

material apds a remogdo da lignina (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Além da lignina a hemicelulose presente na biomassa lignoceluldsica também pode
prejudicar na etapa de hidrdlise enzimética da celulose, uma vez que esta macromolécula
envolve as fibras de celulose, atuando como uma barreira fisica, protegendo-a da agdo
enzimatica. Hsu et al. (2010) avaliaram a hidrélise enzimatica da palha de arroz pré-tratada
com 4cido sulfdrico. O tratamento ocorreu sob diferentes condicdes de: temperatura
(160,180 e 190°C), concentragdo de 4cido (0,5-1,0%) e tempo de reacao (1-25 min). O sélido
obtido de cada ensaio foi submetido a hidrdlise enzimética utilizando um teor de 2% de

solidos em tampao acetato de sédio (pH 4,8) empregando as enzimas: Celluclast na carga de
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10 FPU/g de biomassa seca e Novozyme 188 na carga de 15 [U/ g de biomassa, as hidrélises
foram realizadas em frascos erlenmeyers (250/50 mL) sob agitagcdo (100 rpm) por 72 h. Os
autores observaram uma correlagcao linear da remocgao de xilose (faixa de 80-96%) com o
rendimento de hidrélise enzimatica (quantidade maxima de 25g de glicose para 100g de
biomassa seca) obtido a partir da biomassa apds o pré-tratamento. Em geral, o pré-tratamento
acido hidrolisa principalmente a xilana que envolve a celulose e a lignina 4cido solivel.
Logo desprendimento da xilana e a restruturacio da lignina no material pode ter resultado
na maior exposi¢ao da estrutura da celulose levando a uma maior acessibilidade das enzimas

celuloliticas a esta macromolécula.

A silica presente no material lignocelulésico pode atuar negativamente na hidrélise
da celulose adsorvendo as enzimas celuloliticas por interagdes eletrostaticas e/ou ligagoes
de hidrogénio. Isto foi demonstrado por um estudo de Taluker, Goh e Puah (2017), que
conduziram testes de hidrélise enzimética (coquetel celulolitico Cellic CTec2) em celulose
cristalina (Avicel PH-101) na presenca e na auséncia de p6 de silica amorfa, que € a forma
comumente encontrada nos materiais lignoceluldsicos. Os autores observaram que a
hidrdlise da celulose (concentracdo enzimética de 11 FPU/g avicel, 50 °C, em tampao acetato
50 mM pH 5,0 e 10 mg/ mL de silica) foi reduzida de 52% para 32% em 120h, na presenca

de silica.

Uma alta conversdo dos polissacarideos de celulose e de hemicelulose em seus
respectivos mondmeros € necessdria para que a producdo de biocombustiveis a partir da
biomassa lignoceluldsica seja vidvel economicamente, um dos motivos reside na
necessidade da obten¢do de uma alta concentracao de etanol durante o processo fermentativo
para um baixo consumo energético na etapa de destilacdo (LI; ZHENG, 2018;
RAMACHANDRIYA et al., 2013). Kristensen, Felby e Jsrgensen (2009), relatam que para
alcancar uma alta concentragdo de actcares no hidrolisado celulésico € necessdrio a
realizacdo da hidrélise enzimdtica com um alto teor de sélidos. No entanto, a utilizacdo de
uma carga de s6lidos maior que 10% (m/v) limita a transferéncia de massa e de calor do
sistema devido ao incremento da viscosidade do mesmo dificultando a mistura do meio

reacional.

A dificuldade de homogeneizagdo do sistema contendo um alto teor de sélidos foi
verificado por Ramachandriya et al. (2013) que avaliaram o rendimento da hidrélise

enzimadtica do cedro oriental (Juniperus virginiana L.) pré-tratado com bissulfito 4cido nos
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teores de solidos (m/m): 16 e 20 % na presenga e auséncia de 20 esferas de aco inoxidavel
(6,5 mm). Os testes foram realizados em frascos sob agitacdo de 250 rpm, a 50°C, utilizando
a enzima Accelerase® (Genencor) na carga de 46 FPU/g de glucana, no periodo de 144h. Os
autores verificaram que o aumento do teor de sélido proporcionou o incremento da
concentracdo de glicose no hidrolisado celuldsico, o uso das esferas para as concentracdes
de sélido de 16 e 20 %(m/m) acarretou no aumento do rendimento de hidrélise de 78 para

84% na carga de 20% e uma concentragdo maxima de glicose de 126 g/L.

Para produzir um licor com alto teor de glicose os autores Hodge et al., (2009)
realizaram um estudo para realiza¢do da sacarificacdo enzimdtica com alto teor de sélidos
(25% m/m) da palha de milho em reator do tipo tanque agitado. Os autores verificaram que
utilizando teores maiores de 15% (m/m) de palha no reator (Bioflo 3000, New Brunswick —
7L), a taxa de transferéncia de massa e de calor do meio reacional ficou prejudicada, logo
para garantir uma homogeneizacio adequada do sistema com o teor final de sélidos de 25 %
(m/m) a hidrélise enzimatica foi realizada em batelada alimentada, sendo a principal
vantagem desta técnica € a simulagc@o no reator uma concentracdo de sélidos menor, uma
vez que a adic¢do de palha é realizado conforme ocorre a hidrdlise da celulose, desta maneira
extende -se a capacidade operacional do reator sem prejudicar o desempenho do mesmo. A
palha de milho foi pré-tradada com acido sendo sua composi¢ao final (% g/g): 53,2 celulose,
31,7 lignina, 7 hemicelulose, 7 cinzas, 3,7 proteinas e 1,1 acetado, para o processo de
sacarificacdo foi utilizado o coquetel enzimatico Spezyme CP (Genencor Internacional) na
carga de 10,7 FPU/g de celulose. O experimento ocorreu em reator tipo tanque agitado (400
rpm) a 45°C utilizando tampao citrato de sédio (pH 4,8), em batelada alimentada sob formas
de alimentacdo no reator. Na primeira (F1) a reacdo iniciou-se com 12% (m/m) de palha
sendo a alimentagdo iniciada com este teor e aumentando até 15% (m/m) até atingir em 216h
o teor de solidos insoluveis de 25% (m/m). Na segunda (F2) o teor de palha inicial foi de
15% (m/m) sendo a alimentacao do reator realizada com o mesmo teor de palha (15 % m/m)
até a concentracao final de sélido insoldvel no reator atingir 25% (m/m), o tempo dispendido
para atingir este teor de palha foi 120h. Para a alimentacdo utilizou-se palha de milho e
enzima na propor¢ao 10,7 FPU/ g de celulose, de acordo com o teor de sélido empregado.
Os autores observaram que as reacgdes de sacarificacdo empregando ambos modelos de
alimentacdo atingiram uma conversio de aproximadamente 80% da celulose,

proporcionando uma concentragdo de glicose na fase liquida maior que 130 g/L. O modelo
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de alimentacdo F1 demonstrou uma taxa de sacarificagdo menor que F2 isto foi atribuido por

Hodge et al. (2009) ao longo tempo dispendido para a alimentagdo (216 h).

2.4 Tecnologias para producao de etanol de segunda geraciao

A producio de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos t€m sido uma alternativa
a demanda crescente de energia nos setores industriais € doméstico em consequéncia ao
aumento da populacdo e bens de consumo. Os maiores produtores mundiais de etanol no ano
de 2018 foram os Estados Unidos com 16,1 bilhdes de galdes seguido pelo Brasil com 7,95
bilhdes de galdes (FU et al., 2019; GARCIA, 2019).

A matéria prima mais utilizada para a produgao de etanol no Brasil € a cana de agtcar
seguida pelo milho, nos EUA o milho, no entanto como estes produtos agricolas também sao
empregados para fins alimenticios questdes t€m sido levantadas quanto as consequéncias do
incremento de produgdo deste biocombustivel como a diminui¢do da quantidade de
alimentos disponivel para consumo assim como da drea plantada para producdo destes e
outros produtos de origem vegetal (KARAGOZ, BILL, OZKAN, 2019; PANDIYAN et al.,
2019).

O bioetanol produzido a partir de materiais compostos por sacarose (cana de acucar,
beterraba, sorgo), amido (milho, trigo, mandioca, cevada) é comumente denominado de
primeira geracdo. Quando a obtencdo deste biocombustivel ocorre por meio da biomassa
lignoceluldsica que compreende residuos da agricultura (i.e bagaco de cana de agucar, palha
de arroz, de trigo, de milho), switchgrass, alfafa e a biomassa florestal (madeira dura e mole),
este € denominado de segunda geracao (Figura 3) (TOOR et al., 2020, KARAGOZ, BILL,
OZKAN, 2019).
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Figura 3 - Materiais e etapas envolvidas para produgdo de etanol.
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Fonte: Modificado TOOR et al. (2020).

O uso de residuos agricolas para produgdo de etanol t€ém despertado o interesse
devido sua grande disponibilidade e da composicdo destes materiais ser basicamente as
macromoléculas de lignina e dos polissacarideos de celulose e hemicelulose que uma vez
convertidos em seus mondmeros de acicares podem ser utilizados em processos

fermentativos para obtencao deste biocombustivel (TOOR et al., 2020).

A bioconversdo dos materiais lignocelulésicos em etanol envolve basicamente trés
etapas, iniciando pela hidrélise da celulose e hemicelulose para obtengdo dos mondmeros de
aclcares presentes nestas fracdes: glicose (celulose) e xilose (hemicelulose), seguido por
uma etapa de fermentacdo empregando os licores contendo glicose, xilose ou ambos

acucares para producgdo de etanol encerrando o processo com a destilagdo e purificagcdo deste

bioproduto (TOOR et al., 2020, ALVIRA et al., 2010).

Dentre as configuragdes de processo para obtencao de etanol a partir de materiais
lignocelulésicos pode-se citar (Figura 4): (1) hidrdlise e fermentacao em separado (SHF —
Separate Hydrolysis and Fermentation), (2) sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF-
Simultaneous Saccharification and Fermentation), (3) sacarificacdo e co-fermentacdo
simultanea (SSCF-Simultaneous Saccharification and Co-fermentation) e (4) processo
consolidado de producdo, que envolve a combinacdo dos eventos bioldgicos: produgdo de

enzimas sacaroliticas, conversdao das macromoléculas de celulose e hemicelulose em glicose
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e xilose respectivamente, fermentacdo destes agucares para producdo de etanol (CBP-

Consolidate bioprocess)

Figura 4 - Configuracdes de processo para producdo de etanol de segunda geracdo.
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Fonte: Modificado TOOR, et al. (2020)

Dentre as configuragdes citadas da Figura 4, as que podem empregar o hidrolisado
celuldsico, composto em maior parte de (hexose- C6) sdo: a hidrélise e fermentagdo em
separado (SHF) e a hidrélise e fermentacdo simultanea (SSF) sendo o bioproduto obtido
comumente denominado de etanol celulésico. No processo SHF, o microrganismo ¢
inoculado apds a etapa de hidrdlise. Esta técnica apresenta como vantagem a possibilidade
de realizar o processo de sacarificacdo (hidrélise) e de fermentagdo em sua condicao ideal,
a hidrdlise 45-50°C e a fermentacdo a 30°C. Uma das desvantagens desta técnica € que na
etapa de hidrélise ocorre a inibicdo das enzimas celuloliticas pelo produto (glicose e

celobiose) (HAMELINCK; VAN HOOIDONK; FAAILJ, 2005).

No processo SSF a hidrdlise enzimatica da celulose em seus mondmeros de glicose
ocorre concomitantemente com a fermentacdo deste agticar pelo microrganismo em etanol,
a vantagem deste processo no consumo continuo da glicose do meio, um vez que € relatado
na literatura o processo de inibi¢do das enzimas celuloliticas pelo produto (HAMELINCK;
VAN HOOIDONK; FAAI, 2005). Uma desvantagem desta etapa € que a hidrélise pode
ocorrer em uma temperatura menor que a ideal, pois sua escolha depende microrganismo

empregado no processo.
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Normalmente, o microrganismo utilizado na etapa fermentativa do hidrolisado
celuldsico € a Saccharomyces cerevisiae, porém espécies Klyuveromyces marxianus de t€ém
despertado o interesse devido sua capacidade de metabolizar diferentes agicares em

temperaturas elevadas (maiores que 40°C).

2.5 Kluyveromyces marxianus

A K. marxianus € um fungo unicelular, homoldtico, pertencente a subclasse dos
hemiascomicetos (LANE; MORRISEY, 2011). Este microrganismo foi isolado a partir de
uvas por Marx (por isso o nome marxianus) e descrito por E. C. Hansen em 1988, pela
primeira vez onde recebeu o nome de Saccharomyces marxianus (FONSECA et al., 2008).
Esta cepa € filogeneticamente semelhante a Saccharomyces cerevisiae e a Kluyveromyces
lactis. A maior semelhanca entre a K. lactis e a K. marxianus é a capacidade de utilizar a
lactose como fonte de carbono, a S. cerevisiae, entretanto ndo € capaz metabolizar este

carboidrato (LANE; MORRISEY, 2010).

A caracteristica de metabolizar diferentes acucares (ie, glicose, lactose, frutose) faz
com que esta levedura possa ser encontrada em diversos produtos de uso didrio como
1ogurtes e queijos. Por crescer em diversos habitats e possuir um histérico de associa¢ao
segura com produtos alimenticios, a K. marxianus € reconhecida como GRAS ( Generally
Regarded As Safe — geralmente reconhecida como segura) nos Estados Unidos pelo
departamento FDA (Food and Drug Administration) e QPS (Qualified Presumption of
Safety-seguranca qualificada presumida) na Unido Européia (LANE; MORRISEY, 2010).
Somando a esta caracteristica estd a capacidade de crescer em temperaturas maiores que

52°C, assim como apresentar uma alta taxa de crescimento (FONSECA et al., 2008).

Os autores Fonseca, Carvalho e Gombert (2013) estudaram o crescimento da
levedura Kluyveromyces marxianus CBS 6556 em diferentes fontes de carbono (glicose,
frutose, sacarose, lactose, galactose, xilose ou celobiose) nos meios definidos contendo
(g/L): (NH4)2S04, 5,0 ; KHyPO4, 3,0 ; MgSO47H20, 0,5 e os elementos tracos
(mg/L):EDTA, 15; ZnS0O4-7H20, 4,5 ; MnCl>-2H:0, 0,84 ; CoCl2-6H>0, 0,3; CuSO4-5H20,
0,3; NazMo0O4-:2H,0, 0,4; CaCl-2H>0, 4,5; FeSO4-7H>0, 3,0; H3:BOs3, 1,0; KI, 0.1. Os
experimentos foram realizados utilizando uma das fontes de carbono (hexose ou pentose) na

concentracdo de 10,0 g/L em bioreator Biostat B (Braun Biotech International), sob agitagao
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(de 700 a 1100 rpm) de modo que a concentragdo de oxigénio dissolvido no meio durante o
processo estivesse acima de 60%, nas temperaturas de 30 e 37 °C. Segundo os autores, ndo
foi observado crescimento da cepa em meio contendo xilose ou celobiose a 30°C, nesta
temperatura, a maxima velocidade especifica de crescimento foi em glicose (Umax 0,49 h'!)
nos demais agucares (frutose, sacarose, lactose e galactose) o valor médio observado foi 0,41
h!. Na temperatura de 37°C 0 maior max ocorreu em glicose, 0,45 h'!, para frutose, sacarose
e lactose a velocidade especifica de crescimento média foi equivalente a relatada em 30 °C

(0,41 h'"), no entanto em galactose os autores relatam uma queda de pmax para 0,31 h’.

Rodrussamee et al. (2011) avaliaram a habilidade de crescimento de K. marxianus a
DMKU3-1042 em hexoses e pentoses. Para o estudo do crescimento da cepa, a pré cultura
(preparada em meio YPD sob agitacao -160 rpm a 30°C) foi inoculada em frascos
erlenmeyers (300/ 100 mL de meio), sob agitacdo (160 rpm) nas temperaturas de 30, 40 e
45°C. Os meios utilizados foram compostos por uma fonte de carbono (g/L): 10 extrato de
levedura, 20 peptona, 20 de glicose, manose, galactose, xilose ou arabinose. Também foi
avaliada a combinagdo de 20 g/L de glicose com 20 g/L. de manose, galactose, xilose ou
arabinose. Os autores observaram que nos meios contendo uma fonte de carbono em todas
as temperatura testadas a K. marxianus DMKU3-1042 foi capaz de metabolizar o acucar
(hexose ou pentose) e produzir biomassa. No entanto, com aumento de temperatura
observou-se um decréscimo gradual do crescimento celular desta cepa. Nos testes em que
foi utilizada a combinacdo da glicose com outro actcar notou-se que a 30°C com excecao
da manose que foi consumida simultaneamente, a outra fonte carbono disponivel s6 foi
metabolizada apds toda glicose ser exaurida do meio. Na temperatura de 40°C e 45°C, nao
foi observado o consumo de xilose e arabinose pela levedura, mesmo apds o esgotamento de

toda glicose no meio.

Fisiologicamente as leveduras podem ser classificadas como arerébias, facultativas
ou respiro-fermentativas, a Kluyveromyces marxianus assim como a Saccharomyces
cerevisiae € uma levedura respiro-fermentativa, ou seja, pode produzir energia (ATP) tanto
pela via metabdlica do 4cido tricarboxilico (ciclo de Krebs) como pela via fermentativa.
Normalmente sdo classificadas como Crabtree negativa, este efeito Crabtree avalia o
comportamento metabdlico de um microrganismo exposto a diferentes concentragdes de
acucares, mantendo-se a quantidade de oxigénio disponivel no meio constante. Denomina-
se Cabtree positivo o microrganismo que em alta concentra¢do de actcar a via metabdlica

do 4cido tricarboxilico € inibida, observando-se no meio produtos da via fermentativa (i.e
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etanol). Quando ndo ocorre inibi¢do do ciclo de Krebs em alta concentragdo de agucar o
microrganismo € caracterizado como Crabtree negativo. Alguns autores classificam a K.
marxianus como Crabtree negativa, no entanto hd controvérsias, pois ha autores que a

classifica como Cabtree positiva (LANE; MORRISEY, 2010).

O bioetanol ¢ um produto da via fermentativa, no qual leveduras como a K.
marxianus em condi¢des onde had baixas concentracdes ou auséncia de oxigénio, agucares
como a glicose, sdo catabolizados a moléculas com menor energia potencial (i. e, etanol) e

parte da energia liberada no processo € armazenada pela célula na molécula de ATP

(NELSON; COX, 2011).

Devido sua capacidade de assimilar diferentes carboidratos, Das et al., (2016)
avaliaram a produg¢do de etanol por K. marxianus NCIM 3217 a partir da lactose. Para o
estudo foi utilizado p6 de soro de leite e o meio empregado apresentou a seguinte
composi¢ao (g/L): lactose, 150; extrato de malte, 3; extrato de levedura, 3; peptona, 5;
sulfato de amonia, 2; dihidrogénio ortofosfato de potéssio,1. A fermentagcao foi conduzida
em frasco erlenmeyer, a 35°C, sob agitacao (100 rpm) por 72h, sendo a concentracdo de
células inicial de aproximadamente 3 g/L. Os resultados revelaram que esta cepa K.
marxianus NCIM 3217 foi capaz metabolizar a lactose do meio (72h), sendo observado a

maxima producido de etanol 43,71 g/L e biomassa 6,02 g/LL em 68h.

Nitiyon et al. (2016) avaliaram a cepa termotolerante K. marxianus BUNL-21 em
termos de conversdao da xilose em etanol. A fermentacdo foi realizada em frascos
erlenmeyers (100/30 mL de meio) em meio contendo (g/L): 10, extrato de levedura, 20,
peptona, 20 de xilose, na temperatura de 30 ou 37°C, sob agitacao (160 rpm). Para o estudo
do efeito dos inibidores foi empregada a concentragdao de 10mM de HMF ou furfural no
meio descrito anteriormente. Os autores verificaram que o consumo de xilose ocorreu mais
rapidamente a 37°C (36h) do que a 30°C (48h), porém houve um decréscimo na
concentracdo de etanol no meio com o aumento da temperatura (30°C- 2,9 g/L e 37°C-2,6
g/L), ao final da fermentacdo foi observada uma alta concentragdo de acido acético sendo
8,1 e 7,8 g/LL para 30 e 37°C, respectivamente. Nitiyon et al. (2016), sugerem que a alta

producdo de 4cido acético pode ter influenciado na baixa concentracio de etanol obtida.

A producdo de etanol celuldsico por K. marxianus ATCC 36907 foi avaliada por De
Barros et al. (2017) através da técnica de sacarificacdo e fermentacdo simultanea, variando

a concentragcao de sélidos, na temperatura de 40°C sob agitacdo (150 rpm). A biomassa
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(bagaco do pseudo fruto de caju) foi sequencialmente pré-tratada com éacido sulftrico e dlcali
(NaOH) apos estas etapas a maior parte da hemicelulose presente no material in natura foi
solubilizada (65,8%) durante a hidrdlise 4cida e cerca de 64,2% da lignina foi removida na
etapa alcalina. Para o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultinea os autores
empregaram o teor de solidos de 7,5 e 15% (m/v) as enzimas utilizadas foram Celluclast 1,5
L e a B-glicosidase na carga de 30 FPU/g de celulose e 60 CBU/g de celulose. Os
experimentos foram realizados em frascos (250 mL/ 100 mL de meio) em tampao citrato 50
Mm no pH 4,5- 5,0 em meio suplementado com (g/L): extrato de levedura, 1 e; sulfato de
amonio, 1; na temperatura de 40°C sob agitacdo (150 rpm). A quantidade de células de K.
marxianus inicial foi de 5 g/L. Os resultados revelaram um incremento na concentracio de
etanol de 29,4 para 58,7 g/LL com o aumento do teor de sélidos, sendo que a maior
produtividade volumétrica, 2,34 g/L.h foi obtida empregando 15%(m/v), demonstrando a
termotolerancia desta cepa e sua caracteristica de tolerar altas concentra¢des de etanol no
meio. Os autores ndo observaram mudancas significativas da xilose presente no meio,
comprovando estudos de Rodrussamee et al. (2011) que relatam a repressdo causada pela

presenca de glicose no consumo de xilose por esta cepa.

A rota metabdlica para a produgdo de etanol é composta por duas etapas, na primeira
(glicdlise) a glicose € catabolizada em uma série de reacdes quimicas a duas moléculas de
piruvato, na segunda etapa, o piruvato € convertido em etanol e gis carbonico. A glicélise
pode ser dividida em duas fases, inicialmente ocorre o consumo de duas moléculas de ATP
e a formacao de duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato. Na fase posterior ha a formacao
de quatro moléculas de ATP, duas do cofator reduzido NADH + H* e duas de piruvato
(Figura 5) (NELSON; COX, 2011).



Figura 5 - Glicdlise — fase preparatéria e fase de compensacio
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A glicdlise € uma etapa comum em processos aerobios ou anerobios. Na auséncia de
oxigénio na fermentagdo etandlica a molécula de piruvato € descarboxilada pela enzima
piruvato descarboxilase, produzindo gés carbdnico e acetaldeido. A molécula de acetaldeido
¢é reduzida a etanol através da dlcool desidrogenase, nesta etapa hé a regeneracao do cofator

NAD* (Figura 5) (NELSON; COX, 2011).

Figura 6 - Conversdo do piruvato em etanol e gis carbonico

. piruvato-descarboxilase . _dlcool-desidrogenase
Piruvato > Acetaldeido € > Etanol

NADH +
NAD*

CO2

Fonte: modificada de NELSON; COX (2011).

Estequiometricamente na reagdo de conversdao da glicose em etanol obtém-se o
rendimento de 0,511 g/g (Figura 7), mas na pratica este valor ndo € observado, sendo este
considerado o rendimento tedrico maximo. Isto porque o microrganismo pode gerar no meio
fermentativo outros produtos como o glicerol e o 4cido acético. Além disso, a glicose pode

ser utilizada na via anabdlica da célula gerando blocos construtores.

Figura 7 - Rendimento tedrico obtido na conversdo de uma molécula de glicose em etanol.

CeH1206 Yrs=0511g/g . 2 CHsOH + 2CO»
180g 2%46g

N

Fonte: modificada de NELSON; COX (2011).

Por se tratar de um processo in vivo, a producdo de etanol por via fermentativa
submersa deve disponibilizar no meio de cultivo os nutrientes € minerais necessarios para
que o microrganismo cresca € sintetize este produto. Arora et al. (2017) estudaram a
influéncia das condi¢des nutricionais em meio semissintético para o crescimento e producao
de etanol das cepas K. marxianus NIRE-K1 e NIRE-K3. Este estudo avaliou o efeito dos
nutrientes: extrato de levedura, KoHPO4, NaHoPO4, MgSOs e (NH4)2SOs sobre o
bioprocesso através do método estatistico da superficie de resposta. Os experimentos foram
conduzidos na temperatura de 45°C e pH de 5,5. A concentragdo inicial de glicose foi 10 g/L.
para avaliar o crescimento celular e de 40 g/LL para o processo fermentativo. Os autores
observaram que aumentando a concentracdo do extrato de levedura de 1 para 5 g/L e

mantendo a concentracdo dos demais sais em 0,1 g/L a quantidade de biomassa obtida
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dobrou (1,6 para 3,2 g/L). Para o processo fermentativo, a maior concentragdo etanol foi de
17,22 g/L. quando utilizado um meio contendo (g/L): extrato de levedura 1,0; MgSOq, 1,0;e

2.0 dos demais sais.

Os autores Vogel e Todaro (1996) descreveram as funcgdes fisiologicas de alguns
elementos na célula (Tabela 1). Segundo Bamforth (2005) os quatro elementos requeridos
em maior quantidade sd@o carbono, hidrogénio, oxigé€nio e nitrogénio, isto porque estes
elementos sdo essenciais para a produgdo de componentes celulares chave como:
carboidratos, lipideos, proteinas e 4cidos nucléicos. O fosforo e enxofre sdo necessarios neste

sentido também.

Os elementos tragos como ferro, zinco, manganés, molibdénio, cobalto, cobre e
calcio, tém diversas fun¢des na célula como: a sintese de vitaminas, podem atuar como
coenzimas para catalisar reagdes quimicas, € como transportadores na parede celular. A
quantidade requerida pelas células, normalmente € baixa e podem ser suplementados na
propria dgua utilizada para o preparo do meio. Estes elementos podem contribuir para a

producdo de metabolicos primérios e secundarios (VOGEL; TODARO, 1996).

Castro e Roberto (2015), estudando o efeito da suplementacdo nutricional em
hidrolisado celuldsico de palha de arroz, para a producio de etanol utilizando a cepa K.
marxianus NRRL Y-6860 em diferentes estratégias de fermentacdo SSF (sacarificacio e
fermentacdo simultanea) e SHF (sacarificacdo e fermentacdo realizadas separadamente),
observaram que no meio contendo somente o hidrolisado celuldsico, para ambas estratégias
de fermentagdo, SSF e SHF, a concentracdo de etanol foi semelhante 10g/L. No entanto a
produtividade volumétrica em etanol (Qp) foi menor no processo SHF do que no SSF,
indicando que o efeito dos nutrientes € dependente da forma de condug¢do do processo

fermentativo.

Os meios fermentativos contendo hidrolisado (fragdo liquida contendo os
monomeros de glicose e/ou xilose) obtidos a partir da biomassa lignocelulésica podem
conter compostos de furano (furfural e hidroxi-metil- furfural- HMF), compostos fendlicos
(vanilina, seringualdeido, dcidos fertlicos), dcido acético, entre outros que sdo liberados
durante o pré-tratamento da biomassa para obtencdo dos mondmeros de glicose e xilose. A
quantidade destes compostos varia de acordo com o tipo de biomassa e das etapas de pré-
tratamento realizadas. Durante o processo fermentativo para producdo de etanol estas

moléculas dependendo da sua concentragdo e do tipo de microrganismo podem interferir
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negativamente no metabolismo microbiano. O furfural e o HMF € formado a partir da
desidratacdo dos mondmeros de pentose, e de glicose respectivamente, estes compostos no
meio intracelular primeiramente limita o crescimento e reagdes metabdlicas intracelular, eles
possuem uma alta reatividade com os dcidos nucléicos e enzimas. Os compostos fendlicos
na desestabilizacdo e posterior ruptura da membrana plasmatica, o acetato € um produto do
metabolismo celular, logo para reduzir sua quantidade no meio intracelular evitando efeitos
negativos como desestabilizag¢ao do potencial de pH da transmembrana, alteragao da pressao

de turgor e inibi¢do da sintese de etanol (AKINOSHO et al., 2015).

Um estudo realizado por Sandoval —Nufiez et al. (2018) comparou a produtividade
de etanol das cepas de Kluyveromyces marxianus OFF1 e Saccharomyces cerevisiae RED
(comercial) a partir dos hidrolisados de bagaco de cana de acticar e de palha de trigo sem
suplementa¢do nutricional. Ambas biomassas foram pré-tratadas com dcido sulftirico e as
enzimas (HTec2 e CTec2- Novozyme) sendo a concentracdo dos hidrolisado de bagaco de
cana de agucar (g/L): glicose, 7,64; xilose, 8,38, arabinose, 2,43; HMF, 0,04; furfural, 0,10;
vanilina, 0,13; e 4cido acético, 2,00. O hidrolisado obtido a partir da palha de trigo continha
(g/L): glicose, 6,07; xilose, 6,36, arabinose, 2,09; HMF, 0,57; furfural, 0,25; vanilina, 0,26;
e 4cido acético, 1,78. A fermentagdo foi realizada em frasco erlenmeyer 250 mL contendo
50 mL do hidrolisado de palha de trigo ou de bagaco de cana de agucar, no pH 4,5, sob
agitacao (100 rpm), a 30°C. A maior quantidade de etanol foi produzida por Kluyveromyces
marxianus OFF1 (9,0 g/L) no hidrolisado de bagaco de cana de agucar, com uma
produtividade volumétrica (Qp) de 0,292 g/L.h no meio contendo S. cerevisiae RED obteve-
se 4,8 g/LL sendo Qp= 0,167 g/L.h. No hidrolisado de palha de trigo os autores verificaram
que houve uma baixa producdo de etanol por ambas leveduras, sendo o maior valor de 3,1
g/L obtido por K. marxianus OFF1. Segundo Sandoval —Nuiiez et al. (2018) a baixa
concentracdo de etanol obtida no hidrolisado de palha de trigo pode ser devido ao efeito
inibitério das altas concentracdes do composto fendlico (vanilina), dos derivados do furano
(furfural e HMF) e do 4cido acético que estudos demostram que o primeiro efeito destes
compostos € a desestabilizacdo ou ruptura da membrana celular, assim como alteragdo na

proporcao de lipido - proteina na mesma (AKINOSHO et al., 2015).
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Tabela 1 - Funcdes fisioldgicas dos principais elementos

Elemento Simbolo Funcao fisiologica
Hidrogénio H Constituinte da dgua e moléculas organicas da célula
Carbono C Constituinte de moléculas organicas das células
. A s Constituinte de proteinas, dcidos nucléicos e
Nitrogénio N .
coenzimas
c A Constituinte da 4gua e moléculas organicas da célula,
Oxigénio O i . e
aceptor final de elétrons em processos aerobios
Sédio Na Principal cation extracelular
Magnésio Mg Cofator inorganico para reacdes com muitas enzimas
, Constituinte de fosfolipideos, coenzimas e acidos
Fosforo P ..
nucléicos
Constituinte dos aminoacidos:cistina, cisteina e
Enxofre S .. i .
metionina, assim como de algumas coenzimas
Cloro Cl Principal anion intra e extracelular
. . Principal céation intracelular, cofator de algumas
Potassio p .
enzimas
P Importante cation celular, cofator de algumas
Calcio Ca p . g
enzimas
Manganés Mn Este cation atua como cofator inorganico
Constituinte dos citocromos e outras proteinas heme
Ferro Fe ou nao-heme, além de ser cofator de algumas
enzimas
Constituinte da vitamina B2 e derivados de
Cobalto Co .
coenzimas
Cobre Cu Constituinte inorganico de enzimas
Zinco Zn Constituinte inorganico de enzimas
Molibdénio Mo Constituinte inorganico de enzimas

Fonte: Tabela modificada extraida de Vogel; Todaro (1996).

Além da composicdo nutricional, as condi¢cdes de temperatura, pH e oxigénio
dissolvido e os produtos liberados no meio durante o processo fermentativo, podem
influenciar na via metabdlica de um microrganismo (VOGEL; TODARO, 1996 ). Um estudo
realizado por Fu et al. (2019), avaliou o efeito ao stress causado pela temperatura (30 e 45°C)

e potenciais inibidores (etanol, 4cido acético e glicerol) obtidos durante a fermentacdo de
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glicose a etanol por K. marxianus DMKU3 — 1042. Os experimentos foram realizados em
frascos erlenmeyers 100 mL contendo 30mL do meio contendo (g/L): extrato de levedura,
20; peptona,20, glicose, 180; sulfato de amoénio 0,6; fosfato monopotéssico, 0,15; sob
agitacdo de 100 rpm, por 40h. Os autores verificaram que na temperatura de 30 e 45°C o
consumo de glicose e a produgdo de etanol (~46 g/L) por K. marxianus DMKU3 foi
semelhante durante as primeiras 16 h de fermenta¢do, no entanto a 45°C apds este periodo a
fermentagdo prosseguiu com aproximadamente 60 g/L. de glicose no meio até o final do
processo. Fu et al, (2019) observaram que a 45°C em 16h havia em torno de 1,0 g/L de 4cido
acético e 4,5 g/LL de glicerol no meio, na temperatura de 30°C ndo havia 4cido acético e
sendo concentragdo de glicerol ~3,6 g/L, durante o processo também foi acompanhado o pH,
sendo 4,8 o valor inicial a 45°C observou-se uma queda mais acentuada, apresentando o
valor 4,2 no tempo de 16h. Na temperatura de 30°C foi observado o consumo de toda glicose
no meio em aproximadamente 28h, sendo a maior concentra¢iao de etanol observada neste
periodo (~79,8g/L). A conclusdo deste trabalho foi que na temperatura de 45°C esta cepa
produziu mais rapidamente 4cido acético e glicerol, logo uma vez atingida no meio a
concentracdo destes subprodutos capaz de inibir a conversdo de glicose em etanol

(aproximadamente 16h) houve a estagnacdo destes compostos no meio de fermentacao.

Nos processos fermentativos para producdo de etanol é requerido baixas
concentracdes de oxigénio dissolvido no meio, principalmente nos estdgios iniciais da
fermentagdo. Isto porque o oxigénio € necessario para a biossintese de esterdis e dcidos
graxos insaturados que sdo componentes essenciais da membrana plasmatica. O etanol
produzido durante a fermentagdo € difundido passivamente para o meio extracelular, sendo
a membrana plasmatica um dos primeiros alvos da toxicidade deste bioproduto. O aumento
da concentragdo de etanol proporciona um aumento da fluidez da membrana acarretando no
rompimento estrutural da mesma. Uma das respostas fisioldgicas das leveduras para se
adaptar a altas concentragdes de etanol pode ser a nivel da manutencdo da estrutura da
membrana plasmadtica, a S. cerevisiae, por exemplo, responde ao etanol aumentando a
propor¢do de dcidos graxos e esterdis na membrana plasmdtica, além disso ela também
acumula trealose, um dissacarideo que ajuda estabilizar a membrana (QUEROL; FLEET,

2006; VERACHTERT; MOT, 1990).

A avaliagdo dos parametros fermentativos sdo importantes para definir as condi¢des
operacionais do bioprocesso. De posse destes dados, € possivel otimizar o processo e

escolher de forma adequada o tipo de reator a ser utilizado. Para produgdo de etanol tém-se
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utilizado reatores como: coluna de bolhas e tanques agitados, mas existem outras
configuragdes de reatores com potencial para o estudo da producdo de etanol, como o reator

air-lift.

2.6 Producao de etanol em biorreator air-lift

Os biorreatores do tipo tanque agitado ou STR (Stirred tank reactor) a
homogeneizac¢ao do meio é realizada por impelidores conectados a um eixo giratdrio central,
a aeracdo, entretanto, ocorre pela inje¢do de ar no fundo do vaso de reagdo. Devido ao grande
uso destes reatores na industria, eles sio comumente denominados de reatores convencionais

(CERRI, 2009).

A producdo de etanol por Kluyveromyces marxianus ATCC36907 neste tipo de
biorreator foi realizada por Tavares et al. (2019) utilizando glicose comercial
(aproximadamente 90 g/L), empregando o Kra de 0,2 h™!, sob agitacdo de 300 rpm 2 40°C,
por 24h. No final do processo os autores observaram a concentracao de 36,2 g/L. de etanol

no caldo fermentado.

Dasgupta et al. (2017) produziram etanol celulésico em reator do tipo tanque agitado
(0,025 vvm, 200 rpm, 45°C, 24h) a partir de Kluyveromyces marxianus IIPE453 utilizando
como matéria prima o bagaco de cana de agucar. Iniciando a fermentacdo com 45g/L. de
glicose no hidrolisado, os autores obtiveram um fator de conversdo de acucares em etanol

de 0,44 g/g e uma produtividade volumétrica de 0,9 g/L.h.

O etanol € um produto obtido sob condi¢des de microaerobiose, um estudo realizado
por Telli-Okur e Eken-Saracoglu (2006) avaliou o efeito da concentracdo de oxigénio na
producdo de etanol por Pichia stipidis em hidrolisado hemicelulésico do bagago da casca de
semente de girassol em reator do tipo tanque agitado. As fermentacdes ocorreram sob
agitacdo (100 rpm), a 30°C, variando a velocidade especifica de ar (®e) de 0 a 7,99 min™!,
utilizando a concentragdo inicial de xilose de 35g/L. Os autores observaram a maxima
concentragio de etanol (9,66 g/L) com ®e de 2,88 min™!, ndo foi verificado a produgio de
etanol por esta levedura em anaerobiose (©=0 min!), no entanto o aumento da aeracdo
(valores acima de ®e = 2,88 min'') acarretou na diminui¢io da concentracio de etanol

observada no caldo fermentado.
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Além dos reatores do tipo STR, cuja a agitacio e areacdo do meio reacional ocorrem
por sistemas diferentes, existem os reatores em que o sistema de aeracdo e agitacdo €
realizado pela injecdo de gds no meio reacional, estes reatores sao denominados
pneumadticos. Entre as vantagens deste tipo de reator (pneumaético) em relacdo ao tanque
agitado pode-se citar: a nao utilizagcdo de partes mecanicas moveis para agitacao que acarreta
na reducdo do gasto energético e do risco de contaminagdo, pois facilita a limpeza e
esterilizacdo destes equipamentos, além disso a construcdo e operagdo deste biorreator é
simples, fazendo com que a manutencdo deste equipamento seja mais facil e barata

(DRANDEV; PENEV; KARAMANEYV, 2016; MAJEED; BEKASSY-MOLNAR, 1995).

Os biorreatores do tipo air-lift, sdo pneumaticos, e podem ser classificados de acordo
com o tipo de circulacdo do fluido (circulagdo interna ou circulagdo externa). Os de
circulacdo interna sdo constituidos de uma tnica coluna que acarreta na formagao de duas
zonas de escoamento distintas. Um zona de escoamento ascendente do fluido, podendo ser
chamada de regido de subida (riser) e outra onde o fluido escoa no sentido vertical para
baixo, regido de descida (downcomer). Um exemplo de air-lift com circulagdo interna é o
air-lift com tubos concéntricos (Figura 8) (MAJEED; BEKASSY—MOLNAR, 1995;
PEDRINI, 1997).

Nos air-lifts com circulagdo interna o fluxo de ar € injetado na base do bioreator, no
interior do tubo (riser) o movimento ascendente do gds promove o deslocamento do meio
reacional no mesmo sentido. No topo do reator, parte do gas se desprende do meio, este,
parcialmente degaseificado retorna para a base do mesmo. Na base do biorreator, o meio
reacional descendente encontra —se com a corrente ascende do gis que estd sendo injetado
no sistema, sendo novamente carregado por ela. Desta forma, ocorre a homogeneizacdo do
meio reacional, pois a circulagdo interna é continua (ALEKSIEVA; PEEVA, 2000;
MAJEED; BEKASSY-MOLNAR, 1995).

Figura 8 - Air-lift de cilindros concéntricos, onde a injecdo de ar ocorre na base do biorreator

Fonte: CERRI (2009).
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Nos biorreatores do tipo air-lift com circulacio externa as regides com escoamento
ascendente (riser) e descendente(downcomer) do meio reacional sdo conectadas por segcoes
horizontais perto do topo e da base do reator produzindo desta forma a recirculacdo do

liquido (Figura 9) (MAJEED; BEKASSY-MOLNAR, 1995; CHISTI, 1989).

Figura 9 - Biorreator air-/ift com circulagdo externa.
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Fonte: CERRI (2009).

Como a agitagdo e aeracdo nos biorreatores pneumaticos, como coluna de bolhas e
air-lift, sdo realizadas pela injecdo de géas, estes dispendem um menor gasto de energia
quando comparados com os biorreatores convencionais nos quais a agitacdo ¢ mecanica.
Dentre as vantagens dos biorreatores pneumdticos se destaca a ndo utilizacdo de partes
mecanicas moéveis para agitacdo que acarreta na reducdo do risco de contaminacao, pois
facilita a limpeza e esterilizacdo destes equipamentos, além disso a construcdo e operacao
deste biorreator € simples, fazendo com que a manutengio deste equipamento seja mais fécil
e barata (DRANDEV; PENEV; KARAMANEYV, 2016; MAJEED; BEKASSY-MOLNAR,
1995).

No biorreator air-lift como o sistema de homogeneizac¢ao do meio reacional e aera¢io
€ realizada através da injec@o de ar no vaso para a utilizacdo destes reatores em processos
fermentativos e garantir a mistura das fases sélida, liquida e gasosa no interior da cuba pode
se estudar os parametros hidrodinamicos como: velocidade superficial do gés, a retengao
gasosa, velocidade superficial do liquido, tempo de mistura e tempo de circulagao (CHISTI,

1989).

Lennartsson, Niklasson, Taherzadeh (2011) estudaram a producdo de etanol pelo
fungo Mucor indicus a partir de hidrolisado de madeira de abeto, composto principalmente
por glicose (20 g/L) e xilose (10 g/L) em biorreator air-lift com circulagdo externa com

capacidade de 26 L. A fermentacao foi realizada no volume de 20-21L, utilizando a vazao
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especifica de ar de 0,15 vvm, a 32 °C, com a concentragdo inicial de 20 g/L. de glicose e 10

g/l de xilose por 36h. Os autores observaram a concentragdo maxima de etanol de

aproximadamente 11,5 g/LL com 16h de fermentacao.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgdo de etanol por Kluyveromyces

marxianus a partir do hidrolisado celuldsico da palha de arroz, com énfase na suplementacao

nutricional e desempenho em biorreator pneumaético do tipo air-lift.

3.2 Objetivos especificos

>

Obtencao do hidrolisado hemicelul6sico e celulignina da palha de arroz empregando
a combinacdo de pré-tratamentos dlcali e &4cido sob condicdes previamente

estabelecidas.

Obtencao do hidrolisado celuldsico a partir da celulignina da palha de arroz por via
enzimatica com alto teor de sélidos - 20 % (m/v) em batelada alimentada no reator
nao convencional do tipo moinho de bolas vertical sob condicdes previamente

definidas.

Avaliar o crescimento do indculo de K. marxianus em hidrolisado hemiceluldsico ou

celuldsico e seu impacto na fermentabilidade do hidrolisado celulésico.

Avaliar o efeito da suplementagdo nutricional do hidrolisado celuldsico na producao

de etanol por K. marxianus.

Avaliar o perfil fermentativo da levedura K. marxianus em reator air-lift empregando
meio semi-definido contendo glicose como fonte de carbono e do hidrolisado

celuldsico nas condicdes nutricionais previamente definidas.
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fermentagao I do Departamento

de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo

(EEL/USP). Abaixo segue um fluxograma da metodologia desenvolvida neste trabalho.

HIDROLISE

ENZIMATICA
- Celulignina desacetilada;
- Tampao Citrato de Sédio;
- Extrato Enzimaético.
Reator tipo Moinho de
Bolas vertical (v=100rpm)
At = 48 horas; T=46°C

Crescimento inéculo

T=35°C, v=200rpm,
Virasco/ Vimeio=125/25mL

Avaliacio das condicdes
nutricionais para
fermentacao em
hidrolisado celulésico

T=40°C, v=100rpm,
Vitasco/ V meio=50/20mL

Palha de Arroz DESACETILACAO
) -Palha de Arroz (in Natura)
In natura -0,8% (m/v) NaOH

l ................ >

Pré-tratamento Alcalino

Proporg¢ao sélido: liquido 1:10
Reator tipo batelada
At = 45 minutos. T=70°C

air-lift

T=40°C, Vpeio = 2L;
Kia=4,6+0,1h'

Palha de Arroz
DESACETILADA Pré-tratamento Acido
..................................... HIDROLISE DA
HEMICELULOSE
-Palha de Arroz Desacetilada
i -0,85% (m/v) H2SO4
Proporcao sélido: liquido 1:10
Hidrolisado - Reator tipo tanque agitado
CELULIGNINA . At = 10 minutos; T=150°C
HEMICELULOSICO
D P 1
Hidrolisado
— CELULOSICO
A
2 2 Crescimento inéculo
ot INOCULO INOCULO
: | -4 K.marxianus NRRL K.marxianus NRRL T=35°C, v=200rpm,
Y-6860 Y-6860 Vfrasco/ Vmeio=125/25mL
\ 4 4 A 4 Fermentacao em
FERMENTACAO FERMENTACAO hidrolisado celulésico
T=40°C, v=100rpm,
(FRASCO) (FRASCO) VoIV S0R0mL
\ 4
FERMENTAC AO Fermentacao air-lift
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4.1 Pré-tratamento
4.1.1 Matéria-Prima: palha de arroz.

A palha de arroz utilizada no presente estudo foi cedida por produtores da regido de
Lorena/SP, em seguida, seca ao sol € moida em moinho de martelo, pesada, ensacada e

estocada até a realizacdo dos pré-tratamentos e hidrélise enzimatica.

4.1.2 Pré-tratamento alcalino: desacetilacao

Para o tratamento alcalino foi utilizada a metodologia definida por Castro et. al.
(2017) na qual a palha de arroz in natura foi incubada a 70°C por 45 minutos em solu¢do de
NaOH 0,8% (m/v) na propor¢ado sélido: liquido de 1:10 correspondendo a 80 mg de NaOH
para cada 1 g de biomassa, o principal objetivo desta etapa foi a remogao dos grupos acetil
desta biomassa. A reacdo ocorreu em reator de SOL com 40L de volume dutil, aquecido
através de uma resisténcia elétrica, na velocidade de agitacdo de 2 rpm, com rotag@o sobre o
proprio eixo. A massa de palha seca utilizada foi 3,34 Kg, o volume de 4dgua 33,4L; deste
total desconta-se a massa de dgua presente na palha in natura (0,36L), e, 7L foram utilizados
para preparar uma solucdo concentrada de NaOH (mnaon =267,2g). Primeiro, introduziu-se
a palha in natura no reator, pela abertura superior. Depois 16L de dgua de torneira, seguida
pela solugdo de hidréxido de sédio (7L), por fim o restante da 4gua até completar os 33,04L.
No final da reacao, o reator foi arrefecido até temperatura ambiente (aproximadamente 108
minutos), e o licor foi separado da fragdo sélida por filtragdo utilizando-se um funil de
aluminio como suporte € pano de algodao como filtro. O material sélido foi separado em
porcdes (+200g) colocado em baldes, e lavado com dgua de torneira com posterior filtracao
em peneira de 48 mesh com poros de 0,297 mm. Durante a lavagem foi verificado o pH da
dgua de lavagem através de fitas de medicao, até que o pH do liquido descartado atingisse o
6,5. A quantidade de 4gua necessdria para neutralizar o material foi de aproximadamente 17
L para cada 200g, portanto para lavar toda a palha foi gasto em média 283,9 L de dgua, para
remog¢ao do excesso de NaOH do material s6lido. Posteriormente, o material sélido lavado
foi seco ao sol até atingir o teor de 10% de umidade e armazenado em saco plastico. O
material s6lido foi caracterizado pela quantidade de celulignina, hemicelulose, lignina e

cinzas.
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4.1.3 Pré-tratamento acido

Na segunda etapa do pré-tratamento a palha de arroz desacetilada (fragdao sélida —
item 4.1.2) foi submetida a hidrélise 4cida, com o dcido sulfirico diluido empregando a
metodologia definida por Ferreira (2018), na qual utilizou-se uma solucdo 0,85% (m/v) de
H>SO4 na proporgao sélido: liquido de 1:10 que corresponde a 0,85 mg de 4cido sulfirico
para cada 1 g de palha de arroz desacetilada a 150°C por 10 min. Esta etapa foi realizada em
reator tipo tanque agitado de 4cido inoxiddvel com 50L e volume util de 40L, sob agita
mecanica. A massa de palha desacetilada utilizada foi de 3,30 Kg, o volume de dgua de
33,0L, deste total desconta-se a quantidade de 4gua presente no material (0,30L), e 7L foram
empregados para o preparo uma solu¢do concentrada de H>SO4 (mu2s04 =280,5 g ). Primeiro,
introduziu-se a palha desacetilada no reator, pela abertura superior, posteriormente 16L de
agua de torneira, seguida pela solucao de acido sulftrico(7L), por fim o restante da dgua até
completar os 33,0 L. No final da reagdo, o reator foi arrefecido até temperatura ambiente
(aproximadamente 3h), e o licor foi separado da fracao solida por filtracdo utilizando-se um
funil de aluminio como suporte e pano de algodao como filtro. O material sdélido,
denominado de celulignina foi separado em por¢des (£300g) colocado em baldes, e lavado
com &4gua de torneira com posterior filtracdo em peneira de 48 mesh com poros de 0,297
mm. Durante a lavagem foi verificado o pH da dgua de lavagem através de fitas de medicao,
até que o pH do liquido descartado atingisse o 6,5. A quantidade de dgua necessdria para
neutralizar o material foi de aproximadamente 25 L para cada 300g, portanto para lavar toda
a palha foi gasto em média 275 L de dgua, para remocao do excesso de HoSO4 do material
sOlido. Posteriormente a celulignina, foi seca ao sol até atingir uma umidade aproximada de
10%., caracterizada e a fracdo liquida obtida neste processo (hidrolisado hemicelulésico),

foi caracterizada quanto ao teor de actcares e fendlicos por HPLC.

4.2 Hidroélise enzimatica da celulignina: obtencao do hidrolisado celulésico

A fragdo solida obtida apds o pré-tratamento dcido (celulignina) (item 4.1.3) doi
submetida a hidrélise enzimadtica, em reator moinho de bolas vertical empregando 30 esferas
de vidro no total (Figura 10), previamente autoclavados a 121°C por 20 minutos a 1,0 atm.
O experimento foi realizado em batelada alimentada conforme definido por Castro, Mussatto
e Roberto (2017) empregando um teor de solidos total de 20% (m/v), iniciando com a
alimentacao do reator com 16 % (m/v) de celulignina sob agitacio (50 rpm) por 2h, visando

a dispersao do material no interior do vaso sob temperatura ambiente. Em seguida, a
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temperatura do reator foi ajustada para 46°C e foi adicionado o tampao citrato de sédio 50
mM (pH 5,2 £0,2) sob agitacdo de 100 rpm, quando o sistema atingiu 46°C introduziu-se no
reator o extrato enziméatico Cellubrix e B-glicosidase, na propor¢ao de 1:3 respectivamente.
A carga enzimdtica de Cellubrix foi 21,5 FPU por grama de celulose, e B-glicosidase de 64
Ul/g de celulose, como a Cellubrix contém 38 UI de B-glicosidase foi acrescentado 26,5 Ul
de B-glicosidase (Novozyme 188). Apds 10h de reacdo foi adicionado ao meio reacional 4%
(m/v) de celulignina, totalizando o teor de s6lidos de 20% (m/v), a hidrélise enzimaética foi
realizada por 48h, durante este periodo para acompanhar a liberagao da glicose presente na
celulose, foram coletadas amostras de 2 mL, desnaturadas (10 min na temperatura de 100°C),
centrifugadas a 4500 rpm por 5 min sendo a fragdo liquida armazenada a 4°C para posterior
andlise quanto o teor de glicose. No final das 48 horas, a fracdo liquida (hidrolisado
celul6sico) foi separada por centrifugacdo (4800 rpm por 40 min - Thermo scientific-
HEBRAEUS MEGAFUGE 16R), obtendo-se um volume aproximado de 300 +£10 mL por
batelada. O hidrolisado celuldsico foi armazenado em garrafa de pléstico, aquecido em
banho maria a 100°C (para desativar as enzimas), avaliado quanto ao teor de glicose (HPLC)
e armazenado no freezer para posterior utilizacdo na etapa de preparo de indculo e

fermentacao.

Foram realizadas um total de 10 bateladas, o hidrolisado obtido nas trés primeiras
bateladas foi homogeneizado e utilizado no preparo do indculo e planejamento experimental
(fermentacdo). O restante foi homogeneizado e empregado na etapa de fermentacdo em

reator air-lift.

Figura 10 - (A) Reator moinho de bolas vertical; (B) Ilustragdo da configuracio interna do reator: (1)
entrada e (2) saida de dgua para o controle da temperatura; (3) duto coletor de amostra; (4)
compartimento para adicdo de reagentes; (5) local de saida de gases; (6) motor de agitacdo; (7)
impulsores planos redondos com as esferas.

A B

Fonte: Castro, Mussatto e Roberto (2017).
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4.3 Fermentacao

4.3.1 Microrganismo

No presente estudo foi utilizado a estirpe termotolerante Kluyveromyces marxianus NRRL
Y 6860, obtida da Colecao de culturas ARS, Peoria —IL, EUA. Esta estirpe foi selecionada
por Castro (2013) por ser uma boa produtora de etanol, a partir de glicose. A cultura sera

mantida em tubos de ensaio contento dgar extrato de malte inclinados e conservada a 4°C.

4.3.2 Avaliacao do crescimento do inéculo de K. marxianus nos hidrolisados (celuldsico

ou hemicelulésico) e seu impacto na fermentabilidade do hidrolisado celulésico

Nesta etapa foi avaliado o perfil de crescimento da levedura K. marxianus em meios de
cultivo preparados com hidrolisado celuldsico ou hemiceluldsico, suplementado com sais e
extrato de levedura (Tabela 2). A concentracao do hidrolisado celulésico foi ajustada para
30 g/L, entretanto a concentragcdo maxima de xilose obtida foi 22g/L. no hidrolisado
hemicelulésico a partir da hidrdlise dcida, as quantidades dos sais e do extrato de levedura

utilizadas foram descritas por Castro (2013).

Tabela 2 - Composicdo dos meios de cultivo complexos utilizados para o crescimento de K.
marxianus.

Meio de Cultura Composicao Concentracao (g/L)
Hidrolisado celulésico (glicose) 30
(NH4)2S04 2,0
MC1 KH2PO4 1,0
MgSO4.7H20 0,3
Extrato de levedura 5,0
Hidrolisado hemicelulésico (xilose) 20
(NH4)2S04 2,0
MC2 KH>PO4 1,0
MgSO4.7H20 0,3
Extrato de levedura 5,0

.Fonte: Arquivo Pessoal
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Para o preparo do meio de cultivo, solugdes concentradas de cada sal e do extrato de
levedura foram elaboradas separadamente e esterilizadas na temperatura de 121°C por 20
minutos. Os hidrolisados celulésico e hemiceluldsico ndo foram autoclavados (foi verificado
em microscopio que o meio estava apropriado sem contaminacdo). O pH do hidrolisado
hemicelulésico apresentou o valor de 1,89 sendo ajustado para 5,0 com NaOH 10 M,
posteriormente centrifugado (4700 rpm por 10 min - Thermo scientific-HEBRAEUS
MEGAFUGE 16R) e a fra¢do liquida utilizada para composi¢io do meio MC2. A
concentracdo desejada de cada nutriente no meio de cultura foi obtida pela mistura asséptica

dos mesmos em propor¢des apropriadas.

O in6culo foi preparado por meio da transferéncia de alcadas de células recém
repicadas em meio contendo 4dgar e extrato de malte, para tubos de ensaio contendo 5 mL de
agua destilada esterilizada. A suspensdo foi homogeneizada e avaliada quanto absorbancia
em espectrofotometro (Thermo scientific-GENESY'S 10S UV-Vis) no comprimento de onda
de 600nm (D.Oe¢00), quando a D.Ogoo atingiu 0,7 unidades, aliquotas de 1 mL desta suspensao
foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de um dos meios

complexos descritos na Tabela 2.

Em seguida, os frascos foram incubados em agitador rotatério na velocidade de 200
rpm, a 35 °C, até o consumo total do agucar disponivel no meio. Ao final do crescimento, as
células obtidas no hidrolisado celuldsico e hemiceluldsico foram centrifugadas (4700 rpm
por 10 min - Thermo scientific-HEBRAEUS MEGAFUGE 16R), posteriormente lavadas
duas vezes com agua destilada e centrifugadas (4700 rpm por 10 min) e os pellets obtidos

de cada hidrolisado foram utilizados para inocular a fermentagcao em hidrolisado celulésico.

Os ensaios fermentativos foram realizados em frascos erlenmeyers de 50 mL com 20
mL de meio composto por (g/L): glicose (hidrolisado celulésico), 100; (NH4)2SO4, 1,0;
KH>POq4, 1,5; MgS04.7H20, 0,1; extrato de levedura, 3,0, utilizando 5 g/L. de indculo, sob
agitagdo rotatoria (100 rpm - Tecnal TE-420) na temperatura de 40°C.

Para o preparo do meio de cultivo, solu¢des concentradas de cada sal e do extrato de
levedura foram elaboradas separadamente e esterilizadas na temperatura de 121°C por 20
minutos, ja o hidrolisado celuldsico ndo foi autoclavado. A concentra¢do desejada de cada
nutriente no meio de cultura foi obtida pela mistura asséptica dos mesmos em propor¢oes

apropriadas.
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Amostras foram retiradas durante o cultivo para observar o crescimento celular (D.Og00),

consumo de acucares pela levedura e producao de etanol.

4.3.3 Avaliacao da suplementacao nutricional do hidrolisado celulésico na producao de

etanol por K. marxianus

Nesta etapa foi analisado o desempenho fermentativo da K. marxianus no hidrolisado
celulésico em diferentes condi¢des nutricionais. Para este estudo foi utilizado o
planejamento experimental 2* (Tabelas 4 e 5), em que diferentes concentragdes de sulfato
de amoénio ((NH4)2SOs), fosfato de potdssio didcido (KH2POs), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS04.7H>0) e do extrato de levedura foram empregadas.

Tabela 3 - Niveis reais dos fatores

NIVEIS CODIFICADOS
FATORES -1 0 +1
NIVEIS REAIS
(NHa4)2804 (g/L) 0,00 0,50 1,00
KH2POs4 (g/L) 0,00 0,75 1,50
MgS04.7H20 (g/L) 0,00 0,05 0,10
EL (g/L) 0,00 1,50 3,00

EL-Extrato de Levedura;

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental para avaliacdo do efeito da variacdo nutricional na
producdo de etanol celuldsico, segundo planejamento fatorial completo 2*.

NIVEL DA VARIAVEIS
ENSAIO (NH4)2S04 KH:PO4 MgS04.7H20 EL
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0

EL - Extrato de Levedura.
Fonte: Arquivo Pessoal

Os experimentos foram conduzidos em frascos de SO0mL com volume de meio de
20mL em agitador rotatério (Tecnal TE-420) a 100 rpm, na temperatura de 40°C por 12h.
Foi retirado uma amostra inicial e final (12h) dos meios de fermentacdo para avaliar o

consumo de agucares, produgdo de etanol e de biomassa.

Os parametros fermentativos: produtividade volumétrica de etanol (Qp), fator de
conversao da glicose em etanol (Ypss), foram avaliados nesta etapa. A andlise dos resultados
obtidos nesta etapa implicou na escolha do meio contendo hidrolisado celuldsico para a etapa

de fermentacao em reator do tipo air-lift com volume util de 2,5L.
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4.4 Reator air-lift: parametros hidrodinimicos e ensaios fermentativos

O biorreator utilizado nos ensaios fermentativos foi o air-lift com circulacao interna
da Tecnal (TEC-BIO-P 3- AIR-LIFT), capacidade total de 3L e volume util de 2,5L o
equipamento utilizado para controlar o pH, pO», e temperatura durante a fermentacgdo foi o
B. Braun Biotech International Biostat B (Figura 11). Os equipamentos méveis empregados
no interior do vaso durante as fermentacdes foram um direcionador de fluxo ascendente do
tipo cilindrico concéntrico (draft —tube — Figura 12) e um dispersor de ar contendo tubos
perfurados de aco inoxidédvel do tipo cruzeta (Figura 13).

Figura 11 - Biorreator air-lift Tecnal (TEC-BIO-P 3- AIR-LIFT) e controlador de fermentagdo
BIOSTAT B ( B. Braun)

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 12 - Direcionador de fluxo ascendente do tipo cilindrico concéntrico — draf tube: A- didmetro
interno; B- Altura do cilindro.

A

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 13 - Dispersor de ar tipo cruzeta (48 poros) com suas respectivas medidas.

Fonte: Arquivo pessoal.

As portas de entrada localizadas no topo (tampa) do reator se encontram na Figura 14.

Figura 14 - Entradas localizadas na tampa do reator com suas respectivas especificacdes.

1- Condensador

2- Exaustor de gas

3- Sensor de oxigénio dissolvido
4-Sendor de pH

5- Sensor de temperatura

6- Bomba: dcido/base/ antiespumante
7-Sensor de espuma

8-Amostrador

9- Entrada de géas

Fonte: Arquivo pessoal

As medidas do reator air-lift utilizado nos ensaios fermentativos assim como o modelo de

homogeneizagdo do sistema estdo descritos na Figura 15 e Tabela 5.
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Figura 15 - (A) Medidas do reator air-lift (Tecnal) utilizado nos ensaios fermentativos; (B)Modelo
de homogeneizacao do sistema empregando um direcionador de fluxo ascendente do tipo cilindrico

concéntrico (draf-tube).
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Fonte: A-Modificado Thomasi; Cerri; Badino, (2010); B- Arquivo pessoal

Tabela 5 - Medidas internas do reator assim como das pegas utilizadas no experimento - draft-tube e
dispersor de ar tipo cruzeta, altura do meio de fermentagdo sem aerag@o do sistema

Medidas do reator (mm)
Altura total do reator interna (até a tampa): 440
Diametro interno do reator (Dr) 96
Distancia da base do vaso até o dispersor 35
Dispersor do tipo cruzeta com 48 poros 9 *
Draft tube- diametro interno Dpr 58
Draft tube — altura total descontando os ““pés” 230
Altura total do Draft tube (Hpr) 262
Espessura da parede do Draft-tube 1
Altura interna até a marca de 2L (Hy): 300

(Continua)
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(Conclusao)

Medidas do reator (mm)

Altura interna até a extremidade superior do draf-tube: 262

Diferenca da medida do volume de 2L com a altura do total

interna do reator: 142

Diferenca da medida do volume de 2L até a extremidade do

draf-tube: 38

Area da secao transversal de descida do fluido 3
4,610

(downcomer) Ap

Area da secao transversal de subida do fluido (riser) Ar 2,64%10°

Ap/ Ar 1,74

Dpr /Dr 0,60

Hy/ Dr 3,13

Fonte: Arquivo Pessoal

Em reatores pneuméticos como o air-lift, a homogeneizagdo do sistema € realizada
através da aeracdo do meio, portanto para garantir a transferéncia de massa e calor no
interior do vaso de reacdo foi realizado o estudo na temperatura de 40°C, empregando dgua
destilada (2L) nas vazdes especificas de ar (vvm- min™): 0,125; 0,250; 0,375 e 0,5 dos
parametros hidrodindmicos: velocidade superficial do gds na regido de subida (Ugs),

coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra), tempo de circulacido (tc),

velocidade de circulagdo do liquido (Ur), tempo de mistura (tm) € retencdo gasosa (€g).

As condig¢des definidas de temperatura e o volume de liquido para a avaliacdo dos
parametros hidrodinamicos foram as condi¢des que seriam empregadas na etapa de
fermentacdo, sendo a temperatura utilizada no planejamento experimental. As vazdes
especificas de ar (®e) utilizadas foram escolhidas de acordo com o produto almejado durante
o processo fermentativo, etanol, que € obtido em condicdes de baixa concentracdo de

oxigénio, logo baixas ®e foram empregadas no presente estudo.

A velocidade superficial do gds na regido de subida (Ugs) € uma varidvel
independente neste tipo de reator, sendo obtida pelo cdlculo da razdo entre a vazdo
volumétrica de alimentacdo do gis (Qc) e a drea da secdo transversal de subida (As)-

Equacido 1 (CHISTI, 1989).
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Equagido 1 - Velocidade superficial do gés na regido de subida (Ugs).

Qs

U-c =
GS AS

Onde Ugs-velocidade superficial do gis na regido de subida; Qg- € a vazdo volumétrica de

alimentacdo do gds (m?¥/s) e As- drea da secdo transversal de subida do gds (m?).

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kpa) foi obtido pelo método
dindmico tradicional, onde o oxigénio foi dessorvido da dgua através do borbulhamento de
nitrogénio no meio liquido. Apds a concentracdo de oxigénio indicar zero, o fluxo de
nitrogénio foi interrompido, iniciando a aeracdo do meio liquido com ar sob vazdo
conhecida. Para calibrar o equipamento sempre que havia a introdu¢do de uma nova vazao,
era necessdrio que a concentracdo de saturacdo de oxigénio estabilizasse e indicar que o
valor maximo lido pelo equipamento indicava os 100%. Posteriormente, ocorria novamente
a dessorcao de oxigénio no meio liquido com a inser¢cao de nitrogénio no sistema, seguindo
as etapas descritas anteriormente, na segunda etapa os valores da concentragdo de oxigénio

no meio foram armazenados ao longo do tempo.

As medidas foram realizadas em triplicata e a regressdo linear dos dados obtidos
(Equagdo 2) do tempo (hora) e concentrag@o de oxigénio correspondente, fornece uma reta,

na qual a inclinagio (a) indica o valor do Kraem h'':

Equacio 2 - Calculo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

C
1n(1——> = KlLa. t

; v

y a X

Onde: C- concentragdo de oxigénio em um determinado tempo; Cs — concentracdo de
oxigénio na saturacao (100%); Kra- coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio; t-

tempo (hora).

O tempo de circulagdo, tc, significa o tempo médio gasto para que um volume de
controle realize uma circulacdo completa pelo biorreator. A obten¢do desta varidvel foi
realizada pelo método descrito por Vasconcelos er al.(2003), em que particula esférica 1

g.cm‘3 foi inserida no biorreator nas vazdes especificas de ar - ®e (vvm- min™): 0,125; 0,250;
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0,375 e 0,5 e cronometrado o tempo de cada volta desta particula. Foram realizadas 10

medidas para cada ®e, sendo a, média destas medidas considerada o tempo de circulagdo.

O célculo da velocidade de circulagcao do liquido (Ur) foi realizado pela Equagao 3
(CERRI, 2009), em que se mede o tempo gasto por um volume de controle para dar uma
volta completa no interior do vaso:

Equacio 3 - Velocidade de circulagdo do liquido

X,
Up==
te

Onde: xc — caminho percorrido por um elemento com volume de fluido; tc - tempo médio

de circulagdo para uma volta completa.

O tempo de mistura, tm, € 0 tempo necessario para que uma substancia apresente a
mesma concentracao no reator. Sua detec¢do foi realizada através de um ensaio tipo pulso
de pH, no qual o volume de 4 mL de 4cido sulftrico foi injetado através de uma pipeta
graduada no topo do reator na regido de mistura do vaso (com fluxo direcionado no interior
do draft-tube) contendo uma solu¢do de NaOH 2M. O ty, foi o tempo necessério para que o

pH inicial de 12 unidades atingisse o valor de aproximadamente 3,9.

A retencdo gasosa global (€c) representa o tempo de residéncia da fracdo gasosa no
liquido durante a aeracdo do sistema. Esta varidvel foi determinada pela técnica de expansao
de volume, na qual foi realizada trés medidas visuais do liquido ndo aerado (hi) e da altura
da dispersao gés-liquido (hp) com o sistema aerado, o célculo deste parametro foi

determinado pela Equacdo 4.

Equacio 4 - Calculo da retencio gasosa global

hp—hg

bot =
G hp

Onde: h € a altura do liquido ndo aerado, hp — altura do liquido sob aeragdo, €c - retencao

gasosa global.

A partir do estudo dos parametros hidrodindmicos no biorreator air-lift foram
realizados dois ensaios fermentativos para producao de etanol por Kluyveromyces marxianus

neste reator, em meio complexo contendo somente hidrolisado celulésico e meio semi-
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definido composto por (g/L): glicose, 100; 1,0 (NH4)2SO4, 1,0; KH2PO4,1,5; MgS04.7H20,

0,1; extrato de levedura 3, definido por Ferreira, (2013) nas condi¢des descritas na Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢cdes empregadas para os ensaios fermentativos em meio semi-definido contendo

glicose e meio complexo (hidrolisado celulésico).

Condicoes: Meio semi-definido Hidrolisado celulésico
Temperatura (°C) 40 40

Volume de trabalho (L) 2,1 2

vvm (min ) 0,250 0,5

Kva (h!) 4,71 4,68

Inéculo (g/L) 3,15 3,74

PHiniciaal 5,0 4,75

Fonte: Arquivo pessoal

4.5 Métodos Analiticos

4.5.1 Determinacio do teor de umidade da palha de arroz

O teor de umidade da palha de arroz in natura e deste material apés as etapas de desacetilacao
e de tratamento 4cido, foi determinado na balancga analitica provida de aquecimento por
infravermelho (IV2000 — GEHAKA). Aproximadamente 1g de amostra foi colocada na
balanca até obtencao de peso constante. A umidade foi determinada pela diferenca entre a

massa inicial e final (obtida ap6s o aquecimento), de acordo com a Equacao (5):

Equacdo 5 - Teor de umidade da biomassa (palha de arroz)

mi—mg

Teor de umidade (% m/m):

L

Onde: m; - massa inicial da amostra e ms - massa da amostra apds o aquecimento.
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4.5.2 Caracterizacao do material lignocelulésico

A palha in natura e os materiais s6lidos obtidos apds o pré-tratamento alcalino (palha
desacetilada) e de 4cido diluido (celulignina), foram caracterizados quimicamente de acordo
com a metodologia padrao do National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER
etal.,2012).

A palha in natura contém extrativos que por conterem anéis arométicos podem
interferir na quantificagdo da lignina do material, por isso hd a necessidade de realizar a
extracdo da palha in natura utilizando dgua e etanol 96% como solvente. Aproximadamente
1g deste material (massa seca) foi armazenado em saquinhos de papel filtro, colocados em
equipamento Softlex, onde foi realizado trés ciclos como cada solvente. Posteriormente os
saquinhos foram secos a 30°C, pesados e através da diferenca entre a massa inicial e final

foi obtido a quantidade de extrativos da amostra.

Para a caracterizacdo do material, 0,3 g (massa seca) dos materiais: pallha de arroz
sem extrativos, palha desacetilada e celulignina, foi pesado em tubos de ensaio, sendo
posteriormente armazenados em banho-maria a 30°C onde foi adicionado em cada tubo
3 mL de H2SO4 (72% p/p). A reagdo ocorreu por 1h em banho-maria e a cada 10 min o
conteddo foi homogeneizado com bastdo de vidro. Apds este periodo, ao contetido do tubo
de ensaio foi adicionado 10 mL de dgua destilada e a mistura foi transferida para um
erlenmeyer de 250 mL, a esta mistura foi adicionado 74 mL de dgua destilada. Estes frascos
foram autoclavados a 121°C durante 1h para que todos os oligbmeros presentes no material
fossem hidrolisados. Ao fim desta etapa, o contetido de cada erlenmeyer foi filtrado em
cadinho de vidro previamente seco em estufa de 105°C por 24h e pesados, o residuo sélido
do filtro foi lavado com 4gua destilada até que a dgua de lavagem estivesse transparente
(volume de 40 mL aproximadamente). O filtro de vidro junto com o residuo sélido lavado
foram armazenados na estufa de 105°C no periodo de 24h e pesados posteriormente para a

quantificacdo da lignina insolidvel (Equacdo 6):

Equacio 6 - Porcentagem de lignina insoltivel na biomassa

Lignina insoldvel (% m/m) = mRn_l—mC x 100
A
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Onde: mr - massa do residuo de lignina (g); mc - massa de cinzas ap0s calcinagdo (g) € ma -

massa da amostra seca (g).

O liquido resultante da filtracdo do contetido dos erlenmeyers foi transferido para
baldes de 100 mL, aliquotas 1 mL de cada baldo foi transferido para baldes de 25 mL para a
leitura da absorbancia no espectrofotdometro (Hitachi U-1800) no comprimento de onda de

205 nm para determinagao da lignina solivel de acordo com a Equagao (7):

Equacio 7 - Porcentagem de lignina solivel na biomassa

d xA205x Vf
CoXEXxmgy

Lignina soldvel (% m/m) = X 100

Onde: Axos — absorbancia da amostra a 205 nm; d- fator de diluicdo da amostra; V- volume
de amostra filtrada e avolumada em baldao volumétrico (L); € — absortividade da lignina a
205 nm (105 L/g.cm); C, — caminho 6ptico da cubeta (1 cm); ma- massa da amostra seca de

palha de arroz (g).

Aliquotas do contetido restante nos baldes de 100 mL foram filtradas em filtro de
membrana com ajuda de uma seringa de vidro e analisadas por meio de cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC) para verificagdo do contetido de glicose, xilose, arabinose e
acido acético. Os dados resultantes foram utilizados para o cdlculo da porcentagem de

celulose, hemicelulose e grupos acetil de acordo com as Equagdes (8, 9, 10).

Equacio 8 - Porcentagem de celulose na palha de arroz

Cg1iXV ¢XF
Celulose (% m/m) = glm—fc x 100
A

Equacdo 9 - Porcentagem de xilana e arabinose na palha de arroz

inXVfXFC

c
Xilana (% m/m) = x 100

_ CaraXV pXF
Arabinose (% m/m) = m—c x 100
A

Equacio 10 - Porcentagem de grupos acetil na palha de arroz

. Cacetil>< Vf xF
Grupos acetil (% m/m) =——< X 100

my
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Onde Fc - fator de conversdo (0,9 de glicose para celulose, 0,88 de xilose para xilana 0,88
de arabinosil para arabinose e 0,72 de 4cido acético para acetato); Cgi, Cxil, Caceril
(concentragdo em g/L. de glicose, xilose, arabinose e dcido acético); ma - massa da palha de

arroz seca (g).

4.5.3 Determinacao da curva de calibracao da Kluyveromyces marxianus

Para determinar a curva de calibrac@o o crescimento de K. marxianus foi realizado
em meio de cultivo contendo como fonte de carbono glicose ou xilose sintética, os sais:
(NH4)2SO4, KH2PO4 € MgSO04.7H20 sendo utilizado como suplemento o extrato de
levedura. Neste método correlaciona-se a densidade 6ptica a 600 nm (turbidimetria) em
espectrofotometro (Thermo scientific-GENESYS 10S UV-Vis) com o peso seco das células
por regressao linear. Apds o cultivo da levedura (o experimento foi realizado em triplicata)
conforme o item 4.3.2.1, o volume de cada erlenmeyer foi centrifugado a 4200 rpm (Thermo
scientific-HEBRAEUS MEGAFUGE 16R) por 15 min, o sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas com dgua esterilizada e centrifugadas novamente por duas vezes. As
células foram ressuspendidas a 25 mL. Aliquotas da suspensdo celular resultante foram
diluidas em diferentes concentracdes para obtencdo de absorbancias na faixa de 0,1 a 0,6 a
600 nm. Para obtencdo do peso seco, aliquotas 3 mL de cada suspensdo celular foram
colocadas em cadinhos previamente secos em estufa de 105°C até peso constante e tarados.

Os cadinhos com as amostras foram incubados em estufa de 105°C por 24h.

4.5.4 Determinacao dos teores de aciicares, acido acético e etanol.

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose, acido acético e etanol foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em equipamento
Waters com detector de indice de refracao e coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300x 7,8
nm) com &cido sulftirico 0,01N como eluente no fluxo de 0,6 mL/min, na temperatura de

45°C e volume de amostra de 20 pL.
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4.5.6 Determinacao de compostos fenélicos

As concentragdes dos compostos fendlicos foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em equipamento Waters com detector de UV coluna
WATERS C18 S5um (300x3,9 mm), temperatura 25°C utilizando como eluente acetonitrila
e dgua na propor¢do de 1:9 com 1% de é4cido acético no fluxo de 0,8 mL/min e volume de

amostra 20 pL.

4.6 Metodologia para analise dos resultados
4.6.1 Determinacao do rendimento de hidrolise enzimatica

O célculo da méxima concentracdo tedrica de glicose que poderia ser obtida no
hidrolisado celul6sico considerando a conversdo de toda celulose presente na celulignina da
palha de arroz foi estimada pela Equacao 11. O rendimento de hidrélise enzimética (Rhidrslise-
%) foi determinado pela razdo entre a concentragao de glicose obtida pela concentragao

tedrica Equacdo 12.

Equacdo 11 - Célculo da médxima concentragdo tedrica de glicose obtida a partir da hidrélise
enzimditica

CGLI teorica — lsélidos X Tcelulosex Fc

Equacido 12 - Rendimento de hidrdlise enzimatica

0 _ Cgli
Ryiprowise (%) = mx 100
eorica

Onde: CqgLi tesrica- concentracdo maxima de glicose tedrica (g/L) ; Tsaiidos- teor de celulignina
utilizada na hidrdlise enzimatica (g/L);Tceliose (g celulose/ g de celulignina); Fc -Fator de

conversdo de celulose em glicose (1,11); Cgi- concentragdo de glicose (g/L).
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4.6.2 Determinacao dos parametros fermentativos

Para avaliar o crescimento da levedura K. marxianus nos hidrolisados hemicelulésico e
celulésico assim como a producdo de etanol celuldsico por esta cepa foi calculado: conversao
de agucares (hexose e/ou pentose) em biomassa (Yx/s) (Equacdo 13), conversao de agicares

(hexose e/ou pentose) em etanol (Ypss) (Equacdo 14); produtividade volumétrica de etanol

(Qr)(Equagio 15).

Equacio 13 - Fator de conversao de agiicares em biomassa

Xp-X;
Si—Sg

Yxis =

Equacio 14 - Fator de conversdo de agticares em etanol

Cpr—Cpi
Yps = L2
Si-Sf

Equacio 15 - Produtividade volumétrica de etanol

Onde: Yxss — fator de conversao de agucares (hexose e/ou pentose) em biomassa (g/g); Yess
- fator de conversao de agucares (hexose e/ou pentose) em etanol (g/g); Qp — produtividade
volumétrica de etanol (g/L.h); X;— concentragao inicial de biomassa (g/L); Xr— concentracao
final de biomassa (g/L); Si— concentracdo inicial de aguicares (hexose e/ou pentose) (g/L);
S¢— concentracdo final de agucares (hexose e/ou pentose) (g/L), Cgi — concentracao inicial
de etanol (g/L); Cgr — concentragdo final de etanol (g/L); Si — concentracdo inicial de

actucares (hexose e/ou pentose) (g/L); tr— tempo final de fermentacao (h).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao do hidrolisado hemicelulésico e celulignina de palha de arroz a partir da

combinacao dos pré-tratamentos alcali seguido por acido diluido

A Figura 16 mostra o aspecto da palha de arroz in natura antes e ap6s moagem, assim
como a fracdo sélida obtida apds o pré-tratamento alcalino (palha desacetilada) e acido
(celulignina). A quantidade em massa recuperada e composi¢do quimica da palha de arroz
obtida apdés cada etapa de pré-tratamento se encontra na Figura 17 e Tabela 7,
respectivamente. A composi¢ao da palha de arroz in natura foi determinada com base na
metodologia padrao do National Renewable Energy Laboratory (SLUITER et al., 2012) os
valores obtidos para as fragdes (% m/m): celulose (36,2), hemicelulose (23,3), lignina
insolivel em 4cido (12,74), lignina solivel em acido (3,63) e cinzas (9,3) sdo préximos aos
valores encontrados por Castro et al., 2017 para a palha de arroz in natura colhida na regiao
de Canas(SP) (% m/m): 35,3 para a celulose, 23,8 hemicelulose, 13,1 de lignina insolivel
em 4cido, 4,4 lignina soltdvel em 4cido e um teor de cinzas de 11,3+0,1. Os autores Rastogi
e Shrivastava (2017) reportam a composicao de algumas matérias primas, incluindo da palha
de arroz in natura (% m/m): 28-36 celulose, 23-28 hemicelulose, 12-14 lignina e o teor de
cinzas varia de 14-20. Os teores de lignina e cinzas observados no presente estudo foram
maior e menor respectivamente do que a faixa reportada pelos autores. Isto pode ter ocorrido
devido fatores sazonais, como clima e o solo os quais podem influenciar na composi¢ado de

um material lignocelulésico.
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Figura 16 - A- Palha de arroz in natura colhida no campo; B-palha de arroz in natura apés moagem,;
C- fracdo solida (palha de arroz desacetilada) obtida pds tratamento alcalino; D- fragc@o sdlida obtida
apds pré-tratamento alcalino e 4cido (celulignina).

Fonte: Arquivo pessoal



Figura 17 - Diagrama de balan¢o de massa: composi¢io da palha de arroz in natura e do material sélido obtido.
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Tabela 7 - Composi¢do quimica da palha de arroz in natura, desacelilada e celulignina

Composiciao (% m/m)

Componentes
In natura Desacetilada Celulignina
Celulose 36,2+0,4 46,8 £0,12 66,4 +1,7
Hemicelulose 244 +£04 30,15 £ 0,5 7,68 + 0,06
Xilana 20,2+ 0,7 24,8 £0,7 6,42 + 0,06
Arabinosil 4,2 +0,3 5,35+04 1,26 + 0,06
Grupo Acetil 2,23 +0,12 0,36 +0,1 nd
Lignina total 16,37 £ 0,20 14,53 £ 0,86 18,01 £0,23
Lignina insolivel 12,74 £ 0,11 12,1+£0,9 17,23 £ 0,14
Lignina solavel 3,63+0,15 2,43 + 0,05 1,3+0,1
Cinzas 9,3+0,1 4,7 +0,35 3,5+£0,15
Extrativos 11,05 + 1,66 nd nd
Total 99,55 96,54 95,59

nd - ndo detectado.

Fonte: Arquivo pessoal

Inicialmente foi realizado um tratamento alcalino brando (etapa de desacetilagdo) na
palha in natura empregando NaOH 80mg/g de biomassa, a 70°C por 45 min. O principal
objetivo desta etapa foi a remoc¢ao dos grupos acetil, os quais normalmente sao solubilizados
na fracdo hemiceluldsica apds a hidrélise acida e atuam como inibidor na etapa de
fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico para producdo de etanol por leveduras
(CASTRO et al., 2017; AKINOSHO et al., 2015). Além disso, o pré-tratamento com dalcali
pode hidrolisar ligacdes do tipo éster e glicosidicas na parede celular dos materiais
lignoceluldsicos, acarretando na alteracdo estrutural da lignina e redu¢do do complexo
lignina-hemicelulose, proporcionando um aumento na porosidade e da drea superficial da
fracdo sélida obtida apds o tratamento (WU, et al., 2017; CHENG et al., 2010). De acordo
com a Figura 17, apds a etapa de desacetilagao ocorreu a remocao de 89,2% de grupos acetil,
65,6% de cinzas, 40,1% de lignina, em relacdo as fragdes dos polissacarideos 12,4% de

celulose e 16,4% de hemicelulose foram removidas. Estes dados estdo préximos ao
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observados por Castro ef al. (2017) na literatura, que apds realizar a etapa de desacetilacdo
da palha in natura nas condi¢des empregadas no presente estudo, observaram a remogao de
86,5 % dos grupos acetil, 60,4 % de cinzas, 34 % de lignina, 15,1% de celulose e 16,8% de
hemicelulose. Cheng et al. (2010) realizaram um pré-tratamento alcalino na palha de arroz
in natura (40 mg de NaOH/ g de biomassa a 55°C, 3h) os autores observaram uma menor
remogdo de 23,1% de lignina em relacdo ao presente trabalho, que pode ter ocorrido pela
baixa quantidade de élcali. Esta hipétese pode ser corroborada pelo estudo de Castro et al.,
(2017) que verificaram que a baixa concentragdo de &lcali mesmo com o aumento da
temperatura proporcionou uma menor remoc¢ado de lignina na palha de arroz in natura. Em
relacdo a quantidade de celulose do material pré-tratado Cheng et al. (2010) observaram uma
perda de 9,7% desta macromolécula, um valor proximo ao do presente estudo (12,4%). Wu
et al. (2017) utilizando a combinag¢do do ultrassom com o tratamento alcali (200 mg de
NaOH/g de palha de arroz, 50°C por 1h) removeu 57, 5% da lignina, no entanto houve uma
alta perda da hemicelulose, aproximadamente 50%, um valor 3 vezes superior que o obtido

no presente trabalho.

Ainda de acordo com a Figura 17, nota-se que apds a etapa de hidrdlise 4dcida ocorreu
a remocao de 85% de hemicelulose, 68,5% de lignina acido solivel e 56,2% de cinzas
presentes na palha de arroz desacetilada. A diminui¢ao destes componentes proporcionou a
obtencao da celulignina com um alto teor de celulose (66,4 %) e lignina (18%) como mostra
a Tabela 7. Um estudo de Hsu et al. (2010) através do pré-tratamento com 4cido sulfurico
na palha de arroz in natura, avaliou o efeito da remocao da hemicelulose na sacarificacao
enzimatica do material pré-tratado. Os autores observaram uma correlagao linear entre a
diminui¢do da hemicelulose (80-96%) na fracdo sdlida pré-tratada e o rendimento de
hidrélise enzimdtica. Além da hemicelulose, segundo a literatura, a remog¢do de lignina
também tém um efeito positivo no rendimento de hidrélise da celulose, isto foi demonstrado
por Ahmed et al., (2016) em que a remocao de 10,15% da lignina da palha de arroz in natura
promoveu o aumento de 32 para 91% no rendimento de hidrélise enzimatica. No presente
estudo ocorreu a remog¢do de 87,5% de hemicelulose e 56,2% de lignina total da palha in
natura. A diminuicdo do teor destas macromoléculas na celulignina deve favorecer o
processo de sacarificagdo uma vez que segundo Hsu et al. (2010) o desprendimento da xilana
e a restruturacdo da lignina da fracdo pré-tratada proporciona uma maior exposi¢ao da
celulose do material levando a uma maior acessibilidade das enzimas celuloliticas a esta

macromolécula.
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A baixa quantidade de cinzas na celulignina, 3,5%, também deve favorecer o
processo de sacarificagdo da celulose. Isto porque Talukder, Goh e Puah (2017) através de
testes de hidrélise enzimética (coquetel celulolitico Cellic CTec2) em celulose cristalina
(Avicel PH-101) na presenca e na auséncia de p6 de silica amorfa, observaram o incremento
de 32 para 52% no rendimento de hidrélise da celulose. De acordo com os autores, a silica
presente na biomassa lignoceluldsica atua negativamente durante a hidrélise da celulose

adsorvendo as enzimas celuloliticas por interacdes eletrostaticas e/ou ligagdes de hidrogénio.

A Tabela 8 mostra a composicao do licor alcalino e do hidrolisado hemiceluldsico
obtidos apds a etapa de desacetilacdo e pré-tratamento dcido, respectivamente. Nota-se que
o rendimento de hidrélise da 4cida foi de 80% e a concentragdao de hidréxi-metil furfural
(HMF) 0,22 g/L furfural 0,04 g/L e acido acético de 0,13 g/L neste trabalho. Hsu et al.,
(2010) observaram que acima de 85% de rendimento de hidrélise 4cida uma alta
concentracdo de acido acético, HMF e furfural, 1,3, 0,1 e 1,5 g/L, respectivamente. Estes

compostos sao inibidores em processos fermentativos (AKINOSHO et al., 2015).

Tabela 8 - Composi¢do do licor alcalino e do hidrolisado hemiceluldsico em agucares e compostos
fenolicos

Licor alcalino Hidrolisado hemicelulésico
Componentes Concentragao (g/L) | Componentes Concentragao (g/L)
Xilose 1,24 Xilose 18,27
Glicose 2,30 Arabinose 4,02
Celobiose 1,19 Glicose 5,76
Arabinose 0,19 Celobiose 1,19
Acido acético 2,54 Acido acético 0,130
Acido furéico 0,1 5-HMF 0,22
Pirocatecol 0,2 Furfural 0,04
Alcool vanilil 0,04 Alcool vanilil 0,21
Acido furéico - Acido furéico 0,34
Acido gélico - Acido gilico 0,11
Vanilina 0,002 Vanilina 0,07
Acido p-cumadrico 0,3 Acido p-cumaérico 0,18
Acido fertlico 0,2 Acido ferdlico 0,13

Fonte: Arquivo pessoal
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5.2 Obtencao do hidrolisado celulésico: hidrolise enzimatica da celulignina da palha de

arroz

A sacarifica¢do enzimadtica da celulignina obtida a partir da hidrélise com sulftrico diluido
(0,85% m/v H2SO4, a 150°C por 10 min) da palha de arroz desacetilada (conforme item 5.1)
foi realizada em reator ndo convencional do tipo moinho de bolas vertical (MBV) em
batelada alimentada empregando um teor de celulignina de 20 % (m/v) que corresponde
aproximadamente 18 % (m/m), nas condi¢des descritas na Tabela 9, utilizando as enzimas

Cellubrix (21,5 FPU por grama de celulose) e B-glicosidase (64 Ul/g de celulose).

Tabela 9 - Condi¢des empregadas para a hidrélise enzimdtica da celulignina em reator MBV

Variaveis Valores
Agitaciao (rpm) 100
Temperatura (°C) 46
Tempo (h) 48
Volume de trabalho (mL) 500
Teor de solidos (celulignina) (% m/v) 20

Fonte: Arquivo pessoal

A partir do teor de celulose presente na celulignina mostrado na Tabela 7 (66,4 % m/m ) e
do teor de s6lidos empregado na hidrélise enziméatica 20 % m/v, pode-se inferir que a
méxima concentracao de glicose a ser obtida no hidrolisado celulésico € 147,4 g/L, conforme

a Equacdo 11.

66,4
Ceri tesrica = Tsotidos X Teetulose X Fc = 200 x W x1,11=147,4g/L

Onde: CaLi wesrica- concentracdo maxima de glicose tedrica (g/L); Tsslidos- teor de celulignina
utilizada na hidrélise enzimatica (g/L); Tceluose (g celulose/ g de celulignina); Fc -Fator de

conversao de celulose em glicose (1,11 g/g).

Nesta etapa de sacarificacdo enzimdtica, foram coletadas amostras durante o processo de
para acompanhar a concentragao de agucares (glicose, celobiose, xilose e arabinose) (g/L) e
o pH do meio reacional. A Figura 18 mostra o perfil de liberacdo de agtcares e o pH com o

tempo.
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Figura 18 - Concentra¢do de agticares no meio durante o processo de hidrélise enzimética da
celulignina da palha de arroz.
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Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com a Figura 18, pode ser observado que a taxa de liberacdo de agucares
(Tv) foi maior durante as Sh iniciais, sendo (g/L.h): para celobiose 2,5; xilose, 1,5; arabinose,
8; glicose 10,5. Apds este periodo nota-se que a concentragdo de celobiose e arabinose foi
praticamente constante no hidrolisado, a alta concentracdo de arabinose observada durante
a hidrélise enzimatica (~39,5 g/L) € devido a presenca deste agicar no complexo celulolitico
da Cellubrix (CASTRO et al., 2017). Para a xilose, foi observado uma queda na sua taxa de
liberagdo para 0,2 g/L.h , até aproximadamente 20h. No periodo de 24h até 48h nota-se que

a concentracao deste agucar ficou constante no hidrolisado.

Em relacdo a taxa de liberacdo de glicose pode se observar trés fases distintas, a
primeira em Sh com 10,5 g/L.h, a segunda fase comecando apds 5 h, em que ocorre um
declinio na taxa de liberacdo de glicose até 1,82 g/L..h em 24 h. Apdés este periodo, ocorre
terceira fase, alcangando uma TL de 0,89 g/L.h em 48 h. Li, Zhang e Angelidaki (2009) ao
realizarem a hidrdlise enzimatica com teor de 10 % (m/m) de palha de colza pré-tratada
hidrotermicamente (0,11 g Celluclast 1.5L/ g celulose e 0,05 g B- glicosidase/g de celulose,
52°C, em frasco Erlenmeyer, pH 5,0 por 24 h) observaram um declinio na taxa de libera¢ao

de glicose no meio de 2,65 vezes ap6s 6 h de reacdo. Segundo os autores a queda da
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produtividade pode ser atribuida a inibi¢do das enzimas (enzimas celuloliticas) pelo produto
(glicose). Esta hipétese foi corroborada por Qin et al. (2013), que através da hidrélise
enzimatica da palha de milho pré-tratada com amdnia (teor de 6% glucana (m/m) utilizando
as enzimas: Accellerase 1500 — 60 FPU/ g de glucana e Novozyme 188 — 30 CBU/ g de
celulose, frasco Erlenmeyer, 50°C, 200 rpm por 168 h) observou apds 24 h uma taxa de

liberagdo de glicose praticamente constante.

A Figura 19 mostra os valores médios de massa e volume do slurry obtido com o
término do processo de sacarificagdo (48 h) assim como a massa umida da fracdo sélida
(lignina) e do hidrolisado celulésico obtido apds sua centrifugacao.

Figura 19 - A- Massa e volume médio do slurry obtido apds processo de sacarificacdo enzimdtica
(48h); B- massa e volume médio de hidrolisado celuldsico obtido.
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Fonte: Arquivo pessoal

A concentracdo de glicose obtida apds 48 h de hidrdlise enzimética da celulignina da
palha de arroz foi 108,8 + 2,1g/L, o rendimento médio de hidrélise (73,8%) foi calculado

conforme a Equacgado 12 (item 4.6.1).

. Cy 108,8
Ruiproise (%) = mx 100 = 147 4
eorica Y

x 100 = 73,8%

A Tabela 10 apresenta o rendimento de hidrélise calculado através da quantidade de
glicose liberada no meio deste trabalho e de outros autores, os quais empregaram um alto

teor de sélidos (superior a 18% m/m). E possivel observar na Tabela 12 que os rendimentos
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de hidrélise variaram de 56,6% a 84%, e que o rendimento observado no presente trabalho
(73,8%) se encontra dentro dos valores encontrados na literatura. Nota-se ainda que o tempo
de hidrdlise obtido neste estudo foi inferior ao observado pelos autores com rendimento

superior a 80%.



Tabela 10 - Sacarificacdo enzimdtica com alto teor de sélidos empregando a biomassa lignoceluldsica, rendimento obtido assim como o tempo, carga enzimdtica
e forma de conducio do processo.

Teor de Carga enzimatica/ G Tempo
Biomassa o g Frasco/ Reator Agitacao (rpm) P RH Autor
solidos g celulose T (°C) (h)
*
. . 29.5 FPU Reator moinho de B.atelada
Celulignina de 18 % 7 o . alimentada
(Cellubrix e B-glicosidase  bolas vertical com 48h 73,8 Presente trabalho
palha de arroz (m/m) ey . 100 rpm
proporg¢do 1:3) 30 esferas de vidro 46°C
Ceflro oriental 20 % 46 EPU Frasco erlenmeyer Batelada RAMACHANDRIYA
(pré-tratado com (m/m)  Accelerase® (Genencor) O 20 esferas de 250 rpm 144 84 et al. (2013)
bissulfito acido) aco inoxidavel 50°C '
. Batelada
Pi{lha L 25% g Reator tipo tanque alimentada** HODGE et al.
pré-tratada com Spezyme CP . 120 80
20 (m/m) agitado 400 rpm (2009)
acido (Genencor) 45°C
. Batelada
Pstlha de milho 25% 10,7 FPU Reator tipo tanque alimentada™** HODGE et al.
pré-tratada com Spezyme CP . 216 80
L. (m/m) agitado 400 rpm (2009)
acido (Genencor) 45°C
Bagaco de,:anta ge 185 ISFPU -Cellulase™ o . F atelidg MARTINS;
agticar prétratado ) 25 CBU - p— eator tipo tanque alimentada 43 56.6 RABELO: COSTA,
com peroxido de (m/m) . agitado 150 rpm
P glicosidase 2015
hidrogénio alcalino 50°C

Onde : CP- modo de condugdo do processo de hidrolise enzimdtica, T- temperatura(°C), Ry— rendimento de hidrdlise enzimdtica considerando somente a

quantidade de glicose obtida.** Cellulase Trichoderma reesei ATCC 26921 (Sigma—Aldrich),  — glicosidase (Sigma—Aldrich).

Fonte: Arquivo pessoal.

€8
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5.3 Avaliacao do crescimento do inculo de K. marxianus nos hidrolisados (celulésico

ou hemiceluldsico) e seu impacto na fermentabilidade do hidrolisado celulésico

Nesta etapa foi avaliado o perfil de crescimento da levedura K. marxianus em meios
de cultivo preparados com hidrolisado celulésico ou hemicelulésico de palha de arroz (item
5.2 e 5.1, respectivamente), suplementado com extrato de levedura e os sais (NH4)2SOs,
KH>PO4, MgS04.7H20, conforme descrito no item 4.3.2, na temperatura de 35°C. Para
utilizacdo do hidrolisado hemiceluldsico na formulacdo do meio de cultivo foi necessario
reajustar o pH de 1,89 para 5,0. A Tabela 11 apresenta a composi¢ao deste hidrolisado quanto
a concentracao agucares e seus produtos de degradagdo (furfural e hidréxi-metil furfural-5-
HMF) e compostos fendlicos, antes e apds a alteracdo do pH.

Tabela 11 - Composi¢do do hidrolisado hemiceluldsico em agticares e compostos fendlicos antes e

apds ajuste de pH 1,8 (HHO- hidrolisado hemiceluldsico original) e 5,0(HHC- hidrolisado
hemiceluldsico corrigido) para composi¢do do meio de cultivo (MC2).

Hidrolisado Hemicelulodsico

HHO HHC % AV
Componentes (g/L)

pH 1,89 pH 5,0
Xilose 18,27 21,52 15
Arabinose 4,11 5,32 20
Glicose 5,82 8,63 12
Celobiose 1,19 1,2 6
Acido acético 0,11 nd 90
5-HMF 0,22 0,22 0
Furfural 0,04 0,03 10
Alcool vanilil 0,21 nd 100
Acido furéico 0,34 nd 100
Acido galico 0,11 0,06 S0
Vanilina 0,07 0,06 10
Acido p-cumarico 0,18 0,15 12
Acido ferilico il 0,08 Al

* nd — ndo detectado; AV- variacdo da concentracdo dos componentes.

Fonte: Arquivo pessoal
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A Tabela 11 mostra que ap0s a alteracdo do pH ocorreu um aumento na concentragao
de acucares e uma diminui¢do na concentracdo de compostos fendlicos. Nao foi necessario
ajustar o meio contendo hidrolisado celulésico, pois este apresentou pH 5,1 os componentes
em acucares e compostos fendlicos do hidrolisado celuldsico antes e apds a dilui¢do para

composi¢ao do meio de cultivo se encontra na Tabela 12.

Tabela 12 - Composicao do hidrolisado celulésico (HC) antes e apds a dilui¢do para composi¢do do
meio de cultivo (MC1).

Hidrolisado Celulésico

pH 4,5 pH 5,1

Componentes
Concentragao (g/L) Concentragao (g/L)

Glicose 108,0 33,11
Celobiose 11,2 3,95
Xilose 13,15 4,06
Arabinose 37,72 12,0
Acido acético nd nd
5-HMF 0,01 0,003*
Furfural 0,006 0,002*
Acidovanilinico 0,04 0,012%
Vanilina 0,007 0,002%*
Acido ferilico 0,015 0,004

* nd — ndo detectado, * valores estimados de acordo com o fator de diluicdo (3,26)

Fonte: Arquivo pessoal

Pode se observar que ha uma concentracdo baixa concentragdo de compostos
fendlicos no hidrolisado celulésico concentrado (pH =4,5), apds a dilui¢ao para composi¢ao
do meio de cultivo ndo foi avaliada a concentracdo de fendlicos, mas com base no fator de

diluigdo (3,26) este valor foi estimado.

Para avaliar o crescimento de K. marxianus no meio contendo hidrolisado
hemicelul6sico ou celuldsico foram utilizadas as equacdes descritas na Tabela 13 obtidas a
partir da curva de peso seco realizada em meio semi-definido contendo glicose ou xilose

como fonte de carbono (conforme descrito no item 4.5.3 de métodos analiticos).



86

Tabela 13 - EquagOes correspondentes aos ajustes lineares dos meios semi-definidos contendo
glicose ou xilose como fonte de carbono, sais e extrato de levedura.

Meio de Cultivo Equacio R?
Glicose Abs =3,4236 X + 0,0029 0,997
Xilose Abs =3,1451X - 0,0052 0,999

Abs — Absorbdncia em A= 600 nm; X — massa celular (g/L)

Fonte: Arquivo Pessoal

O perfil de crescimento de K. marxianus em hidrolisado hemiceluldsico (Figura 20)
mostra que ocorreu o consumo simultaneo de glicose e xilose até toda glicose disponivel no
meio ser exaurida pela levedura, em 20 h. A partir deste momento (20h) até o tempo de 24
h nota-se que a K. marxianus nao cresceu (dioxia), ainda neste periodo de dioxia ocorreu a
maxima producdo de xilitol (2,47 g/L) e de 4cido acético (0,73 g/L). Apds o tempo de 24 h
observa-se que a levedura volta a crescer, consumindo todo xilitol e parte do dcido acético

produzido, a concentracdo celular obtida ao final de 44 h foi 1,9 g/L.

Nitiyon et al (2016) realizaram o cultivo de K. marxianus BUNL-21 em meio semi -
definido contendo duas fontes de carbono xilose (20g/L) e glicose (2 ou 20g/L)
suplementado com extrato de levedura e peptona. Os autores verificaram a cepa de K.
marxianus BUNL-21 em meio contendo 20g/L de xilose e 2 g/L. de glicose metabolizou
simultaneamente os dois acticares conforme observado no presente trabalho, em baixas
concentragoes de glicose este agicar ndo exerce repressao metabdlica sobre o consumo de
xilose. No meio contendo uma maior concentragdo de glicose (20 g/L), apesar de ambos
acucares serem consumidos simultaneamente o consumo de glicose ocorreu em 12h. No

tempo de 72h de fermentagdo ndo foi observado pelos autores o consumo de toda xilose.
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Figura 20 - Consumo de acticares e producdo de células, xilitol, dcido acético e arabitol de K.
marxianus em meio complexo contendo hidrolisado hemicelulésico suplementado com sais e extrato
de levedura
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Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com a Figura 21, ao contrdrio do que foi observado no hidrolisado
hemicelul6sico a xilose s6 foi consumida apds o consumo de toda glicose no meio. Além da
xilose a glicose também exerceu repressdo metabdlica ao consumo de celobiose, a
assimilacd@o da arabinose s6 ocorreu apos o esgotamento dos demais acticares. Rodrussamee
et al. (2011) observaram um comportamento semelhante da cepa K. marxianus a DMKU3-
1042 que em meio semi-definido contendo glicose e xilose o consumo desta pentose s
ocorreu apos toda glicose ser exaurida do meio. Nota-se ainda na Figura 21 que além de
biomassa (4,8 g/L), ocorreu a produgdo de etanol (11,03 g/L), acido acético (0,42 g/L) e
xilitol (0,24 g/L) no tempo de 30h.
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Figura 21 - Consumo de acticares e producdo de células, etanol, 4cido acético e xilitol de K.
marxianus em meio complexo contendo hidrolisado celuldsico suplementado com sais e extrato de
levedura
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Fonte: Arquivo pessoal

Analisando os pardmetros de crescimento de K. marxianus em hidrolisado celuldsico
e hemiceluldsico (Tabela 14) pode-se notar que ocorreu uma maior conversao de agicares
em biomassa no meio contendo hidrolisado celulésico (MC1). Estes resultados podem ser
explicados tanto pela fonte de carbono principal (glicose) que € mais facilmente
metabolizada como pela menor concentracdo de compostos fendlicos no hidrolisado
celulésico (SANDOVAL -NUNEZ, 2018; RODRUSSAMEE, 2011).

Tabela 14 - Parametros de crescimento de K.marxianus em meio contendo hidrolisado celuldsico ou
hemiceluldsico.

Meio *Yxs (g/g) Qx (g/L.h)
Hidrolisado celulésico 0,10 0,16
Hidrolisado hemiceluldsico 0,06 0,04

* Yxss - fator de conversdo de agucares (glicose, xilose e arabinose) em biomassa; Qx_produtividade

volumétrica em biomassa.

Fonte: Arquivo pessoal
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Apdés o crescimento celular em meio contendo hidrolisado celuldsico ou
hemicelul6sico as células foram utilizadas como in6culo (5 g/L) para a produgdo de etanol
celulésico a 40°C, nas condi¢des descritas no item 4.3.2, visando avaliar o impacto do meio

de crescimento no desempenho fermentativo de K. marxianus.

A Figura 22 mostra o desempenho fermentativo do inéculo de K. marxianus
produzido em hidrolisado hemicelulésico na producgao de etanol celuldsico. Nota-se que em
12h de fermentacdo apenas a glicose foi consumida (57,5%). Apds este periodo pode ser
observado uma assimilagdo concomitante de celobiose e xilose pela levedura, sendo estes
acucares consumidos parcialmente ao final de 24 h (55 e 33%, respectivamente). Nota-se
ainda que a K. marxianus nao foi capaz de assimilar a arabinose durante o cultivo. A maxima
concentracao de etanol foi observada no tempo de 24 h, 33,93 g/L, com o fator de conversao
de agucares (glicose, celobiose e xilose) em etanol (Yp;s) de 0,36 g/g e uma produtividade

volumétrica em etanol (Qp) de 1,41 g/L.h.

Além da producdo de etanol, obteve-se no caldo fermentado a formacdo de xilitol
(0,67 g/L), glicerol (2,86 g/L) e 4cido acético (2,73 g/L). Em relacdo a producao de células,
no tempo de 24h o fator de conversao de acticares (glicose, celobiose e xilose) em biomassa
foi Yx/is = 0,007 g/g revelando que os aguicares metabolizados por K. marxianus durante o
processo fermentativo foi utilizado marjoritariamente para a formacgdo de etanol,

subprodutos e manutencao celular

Dasgupta et al. (2017) estudaram a producao de etanol por Kluyveromyces marxianus
IIPE453 em hidrolisado celulésico de bagaco de cana de agicar empregando o indculo
(4g/L) produzido em meio contendo hidrolisado hemiceluldsico. A fermentacao foi realizada
em meio contendo 45 g/L de glicose (hidrolisado celul6sico) a 45°C em reator do tipo tanque
agitado (200 rpm e 0,025 vvm) por 24h. Com o término da fermentacdo os autores
observaram a concentracdo de 21,6 g/L de etanol no caldo fermentado o que gerou um fator
de conversao de glicose em etanol de 0,44 g/g e uma produtividade volumétrica em etanol
de 0,9 g/L.h. Comparando estes resultado com o obtido no presente trabalho, nota-se que
apesar do menor valor de Ypss * obtido com K. marxianus NRRL Y-6860, 18,2% inferior ao
observado por Dasgupta, a concentracao de glicose inicial no hidrolisado celuldsico utilizada
neste estudo foi duas vezes superior a utilizada pelos autores, proporcionando produtividade

volumétrica em etanol 36% maior.
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Figura 22 - Desempenho fermentativo de K. marxianus em hidrolisado celuldsico utilizando células
produzidas em meio contendo hidrolisado hemicelulésico.
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Fonte :Arquivo pessoal

A Figura 23 mostra o desempenho fermentativo de K. marxianus empregando o
in6culo produzido em hidrolisado celulésico. Nota-se que concentracao de etanol foi 43,02
g/L com 11 h de fermentacdo, neste periodo a produtividade volumétrica em etanol foi 3,91
g/L.h e o fator de conversdo de agucares (glicose, celobiose e xilose) em etanol de 0,43 g/g.
Em relacdo ao consumo de acticares, em 11h pode-se observar a assimilagdo de 96,4%
glicose, 19,7% de celobiose e 11,8 % de xilose disponivel no meio por K. marxianus. Além
de etanol foi observado no caldo fermentado dcido acético e xilitol, no entanto a producao
de xilitol s6 ocorreu ap6ds 11h de reagdo sendo sua concentragdo 2,13 g/L. no tempo de 15h,
a quantidade de biomassa produzida foi baixa, produzindo um Yxss de 0,003 g/g, isto revela
que as fontes de carbono disponiveis no meio foram utilizadas pelas células de K. marxianus
para manutencao celular e produgdo de etanol, dcido acético e xilitol (TAVARES et al.,

2019).
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Figura 23 - Desempenho fermentativo de K. marxianus em hidrolisado celuldsico utilizando células
produzidas em meio contendo hidrolisado celulésico
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Fonte: Arquivo pessoal

A Tabela 15 mostra os parametros fermentativos da produgdo de etanol celulésico por K.
marxianus a 40°C, a partir da utiliza¢dao do in6culo produzido em meio contendo hidrolisado

celulésico (HC) ou hidrolisado hemiceluldsico (HH).

Tabela 15 - Parametros fermentativos de K. marxianus em hidrolisado celuldsico utilizando o inéculo
preparado em meio contendo hidrolisado celulésico (HC) ou hidrolisado hemiceluldsico (HH)

Parametros fermentativos HC HH
Tempo (h) 11 24
Glicose residual (g/L) 3,55 10,30
Etanol (g/L) 43,02 33,93
Yess (g/g) 0,43 0,36
Qr (g/L.h) 3,91 1,41
Nn(%) 84,0 70,5

Yess - fator de conversdo de aciicares (glicose, celobiose e xilose) em etanol

Fonte: Arquivo pessoal.
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Os resultados revelam que o indculo de K. marxianus preparado em hidrolisado
celuldsico favoreceu os parametros de fermentagdo, sendo o fator de conversao de agucares
(glicose, celobiose, xilose) em etanol Yp/s = 0,43 g/g no superior ao fator de conversao obtido
a partir do in6culo produzido em meio contendo hidrolisado hemicelulésico (HM- Ypss =
0,36 g/g). Nota-se que ainda na Tabela 15 que a maior diferenca ocorreu no tempo de
fermentacdo que foi 2,2 vezes maior no meio contendo o indculo preparado em HC (11h),
devido a isso, a produtividade volumétrica em etanol (Qp) observada neste meio de
fermentacdo (HC), Qp= 3,91 g/L.h, foi maior que no meio contendo o inéculo preparado em

HM- Qp= 1,41 g/L.h.

Como o desempenho fermentativo de K. marxianus para a produgdo de etanol
celulésico foi melhor com o inéculo produzido em hidrolisado celulésico (HC), este foi o
meio utilizado para realizacdo do planejamento experimental foi o produzido em hidrolisado

celulésico.
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5.4 Avaliacao da suplementacio nutricional do hidrolisado celulésico na producao de

etanol por K. marxianus

Nesta etapa foi avaliado o efeito da suplementacdo nutricional do hidrolisado
celuldsico sobre o desempenho fermentativo de Kluyveromyces marxianus através do
planejamento experimental do tipo fatorial completo 2* utilizando os sais (NH4)2SO4,
KH>PO4, MgS04.7H>0 e do extrato de levedura. As fermentacdes foram realizadas em
hidrolisado celuldsico contendo inicialmente 100 g/L. de glicose a 40°C, empregando o
indculo produzido em hidrolisado celulésico (5g/L) por 12h, conforme descrito no item

4.3.3.

De acordo com a Tabela 16 pode ser observado que em todos o0s ensaios
fermentativos a levedura consumiu praticamente toda glicose em 12h. Em rela¢do ao
acucares totais (glicose, celobiose, xilose e arabinose), nota-se ocorreu 0 consumo em torno
de 70% destas fontes de carbono por esta cepa. As maiores concentracdes de etanol foram
obtidas nos ensaios 1 e 2 no hidrolisado ndo suplementado e no adicionado de sulfato de
amonio, respectivamente. Nestes ensaios a concentracdo de etanol foi aproximadamente 45
g/L. Nota-se ainda que a conversao de acticares totais (glicose, xilose, celobiose e arabinose)
em etanol (Y ‘ps) variaram de 0,36 a 0,41 g/g, os valores de produtividade volumétrica em

etanol (Qp) foram de 3,27 a 3,81 g/L.h.



Tabela 16 - Niveis reais dos sais utilizados no planejamento experimental do tipo fatorial completo 2*, consumo de agticares (glicose, xilose celobiose e arabinose)

por K. marxianus, e pardmetros fermentativos.

Niveis reais dos nutrientes Parametros
Ensaios | (NH4)2S0s  KH:PO4 1.‘3"'352%‘ EL co(n;lilfgfi(:ia cﬁﬁ?ﬁiﬁ:s Etanol Cfn'“: 2 mm atms AR
(/L) @@L (@ @ %) %) L) ) (@® (@ (gLhh
1 0,00 0,00 0,00 0,00 99,42 68,31 45,31 5,67 0,46 0,39 3,78
2 1,00 0,00 0,00 0,00 99,40 67,63 45,77 517 0,48 0,41 3,81
3 0,00 1,50 0,00 0,00 100,00 68,31 42,48 5,64 0,45 0,38 3,54
4 1,00 1,50 0,00 0,00 99,45 70,02 44,00 5,08 0,42 0,36 3,67
5 0,00 0,00 0,10 0,00 99,39 69,12 40,98 5,46 0,44 0,36 3,42
6 1,00 0,00 0,10 0,00 99,42 69,07 44,87 5,08 0,45 0,39 3,74
7 0,00 1,50 0,10 0,00 100,00 70,93 39,33 5,72 0,41 0,33 3,28
8 1,00 1,50 0,10 0,00 99,45 69,32 44,00 5,78 0,43 0,37 3,67
9 0,00 0,00 0,00 3,00 99,22 68,20 42,07 5,29 0,45 0,38 3,51
10 1,00 0,00 0,00 3,00 99,40 68,78 42,59 5,81 0,42 0,37 3,55
11 0,00 1,50 0,00 3,00 100,00 69,22 39,27 5,81 0,42 0,34 3,27
12 1,00 1,50 0,00 3,00 99,43 69,19 44,73 5,26 0,45 0,39 3,73
13 0,00 0,00 0,10 3,00 99,17 68,93 40,86 5,55 0,43 0,35 3,41
14 1,00 0,00 0,10 3,00 99,09 69,00 42,03 5,81 0,44 0,36 3,50
15 0,00 1,50 0,10 3,00 99,14 69,72 40,36 5,55 0,42 0,34 3 3A

(Continua)

¥6



(Conclusao)

Niveis reais dos nutrientes Parametros
Ensaios | (NH4)2SO4  KH2PO4 I\;Igl-i((); EL coilillesifla cﬁﬁlsilclzfiedsjs Etanol Cfcii;las Yrss Y*pss Qr
(¢/L) L @) @ %) %) @) @) (@2 (@2 (LY
16 1,00 1,50 0,10 3,00 99,44 66,80 44,46 5,93 0,44 0,39 3,71
PC 0,50 0,75 0,05 1,50 99,63 69,56 43,53 5,37 0,42 0,37 3,63
PC 0,50 0,75 0,05 1,50 99,58 69,15 44,59 5,44 0,42 0,37 3,72
PC 0,50 0,75 0,05 1,50 99,59 69,94 43,34 5,47 0,41 0,36 3,61
PC 0,50 0,75 0,05 1,50 99,54 69,41 44,56 5,50 0,42 0,37 3,71

*Parametros: Ac¢icares consumidos (% )— porcentagem do total de agiicares (glicose,celobiose, xilose e arabinose) consumido. Ypss. conversdo de glicose em etanol; Y “pss
- conversdo dos aciicares consumidos (glicose, celobiose, xilose e arabinose) em etanol, Qp— Produtividade volumétrica de etanol no tempo de 12h.

Fonte: Arquivo pessoal

g6
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Para anélise dos dados obtidos no planejamento experimental foi utilizado o software
Statistica® 13.4 (StatSoft, Inc., 215 Tulsa, OK, USA2) obtendo-se o diagrama de Pareto para
andlise do efeito da suplementagcdo nutricional utilizando como varidvel de resposta os
parametros fermentativos o fator de conversio de acicares totais em etanol (Y ps) € a
produtividade volumétrica me etanol (Qp) em hidrolisado celulésico. No diagrama de Pareto
as barras representam os efeitos padronizados (¢ calculado) relacionados as varidveis de
resposta. As varidveis representadas pelas barras que ultrapassam a linha vertical ( ¢
tabelado) sdo consideradas estatisticamente significantes ao nivel de confianca de 90%.0
estudo da significancia estatistica dos efeitos e suas interacdes sobre as respostas obtidas,
assim como a avalia¢cdo da qualidade do ajuste do planejamento (coeficiente de determinagao
R?) foi realizada através da andlise da variancia dos efeitos (ANOVA).

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 24) utilizando como varidvel de
resposta o fator de conversio de glicose em etanol (Y ‘ps) nota-se que a nivel de confianca
de 90% que a adicdo do sal (NH4)2SO4 produziu um efeito positivo significativo (+ 3,2) sobre
Y “pis. Nota-se ainda que o MgSO4.7 H,0 e o KH,PO4, apresentaram um efeito principal
negativo de (-2,46) e (-2,08), respectivamente, sobre o fator de conversdo de acgicares em
etanol. O extrato de levedura no apresentou efeito sobre Y ‘ps. Em relagio a interacdo entre
KH>POq4 e o extrato de levedura apesar de seu efeito ser positivo, como o efeito principal do
KH,PO: foi negativo e com influéncia semelhante sobre Y ps que a observada por sua

interacao.

Analisando a produtividade volumétrica em etanol (Qp) como varidvel de resposta
nota-se (Figura 25) nota-se que a varidvel (NH4)>SO4 teve um efeito positivo significativo
(+5,2). O sal MgS04.7 H20 e o extrato de levedura teve um efeito negativo e significativo
de (-2,6) e (-2,3) sobre a produtividade volumétrica de etanol, ji a adicdo de KH2PO4
diferente do foi observado para Y ps ndo apresentou efeito sobre esta varidvel (Qp) a um
nivel de confianca de 90%. Em relacdo as interagdes, nota-se que foram positivas e
significativas a adi¢do de KH,POse extrato de levedura (+2,4) e a interagao entre (NH4)2SO4

e KH>PO,.
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Figura 24 - O diagrama de Pareto demonstra as estimativas dos efeitos da variag¢do da concentragio
dos sais e do extrato de levedura sobre fator de conversao de agticares em etanol por K. marxianus
com 90% de confianca.

Variavel: Y'p/s

(1) (NH4)2SO4 —3.223268

(3) MgS04.7 H,0 -2,46485

(2) KH,PO4 -2,08564

2e4 2,085644

le3

-

,706436

le2 1,327228

(4) Extrato de levedura -1,32723

p=|1

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 25 - O diagrama de Pareto demonstra as estimativas dos efeitos da variagdo da concentragdo
dos sais e do extrato de levedura na produtividade volumétrica em etanol em etanol por K.
marxianus com 90% de confiancga.

Variavel : Qp

(1) (NH4)2SO4 ;5,167645
(3) MgS04.7 H,O -2,62915

2e4 2,387391
(4) Extrato de levedura -2,32695

le2 2,266511

le3 1,782989

3ed 1,541227

(2) KH2PO4 -1,1785¢
p=,1

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 17 - Anélise da variincia com o erro total para os principais efeitos e suas interacdes dos sais
e extrato de levedura empregando com varidvel de resposta o fator de conversdo de aguicares em

etanol.
Fatores SS GL MQ F p

1 (NH4)2S0O4 0,182756 1 0,182756 26,7046 0,000310
2- KH2PO4 0,009506 1 0,009506 1,3891 0,263430
3- MgS04.7 H20 0,047306 1 0,047306 6,9124 0,023443
4- EL 0,037056 1 0,037056 5,4147 0,040084
le2 0,035156 1 0,035156 5,1371 0,044580
le3 0,021756 1 0,021756 3,1790 0,102172
2ed 0,039006 1 0,039006 5,6996 0,036027
2e3 0,016256 1 0,016256 2,3754 0,151521

Erro 0,075280 11 0,006844

R=0,72 RZ%;ju=0,56

* EL- extrato de levedura

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 18- Andlise da varidncia com o erro total para os principais efeitos e suas interacdes dos sais
e extrato de levedura empregando com varidvel de resposta a produtividade volumétrica em etanol

Fatores SS GL MQ F p
1 (NH4)2S04 0,001806 1 0,001806 10,3895 0,007310
2- KH2PO4 0,000756 1 0,000756 4,3499 0,059030
3- MgS04.7 H20 0,001056 1 0,001056 6,0755 0,029773
4- EL 0,000306 1 0,000306 1,7615 0,209132
le2 0,000306 1 0,000306 1,7615 0,209132
le3 0,000506 1 0,000506 29119 0,113649
2e4 0,000756 1 0,000756 4,3499 0,059030
Erro 0,002086 12 0,000174
R=0,83 RZ%;ju=0,72

Fonte: Arquivo Pessoal
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Os resultados da andlise estatistica mostraram que o Y*ps € o Qp tiveram um efeito
significativo e positivo do (NH4)2SO4 sobre este parametro. No entanto, considerando que
os valores de Y*p;se Qp obtidos durante a fermentagao do HC apenas suplementado com 1,0
g/L. de (NH4)2SO4 (Y*ps = 0,41 g/g e Qp =3,81 g/L.h) sdo préximos aos obtidos no HC sem
qualquer suplementacdo (Y*p;s = 0,39 g/g e Qp = g/L.h)) optou-se pela utilizacdo do HC sem

adi¢do de nutrientes nos ensaios fermentativos em reator air-lift.
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5.5 Reator air-lift

5.5.1 Parametros hidrodinamicos

Nesta etapa foi realizado o estudo dos parametros hidrodinamicos do biorreator air-lift com
circulacdo interna da Tecnal (TEC-BIO-P 3- AIR-LIFT), para avaliar a transferéncia de
massa e calor no interior do vaso de reagdo no volume de 2L a 40°C. Os parametros
hidrodindmicos avaliados foram: velocidade superficial do gis na regido de subida Ugs,

coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kra), tempo de circulacdo (tc),
velocidade de circulagdo do liquido (UL), tempo de mistura (tm) e retengcdo gasosa (€g). A

andlise de cada parametro foi realizada nas vazdes especificas de ar (vvm- min™): 0,125;

0,250; 0,375 € 0,5 e o fluido utilizado foi 4gua destilada.

A Tabela 19 mostra os valores obtidos para os parametros hidrodinamicos estudados nas
diferentes vazdes especificas de ar (vvm- min™): 0,125; 0,250; 0,375 e 0,5 utilizadas no
estudo. Nota-se que o aumento da velocidade superficial do gis na regido de subida (Ugs)
acarretou no incremento no tempo de retencdo gasosa (€g), na velocidade de circulacdo do
liquido (Uvr) e no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kra). O aumento
observado no Kpa e na UL pode-se observar que foi linear, a reten¢do gasosa também pode
ser observado este efeito linear nos primeiros pontos. Em relagdo ao tempo de mistura (tm)
e de circulagdo (tc) nota-se que ocorreu a diminui¢do dos valores destas varidveis aumento

dos valores de Ugs.
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Tabela 19 - Valores médios dos parametros hidrodindmicos estudados utilizando como fluido dgua
destilada (2L), na temperatura de 40°C no biorreator air-lift.

de Ucs KLa te UL tm G
(min™) (m/s) (hh) (s) (m/s) (s) (%)
0,125 0,0016 44+0,1 23,3+0,3 0,028 30+0,7 0,33 + 0,06
0,250 0,0032 9,59 £ 0,06 10,1 £0,2 0,064 29,34 +0,5 | 0,66 + 0,08
0,375 0,0047 13,0 £0,3 7,14 £0,3 0,092 20+0,5 1,32 +0,1
0,500 0,0063 17,2 £0,4 5,00 £0,5 0,132 20+0,8 1,64 +£0,1
1,00 0,0126 334 £273 na na na na

* Onde: ®e — vazdo especifica de ar,Ugs -velocidade superficial do gds na regido de subida, K, a-
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, t. -tempo de circulacdo, Uy - velocidade de

circulacdo do liquido, t,, -tempo de mistura e € - retencdo gasosa; na- ndo analisado.
Fonte: Arquivo pessoal

A unica varidvel independente neste tipo de biorreator é a velocidade superficial do gés na
regido de subida (Ugs), devido a isso foi avaliado o comportamento dos parametros: Ka, tc,

UL, tm em fun¢do do aumento de Ugs.

A Figura 25 mostra uma relacdo linear (Equacdo 16) entre o aumento da velocidade
superficial do gés na regido de subida (Ugs) e o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (Kra), o mesmo foi observado por Cerri (2009) e Rodriguez (2015) para baixas

vazdes especificas de ar.

Equacdo 16 - Modelo matemdtico que descreve a variagdo do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio em func¢do da velocidade superficial do gés

Kra =2587. Ugs + 0,082 R%=0,999
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Figura 26 - Coeficiente volumétrico de oxigénio (Kira) em fungdo da velocidade superficial do gds
na regido de subida
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Fonte: Arquivo pessoal

O comportamento do tempo de circulacdo em relacdo ao aumento da velocidade
superficial do gés na regido de subida (Ugs) € revelado na Figura 27. Nota-se quando o valor
de Ugs dobrou de 0,0016 para 0,0032 m/s o tempo de circulagdo decresceu mais que a
metade. Para valores de Ugs superiores a 0,0032 m/s ainda observou-se a queda do tempo
de circulagdo, porém o decréscimo no valor desta varidvel foi menor. A equacdo 17 mostra
o modelo matemético que descreve o comportamento do tempo de circulacdo em func¢do de

Ugs.

Equacio 17 - Modelo matemaético que descreve a valores do tempo de circulagdo obtidos em fungdo
da velocidade superficial do gis

tc =0,0197. Ugs %% R?=0,996

Figura 27 - Valores médios do pardmetro hidrodindmico tempo de circulagio obtidos na temperatura
de 40°C utilizando diferentes vazdes especificas de ar ( 0,125-0,5 min™') em fung¢io da velocidade
superficial do g4s na regido de subida

25

20 -

0 0,002 0,004 0,006 0,008
Ugs (m/s)

Fonte: Arquivo pessoal
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A Figura 28 mostra que os valores da velocidade de circulagdo do liquido (UL) aumentaram
de maneira linear com o incremento da velocidade superficial do gds na regido de subida
(Ugs), como revela o modelo matematico que correlaciona estes parametros obtidos no
presente trabalho (Equacgao 18).

Figura 28 - Valores de velocidade de circulagdo do liquido obtidos na temperatura de 40°C

utilizando diferentes vazdes especificas de ar (0,125-0,5 min'') em de dgua destilada (2L) em
funcdo da velocidade superficial do gis na regido de subida

s 16
¢ y Ve ) , - ,,,,A,
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Fonte: Arquivo pessoal

Equacdo 18 - Modelo matematico que descreve a variacdo da velocidade de circulagdo do liquido
(Up) em funcdo da velocidade superficial do gas na regido de subida (Ugs)

UL =21,52. Ugs -0,006 R?=0,996

O tempo de mistura apresentou um perfil diferente ao observado para o tempo de circulacao,
embora os valores obtidos para este parametro também decresceram com o aumento da
velocidade superficial do gés na regido de subida, nota-se que dobrando o valor de Ugs de
0,0016 para 0,0032 m/s este pardmetro permaneceu praticamente constante. Com o
incremento de Ugs para 0,0047 m/s observa-se um declinio 1,5 vezes em t, seguido por uma
nova estabilizacdo na faixa de Ugs de 0,0047 e 0,0063 m/s. O modelo matematico que

descreve o comportamento desta varidvel em funcdo de Ugs se encontra na Equagao 19.

Equacdo 19 - Modelo matemdtico que descreve o decréscimo do tempo de mistura observado em
relacdo ao incremento da velocidade superficial do gés na regido de subida

tm = SE+08* Ugs® - 9E+06* Ugs? + 28643*Ugs +4,609  R*=0,999
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Figura 29 — Perfil do tempo de mistura (tm) em fungdo do aumento da velocidade superficial do gas
na regido de subida (Ugs) obtidos na temperatura de 40°C utilizando 4gua destilada (2L) como
fluido.
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Fonte: Arquivo pessoal

A transferéncia de massa da fase gasosa para a fase liquida € determinada pelo
tamanho de bolha e pela retengdo gasosa, a qual revela a variacdo da altura da coluna de
liquido no vaso de reacdo para uma vazdo especifica de ar. O conhecimento da retencao
gasosa € importante para determinar o volume de liquido méximo que se pode empregar na

fermentacao.

No presente trabalho nota-se na Figura 30 que o aumento da velocidade superficial

do gds na regido de subida proporcionou o incremento da reten¢ao gasosa de maneira linear
até o valor de Ugs de 0,0047 m/s, a partir deste ponto pode-se observar o aumento £G mais

lentamente. A equacdo 20 descreve o modelo matematico para os valores observados.

Equacio 20 - Modelo matematico que descreve o aumento da retencdo gasosa (E€g) em fungdo da
velocidade superficial do gas na regido de subida (Ugs)

tm = -3E+07* Ugs® +331651* Ugs® — 869,06%Ugs +0,988 R?=0,999
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Figura 30 — Comportamento da reten¢do gasosa em funcdo do aumento da velocidade superficial do
gés na regido de subida (Ugs) obtidos na temperatura de 40°C utilizando dgua destilada (2L) como
fluido.
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Fonte: Arquivo pessoal

A partir dos valores obtidos dos parametros hidrodinamicos: Ugs, K4, t¢, UL, tm € €G
mostrados na Tabela 19, pode-se inferir que no menor valor de vazdo especifica de ar
estudada (0,125 vvm) o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio foi 4,44 hl.
Neste ponto observa-se que o tempo de mistura e de circulagdo em dgua (2L) foram 30 e 23
segundos respectivamente, mostrando que neste Kpa ocorre a homogeneizacdo da mistura

no interior do vaso de reacgao.

Entretanto a reteng¢do gasosa, que avalia o tempo de residéncia do gis no liquido, no
Kpa de 4,44 h''foi baixa, o que é adequado para presente trabalho que tem como objetivo a
producdo de etanol, obtido em meio de fermenta¢do com baixa concentracdo de oxigénio.
Portanto para os ensaios fermentativos em reator air-lift definiu-se a utilizacdo do Kra 4,44

h.
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5.5.2 Fermentacao em reator air-lift

Nesta etapa foi realizada a producao de etanol utilizando a levedura Kluyveromyces
marxianus a partir do hidrolisado celuldsico de palha de arroz em reator air-/ift na mesma
temperatura utilizada na avalia¢do nutricional (item 5.4), o Kia utilizado foi de 4, 7 h',
conforme descrito na metodologia (item.4.4). Para efeito de comparacdo do desempenho
fermentativo desta cepa em hidrolisado celulésico foi realizada uma fermentacao neste reator

sob as mesmas condicdes, utilizando o meio semi - definido contendo glicose.

Segundo Schimidell ez al. (2001) a presenca de alguns compostos como sais afetam
de maneira negativa a transferéncia de oxigénio da fracdo gasosa para a fracao liquida (Kpa)
no meio. Como observado na Tabela 7 (metodologia - item 4.4), a vazdo especifica de ar foi
diferente para os ensaios em hidrolisado e no meio semi-definido (0,5 vvm e 0,25 vvm,
respectivamente). Entdo pode-se inferir a partir dos dados obtidos que o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio Kra foi negativamente influenciado pela
composicdo do hidrolisado celuldsico, sendo necessdrio a introducdo de uma vazdo

especifica de ar maior para atingir o Kpa de 4,7 h'! .

A Figura 31 revela o desempenho fermentativo de K. marxianus em hidrolisado
celuldsico. Nota-se que com 11h de fermentacio esta cepa consumiu 87,2% da glicose e a
concentracdo de etanol foi de 31,8 g/L, praticamente a mesma encontrada no tempo de 10h
(31,71 g/L), quando a concentragdo de glicose no meio era de 20,8 g/L.. Durante as primeiras
11h foi observado o consumo somente de glicose pela levedura, no entanto no tempo de 22h,
observou-se que além da glicose a levedura metabolizou celobiose e xilose. O mesmo foi
observado no presente trabalho Figura 21, onde nota-se que o consumo dos demais agicares

sO ocorreu apods a glicose ser exaurida do meio fermentativo.

A concentragdo maxima de etanol foi atingida com 22h de fermentagdo 35,1 g/L,
com fator de conversao de agucares (glicose, xilose e celobiose) em etanol (Ypss) 0,31 g/ge
produtividade volumétrica de 1,59 g/L.h, todavia os valores maximos de Yp/s € Qp foram
observados no tempo de 10h, 0,38 g/g e 3,17g/L.h, respectivamente a partir do consumo
somente de glicose por K. marxianus. Como subprodutos da fermentagdo obteve-se glicerol,
xilitol e 4cido acético. A concentragdao médxima destas substancias foram observadas no final

da fermentacdo (22h), os valores encontrados foram (g/L): 3,65 glicerol, 1,83 de &cido
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acético e 2,12 de xilitol. A formacdo de glicerol e acido acético ocorreram no inicio da

fermentacdo (1,7h), o xilitol, entretanto foi observado apds 11h de fermentacao.

Comparando os valores de produtividade volumétrica assim como o fator de
conversdo de agucares em etanol obtidos em hidrolisado celulésico no air-lift em 22h de
fermentagdo (Qp= 1,6 g/L.h e Ypis= 0,31 g/g), nota-se que os valores destes parametros em
air-lift foram menores que os obtidos durante o planejamento experimental no tempo de 12h,
Qp=3,78 g/L.Lhe Ypis=0,31 g/g 0,39 g/g respectivamente. Além disso, na etapa de avaliagdao
nutricional que foi realizada em frasco erlenmeyer, para os valores destes parametros
fermentativos (Ypis € Qp) observou-se o consumo de 68,31% dos agticares do meio (toda
glicose foi consumida) e uma concentracao de etanol de 45,3 g/L, enquanto no air-lift a K.
marxianus no tempo de 22h consumiu somente 57% dos agtcares e a concentracao de etanol

foi 35,1 g/L.

Uma explicacdo para o baixo valor no consumo de aguicares e produgdo de etanol
pode residir no tamanho do in6culo, durante o planejamento experimental (item 5.4) foi
utilizada a concentracdo inicial aproximada 5,0 g/L de células, no reator esta concentracao
foi de 3,8 g/L.. Além disso, o indculo durante o planejamento experimental foi produzido em
hidrolisado celulésico suplementado com sais ((NHs)2SOs, KH2PO4 e MgSOs4 .7 H20) e
extrato de levedura (30h, 30g/L de glicose inicial) enquanto para o aumento de escala (reator)
o indculo foi obtido a partir do meio sintético suplementado com os mesmos sais do
hidrolisado celuldsico e extrato de levedura (17h, 30g/L de glicose inicial). O crescimento
celular no préprio hidrolisado pode ter ativado o metabolismo dos demais agucares, e as

células K. marxianus estarem mais adaptadas ao hidrolisado.

Iniciando o processo fermentativo com a concentracao celular aproximada de 4,2 g/L
Dasgupta et al. (2017) produziram etanol celulésico em reator do tipo tanque agitado a partir
de Kluyveromyces marxianus 1IPE453 utilizando como matéria prima o bagaco de cana de
acuicar. A partir da concentracdo inicial de glicose 45g/L no hidrolisado, os autores
obtiveram um fator de conversdo de agucares em etanol de 0,44 g/g e uma produtividade
volumétrica de 0,9 g/L.h, esta produtividade foi menor do que a observada no air-/ift (1,59

g/L.h no tempo de 22h).
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Figura 31 - Perfil do desempenho fermentativo da levedura K.

hidrolisado celulésico no reator air-lift

=]
<

[=a)
>

-
=

~
>

[Glicose, Celobiose, Xilose Arabinose] (g/L)

=

#®Glicose #Celobiose ®Xilose

Fonte: Arquivo Pessoal

marxianus NRRL-Y 6860 em

Tempo (h)

Arabinose <Etanol #Biomassa

[Etanol, Biomassa, Xilitol, Glicerol, Ac. Acético](g/L)

+Xilitol %Ac. Acético +Glicerol

Além da concentragdo inicial e o do meio de cultivo do para obten¢do do indculo,

um outro fator que pode ter contribuido para a baixa concentracao de etanol obtida é a

concentracdo de oxigénio dissolvida no meio. Ao contrario do que foi observado na

fermentacgdo utilizando o meio definido em air-lift, a quantidade de oxigénio dissolvida no

sistema nao zerou (Figura 33). Com a adicdo do in6culo no reator a pressdo parcial de

oxigénio se manteve em 4% e aumentou no decorrer da fermentacdo, atingindo o valor

aproximado de 19%.

Figura 32 - Quantidade de oxigénio dissolvido (pO:) e do pH durante a producio de etanol em meio
composto por hidrolisado celulésico a 40°C por K. marxianus em biorreator air-lift
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De acordo a Figura 33 o perfil de fermentativo de K. marxianus NRRL Y 6860 em
meio semi-definido composto por glicose, sais e extrato de levedura (Figura 33) revela que
o consumo de toda glicose (100 g/L) do meio foi concomitante com a maxima concentragao
de etanol encontrada no meio (44,4 g/L) no tempo de 6,5h, sendo os valores do fator de
conversdo (Ypss) e da produtividade volumétrica em etanol (Qp) neste periodo 0,44 g/g. e
6,83 g/L/h, respectivamente. Como subprodutos do processo observou-se a formacio de
glicerol e dcido acético. A concentragdo maxima de glicerol (5,52 g/L) e acido acético (1,04
g/L) foi atingida com 6,5h, mesmo tempo em que a concentragao de etanol foi maxima. Apds
este periodo pode-se notar um declinio na concentragdo de glicerol (5,44 g/L), no entanto a

concentracdo de dcido acético se manteve constante.

Tavares et al. (2019) produziram bioetanol em reator do tipo tanque agitado, na
mesma temperatura (40°C) utilizando um Kyra de 0,2 h'!, sob agita¢io (300 rpm), utilizando
a cepa Kluyveromyces marxianus ATCC36907 em meio semi-definido composto por glicose
(89,7 g/L), o final de 24 h os autores observaram uma concentragao de 36,2 gL de etanol no
caldo fermentado correspondendo a Yps = 0,41 g/g e Qp = 1,51 g/L.h. Nota-se que a
produtividade volumétrica obtida pelos autores foi 4,5 vezes menor que a do presente
trabalho, um dos fatores que podem ter contribuido para o maior tempo de fermentacao
observado por Tavares et al. (2019) € a concentracdo de células inicial que foi 3 vezes

inferior a utilizada neste estudo (3,1 g/L).

Além disso, Tavares et al. (2019) também encontraram a maxima concentracdo de
glicerol (~11,0 g/L) e 4cido acético 1-1,5 g/LL no mesmo ponto em que a concentragdo de
etanol foi méxima (36,2g/L), apds este periodo estes valores permaneceram constantes. A
quantidade de 4cido acético obtida por estes autores foi proximo a obtida neste trabalho em
biorreator air-lift em meio semi-definido, no entanto a concentracdo de glicerol observada
por Tavares et al. (2019) foi o dobro. A producao de glicerol pode ser atrelada a necessidade
da célula de obter co-fatores reduzidos para continuar a gerar energia (ATP) utilizada na
biossintese celular, além disso a producdo de glicerol pode ser observada quando a célula se
encontra em stress que pode ser gerado pela falta de nutrientes gerada no decorrer da
fermentacao, pressao osmotica, pH e dos produtos obtidos no decorrer do processo como
etanol e dcidos acético, por exemplo (BAI, ANDERSON, MOO-YOUNG, 2008; TAVARES
et al., 2019).

No mais, € possivel inferir a parir da Figura 31 que apds o tempo de 6,5h, onde se

obtém a maxima concentrag¢do de etanol, ocorre um declinio na concentragdo deste produto



110

no meio, o0 mesmo foi observado pelos autores Tavares et al. (2019), Da Silva et al. (2015)
e Fu et al. (2009) o consumo de etanol apds o esgotamento da glicose no meio pode estar

relacionado ao etanol servir como fonte de carbono para a levedura.

Figura 33 - Perfil do desempenho fermentativo da levedura K. marxianus NRRL-Y 6860 em meio
composto por glicose, sais [(NH4)>SO4, KHoPO4, MgS04.7H,0] e extrato de levedura a 40°C por K.
marxianus em biorreator air-lift
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Fonte: Arquivo Pessoal

Durante a fermentacao observou-se também (Figura 33) a producao de biomassa de
4,7 g/LL com 5h de processo, ap6s este periodo houve um declinio na concentracao celular,
que foi 4,15 g/L. em 6,5h e se manteve estdvel até o final do processo fermentativo. A pouca
formacdo de biomassa pode ser atribuida a baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no
meio, isto pode ser corroborado com o fato que apds poucos segundos (30s) da adicdo do
in6culo no biorreator a pressdo parcial de oxigénio zerou e se manteve assim durante toda a

fermentacado (Figura 34), o mesmo evento foi observado por Tavares et al. (2019).

Figura 34 - Valores do pH e da quantidade de oxigénio dissolvida no meio complexo composto por
glicose, sais [(NH4)2SO04, KH,PO4, MgS04.7H,0] e extrato de levedura a 40°Cpor K. marxianus em
biorreator air-lift
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Fonte: Arquivo Pessoal
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A Tabela 20 compara os parametros fermentativos obtidos neste trabalho em hidrolisado

celuldsico e meio semi-definido utilizando glicose como fonte de carbono.

Tabela 20 - Parametros fermentativos de K. marxianus em hidrolisado celuldsico e meio semi-
definido

Parametros fermentativos HC Meio semi-definido
Tempo (h) 22 6,5

Etanol (g/L) 35,1 44.4

Yess (g/g) 0,33 0,44

Qr (g/L.h) 1,59 6,83

(%) 64,7 86,3

Fonte: Arquivo Pessoal

Os resultados revelam que o desempenho fermentativo de K. marxianus em reator
air-lift foi melhor no meio semi-definido contendo glicose, onde obteve-se os maiores
valores dos parametros de produtividade volumétrica (Qp ) e do fator de conversao de glicose
em etanol (Ypis) como revela a Tabela 20. Nota-se ainda, que a maior diferenga ocorreu no
tempo de fermentacao que foi aproximadamente de 3,4 vezes superior no meio contendo
glicose comercial (semi-definido), devido a isso, a produtividade volumétrica em etanol (Qp)
observada neste meio de fermentacdo, Qp= 6,83 g/L.h, foi maior que a obtida em hidrolisado

celulésico em reator air-lift.

A Tabela 21 compara os pardmetros fermentativos obtidos neste trabalho com a
literatura, onde pode-se observar que o valor do fator de conversao de glicose em etanol
obtido no meio semi-definido composto por glicose, sais e extrato de levedura foi semelhante
ao observado pelos demais autores. A produtividade volumétrica em etanol obtida em
hidrolisado celuldsico se encontra proxima aos valores encontrados pelos autores da Tabela
21, entretanto Qp observada em meio-semi-definido foi 3,2 vezes superior a obtida por Zahed

et al. (2016).



Tabela 21 - Parametros fermentativos obtidos no presente trabalho e dados presentes na literatura

Microrganismo Fonte de Carbono T vvm (min') Tempo Reator Etanol Yrss Qr Referencia
(°C)  Agitacao (rpm) (h) (g/L) @/g) (g/L.h)
Kira(h)
K. marxianus 40 0,25 6,5 Air-Lift 44.4 0,44 6,8 Presente estudo
NRRL Y-6860 Glicose comercial -
4,0
K. marxianus Hidrolisado Celulésico 40 0,5 22 Air-Lift 35 0,31 1,6 Presente estudo
NRRL Y-6860 -
(Palha de arroz) 4.68
K. marxianus Hidrolisado Celuldsico 45 0,025 24 Tanque 40,5 ~0,45 0,9 Dagsputa et al.
IIPE453 (Bagaco de cana de 200 Agitado (2017)
agucar) -
K. marxianus 40 0,1 24 Tanque 36,2 0,41 1,51 Tavares et al.
ATCC36907 Glicose comercial 300 Agitado 2019
0,2
Pichia stipidis Hidrolisado 30 2,88 ~53,7 Tanque 9,66 0,41 0,18  Telli-Okur; Eken-
hemicelulésico 100 Agitado Saracoglu
(Sun flower seed hull) - (2006)
S. cerevisiae & Hidrolisado celulésicoe 30 0,5 16 Tanque 334 0,44 2,1 Zahed et al.
C. tropicalis hemicelulésico 300 Agitado (2016)
(co-cultura) (Palha de arroz) -

Fonte: Arquivo Pessoal

Cll
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

» A sequéncia de pré-tratamentos alcalino e com &4cido diluido na palha de arroz
resultou na obten¢do do hidrolisado hemiceluldsico com baixa concentragdo de acido

acético e da celulignina com alto teor de celulose.

» A configuracio do processo de hidrdlise enzimdtica em batelada alimentada com alto
teor de solidos em reator moinho de bolas vertical proporcionou a obtencdo do

hidrolisado celuldsico com concentragdo de glicose superior a 100 g/L.

» O tipo de hidrolisado (hemicelulésico ou celuldsico) utilizado para o preparo do
in6culo de K. marxianus afetou na fermentabilidade desta cepa em hidrolisado
celulésico. Os melhores resultados (Y'ps = 0,43 g/g, Qp = 3,91 g/L.h) foram

observados quando os indculos foram preparados em hidrolisado celuldsico.

» Os resultados da andlise estatistica mostraram que o Y*p;s e 0 Qp tiveram um efeito
significativo e positivo do (NH4)>SOs sobre este parametro. No entanto,
considerando que os valores de Y*p;s e Qp obtidos durante a fermentagdo do HC
apenas suplementado com 1,0 g/L de (NH4)2SO4 (Ypis = 0,41 g/g e Qp =3,81 g/L.h)
sdo proximos aos obtidos no HC sem qualquer suplementagdo (Ypss = 0,39 g/g e Qp
= g/L.h) optou-se pela utilizagdo do HC sem adi¢cdo de nutrientes nos ensaios

fermentativos em reator air-lift.

» O desempenho fermentativo de K. marxianus no reator air-lift foi superior em meio
semi-definido contendo glicose (Yp;s= 0,44 g/g, Qp = 6,83 g/L..h). que em hidrolisado
celuldsico (Ypis=0,33 g/g, Qp = 1,41 g/L.h). Os menores valores de Ypss € Qp obtidos
no hidrolisado celuldsico pode ter ocorrido pela presenca de inibidores que pode ter

afetado negativamente o desempenho fermentativo desta cepa.



114

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

» Estudos para melhorar o desempenho fermentativo de K. marxianus em reator air-

lift empregando o hidrolisado celuldsico
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