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Caminhante, sdo tuas pegadas
o caminho e nada mais,
caminhante, ndao ha caminho,
se faz caminho ao andar

Ao andar se faz caminho
e ao voltar a vista atrds
se vé a senda que nunca

se ha de voltar a pisar

Caminhante nao ha caminho
sendo ha marcas no mar....

Antonio Machado
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RESUMO

A exploragdo da biodiversidade de leveduras e o aperfeicoamento do processo fermentativo
sdo estratégias que podem gerar avangos que permitam a viabilizagdo industrial da producao
de etanol de segunda geracdo. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
aprofundar o conhecimento sobre as leveduras recentemente prospectadas da biodiversidade
brasileira com capacidade de fermentar a glicose e xilose em etanol, bem como, desenvolver
estratégias de fermentacdo de hidrolisados resultantes do tratamento acido e tratamento
enzimatico da mistura 1:1 de casca de aveia com casca de soja buscando aperfeicoar a
producdo de etanol a partir destes substratos. Na primeira etapa deste estudo, a capacidade de
fermentagdo dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com casca de soja pela levedura,
recentemente prospectada, Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 foi avaliada em
fermentagdes em biorreator de tanque agitado e o efeito do oxigénio na conversao da glicose e
xilose em etanol foi investigado. Trés diferentes condigdes de aeracdo do meio de cultura
foram testadas (anaerobiose, 0,5 vvim e 1 vvm). Limitagdes na capacidade de fermentagdo dos
acucares foram observadas nas culturas em anaerobiose e os parametros de producdo de
etanol se mostraram dependentes da condicdo de aeragdo aplicada e da concentragdo de
acucar do hidrolisado. Os rendimentos de conversao ao etanol (Y zom/s) variaram de 0,23 até
0,40 geg” e as produtividades volumétricas(Qp) variaram de 0,06 até 0,22 g+(L<h)". Na
segunda etapa do estudo, a fermentagcdo dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com
casca de soja foi testada em agitador rotacional, biorreator de tanque agitado e biorreator de
c¢lulas imobilizadas utilizando uma ampla diversidade de leveduras dos géneros Spathaspora,
Scheffersomyces, Sugiymaella e Candida, além de uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificada para fermentar glicose e xilose em etanol. Altos
rendimentos de conversdo ao etanol foram atingidos com a levedura Sp. passalidarum
UFMG-CM-469 tanto em microaerofilia (0,42 geg”) quanto em anaerobiose (0,43 geg™),
superando, até mesmo, os rendimentos de Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 mostrados na
etapa anterior. Aumentos consideraveis na produtividade volumétrica foram atingidos com
células de Sp. passalidarum UFMG-CM-469 imobilizadas em LentiKats® fermentando os
hidrolisados suplementados com extrato de levedura cru, atingindo 0,30 ge(Leh)’ na
fermentacio do hidrolisado resultante do tratamento acido e 0,29 ge(L+h)" na fermentacio do
hidrolisado resultante do tratamento enzimatico. A estabilidade das células imobilizadas em
LentiKats® foi testada em fermentacdes sequenciais de hidrolisados ¢ o desempenho
fermentativo se manteve estavel por mais de 250 horas de fermentagdo. Na terceira etapa do
estudo, Sp. passalidarum UFMG-CM-469, a levedura que conferiu os melhores resultados ao
longo deste trabalho, foi testada em fermentacio com células imobilizadas em LentiKats® em
biorreator fluidizado e de leito fixo em cultura continua na taxa de diluigio de 0,05 h™'. O
biorreator fluidizado mostrou melhores parametros fermentativos (Y zom/s € Qp) operando em
cultura continua na taxa de diluicdo de 0,05 h™'. Aumentos na taxa de diluicdo do biorreator
fluidizado (0,1 e 0,2 h™") em cultivo continuo geraram altos valores de produtividade
volumétrica de etanol, atingindo 1,69 ge(L+h)" na fermentaco do hidrolisado resultante do
tratamento acido e 2,74 ge(L+h)" na fermentacio do hidrolisado resultante do tratamento
enzimatico.

Palavras-chave: Biorrefinaria; casca de aveia; casca de soja; hidrélise acida e enzimatica,
células imobilizadas; fermentagao continua.



ABSTRACT

The exploration of yeast biodiversity and the improvement of the fermentation process are
strategies that can generate advances that allow the industrial viability of second generation
ethanol production. In this context, the present work aimed to deepen the knowledge of
recently prospected yeasts from Brazilian biodiversity with the ability to ferment glucose and
xylose into ethanol, as well as developing fermentation strategies of hydrolysates resulting
from acid treatment and enzymatic treatment of the 1:1 mixture of oat hull and soybean hull,
seeking to improve the production of ethanol from these substrates. In the first step of this
study, the fermentation capacity of hydrolysates from the mixture of oat hull and soybean hull
by the recently prospected yeast, Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 was evaluated
in fermentations in a bioreactor stirred tank and the effect of oxygen on conversion of glucose
and xylose to ethanol was investigated. Three different aeration conditions of the culture
medium were tested (anaerobiosis, 0.5 vvm and 1 vvm). Limitations in the fermentation
capacity of sugars were observed in anaerobic cultures and the parameters of ethanol
production were shown to be dependent on the applied aeration condition and on the sugar
concentration of the hydrolysates. The conversion yields to ethanol (Y z0m/s) ranged from 0.23
to 0.40 geg™ and the volumetric productivity (Qp) ranged from 0.06 to 0.22 g+(L+h)" . In the
second stage of the study, the fermentation of hydrolysates from the mixture of oat hull and
soybean hull was tested in a rotational shaker, bioreactor stirred tank and immobilized cell
bioreactor using a wide variety of yeasts from the genera Spathaspora, Scheffersomyces,
Sugiymaella and Candida, in addition to a strain of Saccharomyces cerevisiae genetically
modified to ferment glucose and xylose into ethanol. High yields of conversion to ethanol
were achieved with the yeast Sp. passalidarum UFMG-CM-469 both in microaerophilic (0.42
geg) and in anaerobiosis (0.43 geg™), even surpassing the yields of Sp. hagerdaliae UFMG-
CM-Y303 shown in the previous step. Considerable increases in volumetric productivity were
achieved with cells immobilized of Sp. passalidarum UFMG-CM-469 in LentiKats®
fermenting the hydrolysates supplemented with raw yeast extract, reaching 0.30 ge(Leh)" in
the fermentation of the resulting hydrolysate of the acid treatment and 0.29 ge(Leh)" in the
fermentation of the hydrolysate resulting from the enzymatic treatment. The stability of cells
immobilized on LentiKats® was tested in sequential fermentations of hydrolysates and
fermentation performance was stable for over 250 hours of continuous fermentation. In the
third stage of the study, Sp. passalidarum UFMG-CM-469, the yeast that gave the best results
throughout this work, was tested in fermentation with cells immobilized in LentiKats® in a
fluidized and packed-bed, in continuous culture in the dilution rate 0.05 h™'. The fluidized
bioreactor showed better fermentation parameters (Y zoms and Qp) operating in continuous
culture at a dilution rate of 0.05 h™". Increases in the fluidized bioreactor dilution rate (0.1 and
0.2 h™") in continuous cultivation generated high values of volumetric ethanol productivity,
reaching 1.69 g+(Leh)" in the fermentation of the resulting hydrolysate of the acid treatment
and 2.74 g+(L*h)" in the fermentation of the hydrolysate resulting from the enzymatic
treatment.

Keywords: Biorefinery; oat hull; soybean hull; acid and enzymatic hydrolysis; immobilized
cells; continuous fermentation.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ..ot eeeeeeees e eeeeee s ee e ees e eeee s
LISTA DE TABELAS. ....cooeeoeeeeeeee oot s e es s
NOMENCLATURA. ...t s et s e es e ee e eee e ees e eeee s
TINTRODUGCAO. ...t et e
2.REVISAO BIBLIOGRAFICA........c.ouieieeeeeeeeeeeeeeeee oo
2.1 Residuos LignocelulOSICOS. ... .uiviiiiiiiiiiiiiiiesrieetieetieetieette e eteeve s er e s e eraeseae e

2.2 Biorrefinarias e processos de tratamento e conversdo de agticares dos residuos
JIZNOCEIULOSICOS. .. .evieceie ettt ettt e b e s b e sbeeabeeebeeee s
2.3 Producdo de etanol em biorrefiNarias............ccoveeeeeeereeeeeeee e e e
2.4 Producdo de xilitol em biorrefinarias.............coceeeveeeieieie e
2.5 Leveduras fermentadoras de XilOSe.........ccoocieieieriireirieiese et s
2.5.1 Leveduras selvagens fermentadoras de xilose na producdo de ectanol de
SCEUNAA ZEIACAO. . ..uveeuvietieetieetieie ettt ertee st ee st eetbeetbeetbesseesseessaesbestsessressbeesseesseessesssesssens
2.5.2 Leveduras geneticamente modificadas para fermentar xilose na produgdo de
etanol de SEZUNAA ZEIAGAO.......cueiveeieciieie ettt eereeteetieetaeete st et e b e eraesbaeessesaeesneans
2.6 Tecnologias de fermentagao...........ccueevuiviiriiiiieirieiie e eie et s svveraeeae e
2.6.1 Caracteristicas dos hidrolisados ¢ influéncia no processo de fermentacao...
2.6.2 Biorreatores e configuragdes para a produgdo de etanol............ccccceevvevrienviennnnn
2.7 ITmMObIIZAGAO CCIUIAT. ... ..cocvei it

3. RESULTADOS . ....ccoititeett ettt sttt

3.1 Conversion of fermentable sugars from hydrolysates of soybean and oat hulls
into ethanol and xylitol by Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303...............
3.2 Performance of xylose-fermenting yeasts in oat and soybean hulls hydrolysate
and improvement of ethanol production using immobilized cell
RO 51 7 801N
3.3 Continuous bioreactor bioprocess using immobilized Spathaspora
passalidarum to ferment hydrolysates of oat and soybean hulls to
Cthanol. ...

4. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS .....ooiivieeeiieeeceeceeeeeeee e,

5. CONCLUSOES. .....ciiiiiiiiiiiiiii
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cvrueriimereieeieeneessseeseeissesssssessssesesnnes

22
29
31
32

32
36
37
37
39
44

48

49

56



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Potencial da geracdo de residuos lignoceluldsicos em milhdes de toneladas.
Adaptado de Bentsen € EIDY (2010)......cccieviieriiivieiieeieeeiece e sen s

Figura 2. Estimativa de producdo de residuos lignocelulésicos conforme o tipo de cultivo.
Adaptado de Bentsen € EIby (2010)......cccoiiviiviiiiiiiiiie e

Figura 3. Componentes da parede celular da planta. Adaptado de Rocha-Meneses et al.

Figura 5. Representagdo das regides amorfas e cristalinas da celulose. Adaptado de Siqueira
8 @ (2010).vee oo eeeeee e eese e ee e s eeeeese e eeeeeens

Figura 6.Representacdo da hemicelulose. Adaptado de Santos et al. (2012).................

Figura 7. Estrutura quimica da lignina. Mandlekar ef al. (2018)........coevvveviiieeccivencnenn.
Figura 8. Representacdo esquematica dos processos realizados em uma biorrefinaria
de lignocelulosicos. Adaptado de Kamm ez al. (2006).........ccceeevuiieniieenieeniieeiee e
Figura 9. Representagdo esquematica da acdo das enzimas de despolimerizagcdo da
celulose. Adaptado de Ojeda ef al. (2011)..cccvieeciieiiieiiie et
Figura 10. Paises e quantidade produzida de etanol. Adaptado de Maitah et al.

Figura 11. Via metabdlica da xilose em leveduras e bactérias. Adaptado de Jeppsson
€8 AL (2000)...cueieeeiie ettt et e et e e et ae et ae et ee e eesaaeeennnes
Figura 12. Representagdo esquematica de um biorreator de tanque agitado STR.
Disponivel em Yang (2007)....ccccuueeeiieiiiieeiiie e eieeeeieeesire e e s ee e e e sese e
Figura 13. Biorreatores em coluna de células imobilizadas...........cccccceoieiiiniinnnnnnnnn
Figura 14. Métodos de imobilizacdo celular. Adaptado de Kourkoutas et al.

Figura 15. Processo de difusdo nas particulas de Lentikats”. Adaptado de Krasiian et
AL (2016) ettt ettt ettt ente e et neen

15

16

17

17

18
19
21
24
28
30
34

40
42

45

46

10



LISTA DE TABELAS

Tabelal. Principais diferengas entre as moléculas de celulose e hemicelulose.

Adaptado de Santos ef al. (2012)...ccuiieiiiiiieeieeieie et 20
Tabela 2. Composi¢do quimica de algumas biomassas lignocelulosicas............. ...... 22
Tabela 3. Principais métodos de pré-tratamento dos residuos lignoceluldsicos.

Adaptada de OJEDA ef al. (2011)uuiiiiiiiiiiiiiiiciieieeeee et 25

11



NOMENCLATURA

Lista de Simbolos
CO, gas carbonico

D taxa de diluigcao

g grama

h hora

H,SO, 4cido sulfurico
L litro

min  minuto

mL  mililitro

mg miligramas

mm  milimetro

NaOH hidroxido de sédio

°C graus Célsius

pH  potencial hidrogenionico

7y taxa de formacdo de produto

rpm  rotagdes por minuto

t tempo

uL  microlitro

X concentragao celular

Yps  fator de conversdo de substrato em produto
Yeorn rendimento de etanol

Y, rendimento de xilitol

Qeron  produtividade volumétrica de etanol

Qys  produtividade volumétrica de xilitol

12



Lista de Abreviaturas e Siglas

CBS Centraalbureau voar Schimmelcultures

CCT Colecdo de Culturas Tropical

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DO Densidade Optica

HMF Hidroximetilfurfural

XR Gene que codifica para a enzima xilose redutase

XDH Gene que codifica para a enzima xilose desidrogenase

XK Gene que codifica para a enzima xiloloquinase

MAPA Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
SEAPPA Secretaria da Agricultura, Agropecuaria, Pesca e Agronegocio

UFMG-CM  Colecao de cultura da Universidade Federal de Minas Gerais
YMA Yeast morphology agar



1. INTRODUCAO

Processos biotecnologicos estdo recebendo mais atencao pelas diversas industrias por
serem processos mais sustentaveis quando comparados com a tecnologia quimica classica.
Uma tendéncia biotecnoldgica crescente € a producdo de biocombustiveis, em que se destaca
a tecnologia de fermentacdo para conversao de residuos agricolas ricos em aglcares no
chamado etanol de segunda geracdo. Esta tecnologia ¢ impulsionada pelas preocupagdes com
a viabilidade do uso de combustiveis fosseis, o rapido aquecimento do planeta e a geragao de
residuos.

A biomassa lignoceluldsica contém a maior reserva de acucares do planeta, sendo
composta pelas fracdes de celulose, hemicelulose e lignina. A glicose compde a fracdo da
celulose e ¢ o agucar mais abundante do planeta; ja a xilose, o segundo mais abundante,
compoe a fracdo de hemicelulose. Os agtcares das fragdes de celulose e hemicelulose formam
até 70% de toda a biomassa de angiospermas e podem ser uma fonte alternativa de substrato
para a producdo de etanol de segunda geragao.

No contexto de fermentacdo, em escala industrial para a produgdo de etanol, as
leveduras sdo os organismos mais adequados devido as vantagens: maior espessura de suas
paredes celulares, exigéncias nutricionais menos rigorosas, maior tamanho de suas células,
maior resisténcia a contaminacdo ¢ melhor crescimento em pH 4cido. Embora a glicose que
compde a biomassa lignoceluldsica seja fermentada em etanol pela levedura S. cerevisiae,
com rendimentos tedricos, a fermentacdo eficiente em etanol da xilose — principal
componente da fracdo hemiceluldsica — ainda ¢ um desafio a ser superado para a conversao
econdmica da biomassa de lignocelulose em etanol. A descoberta de leveduras fermentadoras
de xilose em novos nichos e a transformagao genética de leveduras visando a rapida utilizagdo
de xilose passaram a ser exploradas na tentativa de viabilizar a producao de etanol de segunda
geracao.

Avangos no desenvolvimento da tecnologia de producao de etanol de segunda geragao
foram alcangados, porém a consolidagdo da tecnologia ainda esta distante. Nos ultimos anos,
novas abordagens para a obtengdo de linhagens geneticamente modificadas de S. cerevisiae
foram reportadas e, também, novos géneros e novas espécies de leveduras com capacidade de
conversao de xilose em etanol foram descritos. No Brasil, novos géneros e novas espécies de
leveduras com tal capacidade foram isolados de diferentes biomas, sendo micro-organismos

candidatos para a domesticagdo e aplicag¢do direta na producao do etanol de segunda geracao.
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Apesar da disponibilidade de grande diversidade natural e artificial de leveduras com
possibilidade de aplicacdo na produgdo de etanol de segunda geragdo, grande parte destas
leveduras ainda ndo teve seu potencial fermentativo avaliado de forma mais profunda em
fermentagdes sob condi¢cdes controladas em biorreatores. Além disso, residuos
lignoceluldsicos com alta geragdo mundial, como casca de soja e casca de aveia, precisam ter
seus potenciais de uso na produgdo de etanol de segunda gera¢io mais explorados. E preciso
também estudar novas tecnologias de fermentacdo que gerem contribuicdes significativas para
a melhoria do bioprocesso de producao de etanol de segunda geragao. Nesse contexto, o
objetivo principal deste trabalho € investigar a fisiologia de novas leveduras fermentadoras de
xilose isoladas da biodiversidade brasileira em fermentagdes de hidrolisado acido e
enzimatico da mistura de casca de aveia e casca de soja, e estudar estratégias de fermentacao
com cé¢lulas imobilizadas para a melhoria dos pardmetros de producao de etanol e aumento da
eficiéncia do bioprocesso.

Os objetivos especificos sao:

v’ Realizar triagem de leveduras isoladas da biodiversidade brasileira, selvagens
ou geneticamente modificadas, em fermentacdes de hidrolisados de mistura de
cascas de aveia e de cascas soja com alta pressdo osmotica, estudando as
respostas fisiologicas destas leveduras em diferentes condigdes de cultivo
controladas em biorreator;

v Avaliar a viabilidade da tecnologia de imobilizagio celular em LentiKats® para
a aplicacao em fermentagdes de hidrolisados acido e enzimatico;

v Avaliar o efeito da suplementagdo dos hidrolisados e do cultivo com células
imobilizadas, e a possibilidade de reuso das células imobilizadas em
LentiKats®;

v Desenvolver um sistema de fermentac¢do continua com células imobilizadas em
LentiKats® para aumentar a eficiéncia do processo de producio de etanol de

segunda geragao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Residuos Lignoceluldsicos

Biomassa lignocelulosica ou residuo lignocelulésico ¢ toda a matéria organica
proveniente de fontes vegetais ou residuos agroindustriais oriundos do processamento
industrial da biomassa vegetal (KIM et al., 2004). Estima-se que 3,3 Gigaton de residuos
agroindustriais sdo produzidos anualmente. O actimulo desses residuos em grandes
quantidades traz prejuizos ao meio ambiente e também resulta na perda de materiais que
podem ser potencialmente aproveitados (KIM et al., 2004). Embora seja dificil encontrar na
literatura cientifica uma estatistica atualizada da produgdo mundial de residuos
lignocelulosicos, a Figura 1 mostra a distribuicdo média do potencial mundial de geracao

destes residuos em alguns paises e continentes em milhdes de toneladas.

Canada; 105
Argentina; 148

China; 716

Brasil; 451

Europa;580

EUA:; 682

India: 605

Figura 1: Potencial da geracdo de residuos lignocelulosicos em milhdes de

toneladas. Adaptado de Bentsen e Elby (2010).

Ja a Figura 2 mostra a estimativa de geragao de residuos agroindustriais de acordo com
cada tipo de produgdo agricola. A andlise dos dados mostra que o milho tem um potencial
residual de mais de 900 milhdes de toneladas; e trigo e arroz tém um potencial residual de
mais de 600 e 400 milhdes de toneladas, respectivamente. Os potenciais de cana-de-actcar e
soja estao entre 450 e 350 milhdes de toneladas, respectivamente (BENTSEN et al., 2010).
Outras culturas plantadas em menor propor¢dao, como a aveia branca, que ¢ cultivada em

zonas temperadas no Noroeste da Europa, América do Norte, Asia e em partes da América do
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Sul (USDA, 2015), também produzem quantidades significativas de residuos
lignoceluldsicos. Kim et al. (2004) afirmam que a cultura da aveia pode produzir, anualmente,

mais de 10,6 milhdes de toneladas de residuos.

1000

600 4
500 -
400 4
300 4
200 4
100 4

0 A

«k‘%

Figura 2: Estimativa de producio de residuos lignocelulosicos conforme o tipo de

cultivo. Adaptado de Bentsen e Elby (2010).
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A biomassa lignoceluldsica é composta, principalmente, pelos polissacarideos celulose
e hemicelulose (aproximadamente, 70% da massa seca) intercalados por lignina, que é uma
macromolécula composta de dalcoois aromaticos, cujo teor tende a aumentar com o
envelhecimento das plantas (TEJADO et al., 2007). As fragdes de lignina, hemicelulose e
celulose estdo unidas fortemente entre si por forcas ndo covalentes e ligacdes covalentes
(TEJADO et al., 2007). A Figura 3 mostra os componentes da parede célula dos vegetais:
celulose, hemicelulose e lignina, ha, também, componentes em quantidade muito menores,
como a pectina, a qual tem a fungdo de cimentagdo intercelular. A pectina atua de forma
conjunta com outros polissacarideos, como celulose ¢ hemicelulose, e, quando hidrolisada,

gera acido glucordnico (PELLOUX et al., 2007).
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Figura 3: Componentes da parede celular da planta. Adaptado de ROCHA-
MENESES et al. (2020).

Dentre os componentes da parede célula das plantas, a celulose ¢ o mais predominante,
sendo caracterizada como um polimero linear de mondmeros de D-glicose ligados por
ligacdes B-1,4-glicosidicas que podem conter mais de 10.000 unidades de glicose (CHENG et
al., 2011). As cadeias de celulose sdo reticuladas por fortes ligagdes de hidrogénio para
formar microfibrilas de celulose (VAN DYK et al., 2012). Uma representagdo esquematica da

molécula de celulose ¢ mostrada na Figura 4.

CH,OH H OH CH,OH _ H OH

Figura 4: Representacdo da molécula de celulose. Adaptado de Radford ez al.
(1996).

A celulose exibe uma regido cristalina muito recalcitrante a decomposi¢do € uma pequena
parte de celulose amorfa, a qual ¢ mais facil de se decompor (H.P.S ef al., 2014). A orientagdo
das microfibrilas de celulose na parede celular tem um forte efeito sobre as propriedades

estruturais de varios tipos de plantas (ABDUL KHALIL et al., 2012), conforme ¢
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representado na Figura 5, em que estdo ilustradas as regides cristalinas e as regides amorfas
da celulose. Naturalmente, as moléculas de celulose se apresentam como feixes que se
agregaram na forma de microfibrilas, isto ¢, em regides cristalinas e amorfas
(TAHERZADEH et al., 2008). A composicao de celulose varia muito se for madeira de lei,
madeira branda ou graminea. Por exemplo, madeiras duras t€ém uma quantidade maior de
hemicelulose quando comparadas com residuos de caules (ABDUL KHALIL et al., 2012). A
celulose ¢ um componente estrutural importante das paredes celulares das plantas, pois ¢

responsavel pela resisténcia mecanica (ANWAR et al., 2014).

Fibtila

Regido amorfa

Regido crnistalina

Macrofibola

Figura 5: Representacio das regidoes amorfas e cristalinas da celulose.

Adaptado de Siqueira et al. (2010).

Ja a hemicelulose ¢ um complexo heteropolimero composto por diversos agucares que
formam uma rede altamente ramificada. Os monossacarideos estdo ligados entre si por
ligacdes glicosidicas B-1,4; formando uma estrutura principal composta por um tipo
especifico de acucar, a partir do qual surgem ramificagdes laterais de cadeias curtas de outros
acucares. A hemicelulose tem estrutura com ramificagdes e cadeias laterais que interagem
facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (OGEDA et al.,
2010; RAMOS, 2003; SANTOS et al., 2012). As moléculas que compdem a fracdo de
hemicelulose consistem em cerca de 100 a 200 unidades de actcar. Dentre os agucares que
compdem a fragdo de hemicelulose, estdo: hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose),
pentoses (D-xilose e L-arabinose) e alguns 4cidos de aglcares, como acidos D-glucuronico,

D-galacturdnico e 4-O-metil-D-glucuronico (CHENG et al., 2011; MICHELIN et al., 2014).
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Apesar da diversidade de composi¢do, as moléculas de D-xilose sdo o principal componente
da hemicelulose, unidas entre si por ligacdes B-1,4-glicosidicas (GIRIO, F. et al., 2010;
LIMAYEM et al., 2012).

A fun¢do principal das hemiceluloses ¢ atuar como um agente de ligacdo entre a
lignina e celulose. Sua ligacdo covalente a lignina e sua interacdo nao covalente com a
celulose sdo fundamentais na manutengcdo da integridade da celulose in sifu e ajudam a
proteger as fibras contra a degradagdo por celulases produzida por micro-organismos
(MICHELIN et al., 2014). Além disso, toda a hemicelulose possui cadeias laterais
constituidas de 4cido acético, acidos hexurdnicos e deoxihexoses, responsaveis pela
solubilidade da hemicelulose em dgua e em alcalis (MENEZES, 2007). A Figura 6 mostra a

representacdo da molécula de hemicelulose.
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Figura 6: Representacao da hemicelulose. Adaptado de Santos ef al. (2012).

A Tabela 1 mostra as comparacdes entre as diferentes propriedades das moléculas de

celulose e hemicelulose.

20



Tabelal: Principais diferencas entre as moléculas de celulose e hemicelulose.

Adaptado de Santos ez al. (2012)

Celulose

Hemicelulose

Consiste em unidades de glicose ligadas

entre si

Consiste em varias unidades de pentoses e

hexoses ligadas entre s

Alto grau de polimerizagdo: 1000-1500

mondmeros

Baixo grau de polimerizagdo: 30-300

mondmeros

Forma arranjo fibroso

Nio forma arranjo fibroso

Apresenta regides cristalinas e amorfas

Apresenta somente regides amorfas

E degrada de forma lenta por acido

organico diluido a quente

E degrada de forma rapida por acido

inorganico diluido a quente

E insolivel em ilcalis

E solivel em dlcalis

O terceiro componente da parede celular ¢ a lignina, a qual ¢ uma molécula altamente
polimerizada, mas bastante amorfa quando comparada as fracdes supradescritas (AITKEN,
2012). Lignina ¢ um biopolimero aromatico complexo hidrofobico reticulado com um peso
molecular de 10.000 Dalton (LIMAYEM et al., 2012; MIELENZ, 2001), composto por trés
grandes componentes fenolicos, nomeados alcool p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
(MENON et al., 2012). Sua proporcao varia entre diferentes plantas, tecidos de madeira e
camadas da parede celular (MENON et al., 2012). Plantas mais antigas e mais lenhosas
contém niveis mais altos de lignina depositada nas paredes celulares para fornecer rigidez e
resisténcia, conferindo impermeabilidade as paredes celulares e formando uma barreira fisico-
quimica contra o ataque microbiano e o estresse oxidativo (VAN DYK et al., 2012). Por isso,
a lignina € o componente de material lignoceluldsico mais recalcitrante a degradacao

(HIMMEL et al., 2007). A Figura 7 mostra a estrutura quimica da lignina.
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Figura 7: Estrutura quimica da lignina. Mandlekar ez al. (2018).

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono da natureza e ¢, ainda, o
maior deposito natural de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se uma fonte potencial
de moléculas a serem aproveitadas em biorrefinarias (MANDLEKAR et al., 2018). Existem
diferencas na composi¢do estrutural da lignina entre angiospermas e gimnospermas
(FUKUSHIMA et al., 2003; ZIEGLER et al., 2004). Existe também uma grande variagdo na
composi¢cdo monomérica de ligninas de diferentes espécies, orgaos, tecidos e, até mesmo, de
fragdes da parede celular (SANTOS et al., 2012).

De uma maneira geral, o teor de celulose da biomassa vegetal pode variar de 30 a
50%, o de hemicelulose varia de 15 a 35% e o de lignina 10 a 20% (GfRIO, F. M. et al.,
2010; MIELENZ, 2001). A Tabela 2 mostra a composicao de celulose hemicelulose e lignina
de alguns residuos lignoceluldsicos ja publicados na literatura. A dissociacdo destas estruturas
em monomeros de agucares ¢ estudada ha alguns anos devido ao potencial para o

aproveitamento destas moléculas que sao de grande abundancia na natureza.
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Tabela 2: Composicdo quimica de biomassas lignoceluldsicas.

| Composicio |
Residuo Lignocelul6sico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncias
Acer 40,9 19,4 29,1 Kim et al. 2011
Alamo hibrido 4,38 14,9 29,1 Kim et al. 2011
Algodao (talo) 5,85 14,4 21,5 Jiménez et al.2007
Améndoa (casca) 2,68 32,5 27,4 Nabarlatt et al 2007
36,7 20,0 21,3 Garrote et al. 2007
Arroz (casca) 33,6 37,2 19,3 Kim et al. 2008
29,7 19,6 24.6 Nabarlatz et al. 2007
36,7 20,0 21,3 Parajo et al. 2004
Bambu 50,4 242 23,4 Alves et al. 2010
Banana 13,2 14,8 14,0 John et al. 2006
, 43,1 32,3 23,2 Alves et al. 2010
Cana-de-agucar (bagago) 44,7 36,9 11 Son and Wei 2010
Canola 27,3 21,9 14,2 Petersson et al. 2007
Centeio 40,8 26,1 16,1 Petersson et al. 2007
Cevada (casca) 21,4 36,6 19,2 Parajo et al. 2004
Cevada (palha) 30,8 25,3 16,7 Nabarlatz et al. 2007
Eucalipto 46,7 20,7 29,2 Alve.s etal. 2010
46,6 25,8 229 Parajo et al. 2004
Faba bean 28,4 20,4 14,4 Petersson et al. 2007
Girassol (talo) 4,21 29,7 13,4 Jiménez et al.2007
34,3 37,2 17,7 Garrote et al. 2007
34,3 40,6 18,8 Garrote et al. 2007
Milho (espiga) 354 35,1 14,8 Michelin et al. 2012
38,5 36,8 18,7 Nabarlatz et al. 2007
34,4 40,8 18,8 Parajo et al. 2004
Oliveira 25,0 18,3 16,6 Cara et al. 2008
Sorgo (palha) 3,51 24 25,4 Vuez et al. 2007
39,7 36,5 17,3 Jiménez et al. 1990
. 31,5 25,2 15,9 Nabarlatz et al. 2007
Trigo (Palha) 37,4 33,8 194  Ruizeral 2011a
48.6 27,7 8,2 Saba et al. 2005
Videira (ramos) 41,1 26,0 20,3 Jiménez et al. 2007

2.2 Biorrefinarias e processos de tratamento e conversio de aclcares dos residuos

lignoceluldsicos

O conceito de biorrefinaria surgiu na busca do aproveitamento da biomassa vegetal para
a transformag¢do em produtos de valor agregado. A biorrefinaria € uma instalacdo que integra
0s processos € equipamentos para a conversdo de biomassa vegetal para produgdo de

combustiveis, produtos quimicos e energia (SRIVASTAVA et al., 2014). Segundo Pereira
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Junior et al. (2008), uma biorrefinaria utiliza matérias-primas renovaveis, ou seja, a biomassa
e seus residuos, de maneira integral e diversificada para a produ¢do, por meio de rota quimica
ou biotecnologica, de uma variedade de substancias e energia com o minimo de emissoes e de
geracao de residuos.

Entre as razdes que levaram a criacdo das biorrefinarias estdo a necessidade de
compensar o aumento continuo dos precos dos recursos fosseis, a disponibilidade incerta
desses, € as preocupacdes ambientais causadas pela exploragdo de combustiveis fosseis
(NREL, 2008). Demirbas (2009) afirma que o aspecto mais interessante do conceito de
biorrefinara ¢ que quase todos os tipos de biomassa podem ser convertidos em diferentes
classes de biocombustiveis e bioquimicos por meio de tecnologias de conversao aplicadas em
conjunto. Segundo Alvim ef al. (2014), fica evidente que o conceito de biorrefinaria ¢ muito
abrangente e engloba todas as vertentes de uso da biomassa, seja para producido de
bicombustiveis seja para a producao de outros produtos de interesse da industria.

As vantagens das biorrefinarias sdo inimeras: ao produzir diversos produtos, as
biorrefinarias podem explorar o potencial maximo das biomassas e agregar maior valor
possivel a estas; aumentando a rentabilidade, reduzindo a demanda energética e, por
consequéncia, reduzindo a emissdo de gases do efeito estufa (SAINI et al., 2019). Além disso,
uma maior sustentabilidade no uso racional da biomassa, como no caso do aproveitamento de
residuos lignoceluldsicos, reduz a competicdo existente entre o uso de biomassa para a
produgdo de alimentos e de combustiveis. (GHATAK, 2011).

Nesse contexto, SAINI et al. (2019) apontam trés diferentes categorias de
biorrefinarias:

1) biorrefinarias de culturas, cujo objetivo € processar e consumir graos integrais para
a obtengdo do produto desejado. Pode-se mencionar a produgdo de etanol a partir de milho
como um exemplo de processo realizado neste tipo de biorrefinaria, em que processo de
conversdo de biomassa e energia ¢ iniciado por processos mecanicos de separagdo da
biomassa em diferentes componentes que sao tratados separadamente;

2) biorrefinarias verdes, em que ¢é utilizada a biomassa verde, como, por exemplo,
plantas e graos verdes para a producdo de produtos quimicos como acido latico e
aminoacidos, ou energia a partir da geracdo de biogas;

3) biorrefinaria de matérias-primas lignoceluldsicas, em que ¢ utilizada biomassa
renovavel para a produ¢do de uma variedade de produtos por meio de uma combinagdo de

tecnologias, sendo essa biomassa composta por trés fracdes quimicas basicas — hemicelulose,
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celulose e lignina.

A Dbiorrefinaria de lignocelulésicos ¢ bastante vantajosa j4& que as fontes
lignoceluldsicas sdo encontradas em abundancia e ndo sdo utilizadas como alimento pelos
seres humanos (GHATAK, 2011). A segunda geragdo de biocombustiveis utiliza,
principalmente, materiais lignoceluldsicos para a produgdo de combustiveis liquidos (etanol e
butanol) ou combustiveis gasosos (hidrogénio ou metano) (SAINI etz al., 2019). A Figura 8

mostra 0s processos que ocorrem em uma biorrefinaria de biomassas lignoceluldsicos.

" ——| Combustio Calore energia
Conversao
termoguimica
- - Hidragénio
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Olefinzs
Processamento Gasolina
D
Hidrogénio
——| Liquefacio Metano
Biomassa Oleas
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Hidrogénio
Rirgli Olefinas
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Quimicos
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. .. Biobutanaol
bioguimica Metang
Quimicos

Figura 8: Representacio esquemaitica dos processos realizados em uma

biorrefinaria de lignocelulosicos. Adaptado de Kamm et al. (2006).

Em uma biorrefinaria, varios processos podem ser utilizados para aproveitar os
componentes da biomassa lignoceluldsica. Entre os processos que ocorrem em uma
biorrefinaria, esta o processo bioquimico, que ¢ utilizado para transformar os agucares
liberados pela biomassa lignoceluldsica hidrolisada em produtos de valor agregado, como
etanol, xilitol, acido latico, e 2,3 butanodiol (CORTIVO et al., 2018; OURIQUE et al., 2020).
Para o aproveitamento dos residuos lignocelulosicos em biorrefinaria por processos
bioquimicos, € necessario que estes passem por pré-tratamentos. Segundo Isikgor ef al.
(2015), uma biorrefinaria lignocelulosica ideal aplicaria processos universais para a

solubilizacdao dos agucares e lignina, e, depois, processos especificos seriam aplicados para a
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conversao em diferentes produtos de interesse, porém, devido a enorme variagdo dos
materiais lignoceluldsicos, se torna dificil encontrar um projeto de processo geral para uma
biorrefinaria.

Para que os aglcares das biomassas lignoceluldsicas possam ser aproveitados por
processos fermentativos, ¢ necessario que eles estejam livres para o ataque dos micro-
organismos no processo fermentativo. Inimeros métodos para o pré-tratamento e
solubilizacdo dos agucares da biomassa lignocelulosica foram desenvolvidos, e, também,
métodos para o aproveitamento da lignina em processos fermentativos (MANDLEKAR et al.,
2017). Quanto aos pré-tratamentos dos materiais lignoceluldsicos, uma caracteristica comum
a todos os métodos ¢ que previamente o material lignoceluldsico deve ser mecanicamente
quebrado ou moido a fim de aumentar a area superficial (LJUNGDAHL et al., 1985). A
Tabela 3, abaixo, resume os principais métodos de pré-tratamento que sao aplicados nas
biomassas lignoceluldsicas para a solubilizacdo dos agtlicares, apresentando as vantagens e
desvantagens de cada.

Tabela 3: Principais métodos de pré-tratamento dos residuos

lignoceluldsicos. Adaptada de OJEDA et al. (2011)

Método Vantagens Desvantagens
Acido v Pouca formagao de v Alto custo do 4cido ou na
concentrado inibidores recuperacgao do acido utilizado
v Realizado a temperatura v Problemas de corrosido dos
ambiente equipamentos
v' Método de duas etapas: v Formagdo de produtos de
Acido diluido bom rendimento de degradacao
glicose e de aglicares de v Necessidade de reatores mais
hemicelulose sofisticados para a obtencao de
v Menos problemas com altos rendimentos
corrosdao quando v Concentragdo baixa de agucar no
comparado ao acido fluxo de saida
concentrado
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Liquidos v Reuso do liquido i6nico v" 0 liquido i6nico deve ser

Ionicos apds 0 processo completamente retirado antes da hi-
v’ Substrato final com drolise (interfere na atividade
digestibilidade >90% hidrolitica das enzimas)

v’ Alto custo dos liquidos idnicos

v' Otimo para madeira v" Formagio de produtos de
Explosao a macia (na presenca de degradacao
Vapor um catalisador acido) v' Etapa adicional é necessaria para a
v’ Altos rendimentos de remogao da lignina
glicose e acucares de
hemicelulose
Uso de Fungos v" Remove quantidade v Maior tempo de residéncia
ou bactérias consideravel de lignina v' Bactérias/fungos consomem um
v’ Pré-tratamento brando pouco do carboidrato disponivel —
(6timo para materiais menor rendimento de actcar
com alto conteudo de
carboidratos)

O pré-tratamento com acido diluido ¢ um dos mais aplicados, pois, além de realizar o
pré-tratamento da biomassa com diminuicao da cristalinidade da celulose e retirada da lignina
soluvel (OJEDA et al., 2009), ocorre a liberacdo dos aglcares da fragao de hemicelulose, os
quais podem ser aproveitados. Como a hemicelulose ¢ amorfa, condigdes menos severas sao
necessarias para liberar os aclcares desta fracdo e rendimentos de 80-90% dos agucares
podem ser recuperados da fracdo da hemicelulose com temperaturas em torno de 160°C,
tempos de reagdo de cerca de 10 min e niveis acidos de 0,7% (BORNEMAN et al., 1984).
Apds o tratamento com dacido, aproximadamente, 90% da celulose sdlida restante pode ser
digerida enzimaticamente para produzir glicose. Este desempenho motiva o uso de acido
sulfurico diluido na hidrélise &cida para aplicagdes em curto prazo (LIU et al., 1987; LI et al.,
1991). Apesar desta vantagem, neste processo, pode haver a degradagdo dos acucares, em que
produtos da degradag¢do podem ser formados, como furfural e hidroximetilfurfural (HMF). De
uma maneira geral, a degradagdo dos agtcares liberados pode ser modesta o suficiente para
recuperar cerca de 80-90% do maximo possivel de agucares (BORNEMAN et al., 1983).

Apbs passar pelo processo de pré-tratamento pela hidrolise &cida, a fragdao de
celulose fica suscetivel ao ataque das enzimas do complexo da celulase, a hidrolise da

celulose também pode ser dada em dgua pura espontaneamente, porém este processo € muito
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lento e precisa ser acelerado pela adigdo de enzimas celulases. A remocao de hemicelulose
aumenta o rendimento da hidrolise enzimdtica de celulose (GROHMANN, et al., 1985;
SADDLER, ef al., 1985). Ligninas também devem ser removidas porque a enzima celulase
adsorve sobre elas (CLARK et al., 1989). Estes pré-requisitos sao previamente atendidos pelo
tratamento com acido diluido que retira a lignina solivel e a hemicelulose.

As enzimas que digerem a celulose, celulases, sdo complexos enzimdticos cujas
enzimas atuam sinergicamente e estao subdivididas em trés classes: endoglucanases — que
quebram as ligagdes glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais; exo-
glucanases ou celobio-hidrolases — responsaveis pela acdo nos terminais gerando a celobiose
— ¢ as B- glucosidades, que hidrolisam a celobiose a glicose. A Figura 9 ¢ uma representacao
simplificada da a¢do enzimatica de cada classe de enzimas celulases. A atividade catalitica
pode ser medida por meio da andlise dos produtos da degradagdo da celulose, ou seja,

celobiose e glicose (OJEDA et al., 2011).
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Figura 9: Representacio esquematica da acdo das enzimas de

despolimerizacido da celulose. Adaptado de Ojeda ez al. (2011).

O sistema da celulase do fungo Tricoderma reesei foi o primeiro sistema fiingico a ser
utilizado na producdo industrial de celulase, permanecendo ainda como a fonte mais utilizada
devido a vantagens, como o sinergismo entre a acdo das endoglucanases e celobio-hidrolases,
gerando a hidrdlise completa da celulose com baixa presenga de celobiose no meio (OJEDA
et al., 2011). Recentemente, Cortivo et al. (2018) relataram que um coquetel comercial
CELLUCLAST 1.5 ® (Novozymes), que tem atividades de cinco endoglucanases-exo-
glucanases (conversao de celulose em celobiose) e duas atividades de [B-glucosidase

(conversdo de celobiose em glicose) originario do fungo Trichoderma reesei, demostrou alta
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eficiéncia de sacarificacao da mistura de casca de aveia e de casca de soja pos-hidrolise acida.
Este coquetel enzimatico também foi reportado na sacarificacio de outras biomassas
lignoceluldsicas, como de bagago da cana e palha de trigo (SANTOS et al., 2010).

Na producao industrial de celulases, as pesquisas centraram-se em mutagdo e selecao
de melhores descendéncias para a producdo de enzimas em escala industrial. Além de
celulases de fungos, ha celulases que sdo produzidas por bactérias aerdbicas e anaerdbicas
(OJEDA et al., 2011), mas estas sao menos empregadas. Uma caracteristica geral das
celulases é que elas apresentam maior atividade na faixa de temperatura de 60 a 70°C e pH
entre 4,5 ¢ 5 (TEBEKA et al., 2009), por isso a grande maioria dos estudos de sacarificagdo
opera nestas faixas de temperatura e de pH. O aquecimento pode favorecer a diminui¢cdo da
cristalinidade e a mobilidade da agua de hidratagdo durante a hidrélise da celulose (TEBEKA
et al., 2009).

2.3 Producao de etanol em biorrefinarias

O etanol, um dos principais produtos produzidos em uma biorrefinaria, pode ser
classificado em etanol de primeira geracdo, segunda ou terceira geracdo. A base desta
classificacdo ¢ o substrato utilizado para sua producdo (FARRELL et al., 2006). A produgao
de etanol de primeira geracdo utiliza como substrato a biomassa amilacia e sacarinea. No
Brasil, utiliza-se o caldo da cana-de-agucar, ja no Estados Unidos, ¢ utilizado o amido de
milho, e, na Europa, a sacarose da beterraba (FARRELL et al., 2006). O etanol de primeira
geracdo ¢ uma tecnologia consolidada e a producao ja ¢ realizada em escala industrial. J& a
produgdo de etanol de segunda geracdo emprega como substrato os agiicares que compodem a
biomassa lignocelulosica, e, para a producdo de etanol de terceira geracdo, utiliza-se como
substrato a biomassa de algas (TAN et al., 2008). A tecnologia de producao de etanol tanto de
segunda quanto de terceira geracao ainda precisa ser consolidada.

Atualmente, a producdo de etanol no Brasil ocorre em larga escala, e o pais ¢ o
segundo maior produtor mundial de alcool combustivel, atras apenas dos Estados Unidos
(SHIKIDA et al., 2012). A Figura 10 demostra os paises produtores de etanol com a

quantidade produzida em cada local em milhdes de litros.
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Figura 10: Paises e quantidade produzida de etanol. Adaptado de Maitah ez al.
(2020).

O etanol brasileiro ¢ feito partir do beneficiamento da cana-de-actcar, e este processo
¢ mais eficiente que o processo de produgdo utilizado nos Estados Unidos a partir do amido
de milho (BENTSEN et al., 2010). A principal razdo ¢ a produtividade da cana-de-agucar,
uma vez que a quantidade de biomassa produzida por unidade de area plantada de cana-de-
acucar ¢ significativamente superior aquela de qualquer outro vegetal que pode ser usado
como biomassa energética. A beterraba, utilizada na Europa, sob tal perspectiva, também ¢
pouco recomendavel (BENTSEN et al., 2010).

Mundialmente, o aumento da demanda de etanol ¢ causado, principalmente, pela
significativa diminui¢cdo do uso do petroleo. A fim de evitar que haja limite de oferta, bem
como, a competi¢do pelo uso da terra para a geracao de energia e para produgdo de alimentos,
especialmente em locais que nao dispdoem de clima favoravel ou extensdo territorial para
cultivo, torna-se necessario investir no desenvolvimento de tecnologias de segunda geracao de
producdo de etanol. Essa nova tecnologia representa uma alternativa para o uso energético da
biomassa, apresentando vantagens ambientais e economicas.

As matérias-primas usadas para a producao do etanol de segunda geragao sao residuos

agroindustriais e florestais. A principal vantagem das biorrefinarias de segunda geragao ¢ a
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nao concorréncia com alimentos ou terras agricolas para alimenta¢do humana ou animal
(GUPTA et al., 2015). Além disso, o aproveitamento desses residuos ¢ um método alternativo
para algumas das estratégias convencionais de gerenciamento de residuos solidos, como
aterro ou queima (BENTSEN et al., 2010; GUPTA et al., 2015; KIM et al., 2004a).
Comparativamente, a consolidacdo da tecnologia de produ¢do de etanol de segunda
geracdo permitiria aumentar a produ¢do de etanol de cana, com a mesma area plantada, em
200%, devido ao aproveitamento do bagaco e da palha (GUPTA et al., 2015); além da
possibilidade de aproveitamento de inimeros outros residuos lignocelulosicos, como cascas
de soja, cascas e palha de arroz e sabugo de milho. O desenvolvimento tecnolégico do etanol
de segunda geragdo nao exclui a tecnologia em uso, ambas podem coexistir e ser
complementares. E possivel continuar com os avangos da tecnologia de etanol de primeira
geragdo e atingir grandes ganhos com tecnologias em desenvolvimento de etanol de segunda

geracdo (GUPTA et al., 2015).

2.4 Producao de xilitol em biorrefinarias

O xilitol ¢ um alcool de cinco carbonos com varias propriedades biologicas, sendo
uma das mais importantes a dogura relativa equivalente a sacarose, com quase um ter¢o a
menos do contetudo calorico. Possui também propriedades farmacoldgicas, como prevencao
de carie e também ¢ usado como substituto do acucar para diabéticos (DASGUPTA et al.,
2017; MAGUIRE et al., 2003). A demanda industrial por xilitol aumenta anualmente,
mantendo um alto valor de mercado (LINGA et al., 2016; PAL et al., 2016). A produgao
industrial de xilitol ainda ocorre por hidrogenacao catalitica de uma solucao pura de D-xilose,
o que requer uma aplicac¢do de alta energia, fazendo com que o processo tenha custo elevado
(ALBUQUERQUE et al., 2014). Diante desse problema, a producao de xilitol pela rota
biotecnologica, utilizando a xilose presente na fracdo hemicelulose dos residuos como
substrato, tornou-se uma alternativa interessante.

Para a utilizagdo da via biotecnologica de producao de xilitol, é necessario utilizar
algum micro-organismo como biocatalisador, as leveduras sdo os organismos mais adequados
para este processo (DASGUPTA et al., 2017). A producao de xilitol por leveduras ¢ dada em
uma Unica etapa: ocorre a redugdo de xilose que ¢ convertida em xilitol via xilose redutase, e
o xilitol ¢ secretado para fora da célula ou oxidado em xilulose pela enzima xilitol

desidrogenase, em que, posteriormente, sera convertida em etanol. A dependéncia e o
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equilibrio dos cofatores das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase sdo o fator crucial
para a excregdo do xilitol e esta relacionado a aspectos genéticos e fisiologicos das leveduras,
ou as condigdes de cultura (GUAMAN-BURNEO et al., 2015; JUNYAPATE et al., 2013).
Existem leveduras cujo principal produto de fermentacdo da xilose ¢ o xilitol, como
muitas leveduras do género Candida. As espécies C. tropicalis, C guilliermondii e C. mogii
demonstraram ser produtoras eficientes de xilitol (ONISHI e SUZUKI 1969; (BARBOSA et
al., 1988; GUO et al., 2006; MAYERHOFF et al., 1997). Entretanto, na fermentagdao de
hidrolisados de biomassa lignoceluldsica pela maioria das leveduras, ocorre algum desvio do
fluxo de carbonos que iria para o etanol formando xilitol, que, muitas vezes, ¢ subproduto

indesejavel (DASGUPTA et al., 2017).

2.5 Leveduras fermentadoras de xilose

2.5.1 Leveduras selvagens fermentadoras de xilose na producio de etanol de

segunda geracao

A hidrélise da fragdo de celulose libera moléculas de glicose que sdo facilmente
fermentadas em etanol com rendimento teorico pela levedura S. cerevisiae, a qual € utilizada
industrialmente na produgdao de etanol a partir do caldo da cana-de-acticar no Brasil. S.
cerevisiae ¢ capaz de fermentar hexoses rapida e eficientemente, exibe alta tolerdncia ao
etanol, e tolerancia a inibidores e ao baixo pH encontrado nos tanques de fermentacao (GIRIO
et al., 2010). Infelizmente, S. cerevisiae ¢ incapaz de fermentar pentoses, como a xilose, que
estdo presentes em grandes quantidades em hidrolisados da fragdo de hemicelulose da
biomassa lignocelulosica (HARNER et al., 2015). O sequenciamento genético mostrou que S.
cerevisiae tem todos os genes necessarios para o metabolismo da xilose, porém estes sdo
pouco expressos, por isso a grande maioria das linhagens ndo consegue assimilar este agucar e
converté-lo em etanol (TOIVARI et al., 2004).

Devido ao interesse no desenvolvimento do etanol de segunda geragdo e a
incapacidade de S. cerevisiae de fermentar xilose, houve preocupagcdo da comunidade
cientifica em prospectar e domesticar leveduras fermentadoras desse acucar. Apesar do
conhecimento de que algumas bactérias tenham capacidade de fermentarem xilose em etanol,
como Zymomona mobilis (GRISALES DIAZ et al., 2019), as leveduras sempre foram os

organismos preferidos nesses estudos ja que apresentam vantagens sobre as bactérias na
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fermentagdo em escala industrial devido a espessura de sua parede celular, exigéncias
nutricionais menos rigorosas, maior tamanho, maior resisténcia a contaminagdo e melhor
crescimento em pH acido. Em 1983, du Preez e colaboradores descreveram e avaliaram a
levedura Candida shehatae na fermentacao da xilose para a producdo de etanol e, desde
entdo, muitos grupos de pesquisa desenvolveram programas de isolamento e triagem para
identificar esses microbios fermentadores de xilose, outros géneros e as espécies foram
descritas como: Brettanomyces, Candida, Clavispora, Kluyveromyces, Pachysolen, Pichia e
Schizosaccharomyces (HAHN-HAGERDAL et al., 1988)

Apds a publicagdo de varios estudos independentes, houve consenso de que as
leveduras mais capazes de realizar a fermentacdo da xilose com maiores rendimentos eram
Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis (PEREGO ef al.,1990). Uma série
de estudos para o aprimoramento genético dessas leveduras nativas foi desenvolvida, como o
uso de técnicas de adaptagdo evolutiva, mutagénese aleatoria, embaralhamento do genoma e
fusdo de protoplasto. Recentemente, Harner et al. (2015) revisaram todos esses estudos de
melhoramento genético destas leveduras.

A Figura 11 mostra o caminho metabolico da xilose em leveduras e bactérias que,
naturalmente, fermentam esse ac¢ucar. Existem diferencas marcantes entre as duas vias. Na via
bacteriana, a xilose ¢ isomerizada em xilulose pela agdo da enzima xilose isomerase (XI EC
5.3.1.5) e, depois, ¢ convertida em xilulose-5-fosfato pela enzima xiluloquinase (XK EC
2.7.1.17) que entra por meio da via pentose-fosfato, que ¢, finalmente, convertido em etanol
(KWAK et al., 2017). Em leveduras, a xilose sofre, inicialmente, uma reacao de redugao
catalisada pela xilose redutase (XR EC 1.1.1.30) que converte a xilose em xilitol. Depois que
o xilitol ¢ oxidado em xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH EC 1.1.1.9), na
proxima etapa, a xilulose é fosforilada pela enzima xilulocinase (XK EC 2.7.1.17) em
xilulose-5P, que ¢ um intermedidrio comum de leveduras e bactérias, que entra nas vias da
pentose-fosfato, em que é, finalmente, convertido em etanol (PITKANEN et al., 2003). Um
aspecto relevante nas leveduras ¢ que as duas primeiras enzimas da rota (XR e XDH)
possuem especificidades diferentes para os cofatores NADH e NADPH, e o sinergismo das
atividades entre as duas enzimas ¢ crucial para manter o fluxo de carbono para o etanol ou a

secrecao de xilitol para fora da célula (JEPPSSON et al., 2006).
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Figura 11: Via metabdlica da xilose em leveduras e bactérias. Adaptado de
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Jeppsson et al. (2006).

Em 2006, houve a descricdo de um novo género de leveduras denominado
Spathaspora, que ganhou importancia devido ao potencial de aplicacdo destas leveduras na
producdo de etanol de segunda gerag¢do. Este novo género foi descrito para acomodar uma
cepa de uma nova espécie de levedura que produz asci contendo um unico ascosporo com
extremidades curvas. Asci e ascosporos eram distintos dos ja descritos para qualquer outra
levedura conhecida, por isso um novo género foi descrito. A primeira espécie descrita foi
Spathaspora passalidarum, isolada do intestino do escaravelho Odontotaenius disjunctus
(Coleoptera: Passalidae), encontrado no Leste dos Estados Unidos. Esse estudo de Nguyen et
al. (2006) mostrou que os besouros € os ambientes colonizados por esses insetos sdo
potenciais fontes de novas espécies de leveduras que tenham capacidade de fermentagao da
xilose.
Além da primeira linhagem de Sp. passalidarum isolada por Nguyen et al. (20006),
varias outras cepas ja foram descritas. Cadete ef al. (2012) relataram o isolamento de seis

cepas de Sp. passalidarum de um total de 224 isolados de leveduras de amostras de madeira
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podre coletadas em areas da Floresta Amazonica brasileira. Também foram obtidas duas
novas linhagens isoladas de madeira podre por Ren ef al. (2014) no centro da China. Mais
recentemente, seis linhagens foram isoladas de na Floresta Amazdnica brasileira (GISELE et
al.,2017), sendo que uma foi isolada no intestino do besouro Popilus marginatus (Coleoptera:
Passalidae) e cinco em galerias de troncos habitados por esses insetos. Por fim, Rodrussamee
et al. (2018) isolaram uma nova cepa Sp. Passalidarum CMUWF1-2 do solo do Sudeste da
Asia e esta cepa mostrou a capacidade de fermentar xilose a temperaturas mais altas do que as
linhagens ja descritas.

Além de Sp. passalidarum, Cadete et al. (2009) descreveram uma nova espécie do
género Spathaspora que foi isolada de madeiras em decomposi¢do da Mata Atlantica no
Brasil e foi denominada Sp. arbordrias. Anos mais tarde, outras leveduras do género
Spathaspora foram encontradas em varios habitats no Brasil. Quatro outras espécies desse
clado foram descritas por Cadete et al. (2013): Sp. brasiliensis, Sp. roraimanensis, Sp. suhii e
Sp. xilofermentans isoladas de raizes em decomposi¢ao na Floresta Amazonica. Trés espécies,
Sp. girioi, sp. gorwiae e Sp. hagerdaliae, foram relatadas por Lopes ef al. (2016) com base em
isolados obtidos de madeira podre na Mata Atlantica. Embora Sp. gorwiae e Sp. hagerdaliae
formem um subclato separado pela andlise da filogenia molecular (LOPES et al., 2016), as
caracteristicas morfologicas sdo compativeis com o género Spathaspora. Zhang et al. (2016)
descreveram trés isolados de leveduras no intestino dos besouros hospedeiros Allomyrina
dichotoma (Coleoptera: Scarabeidae) coletados na Reserva Natural Nacional de Baotianman,
Nanyan, Provincia de Henan, China. Comparagdes das sequéncias de DNA indicaram que os
trés 1solados representam trés linhagens de uma mesma espécie do clado Spathaspora, que foi
denominada Spathaspora allomyrinae.

Morais et al. (2017) propuseram a nova espécie denominada Sp. Boniae, baseados em
dois isolados que produzem ascosporos alongados contendo asci com extremidades curvas
tipicas do género Spathaspora, esta levedura foi encontrada em madeiras em decomposicao
na zona da Floresta Atlantica, no estado de Minas Gerais, no Brasil. Varize et al. (2018)
isolaram do tronco de uma arvore ornamental de Tibouchina granulosa em Piracicaba, no
estado de Sao Paulo, Brasil, uma levedura que ndo produz ascosporos, mas andlise das
sequéncias dos transcritos espagadores internos (ITS-5.8S) e dos dominios D1/D2 do gene
rRNA da subunidade grande mostraram que essa espécie pertence ao clado Spathaspora e foi
denominada Sp. Piracicabensis. Esta levedura tem o etanol como principal produto da

fermentagdo da xilose, em fermentacdes de meio sintético.
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Além das leveduras do género Spathaspora, nas ultimas décadas, novas linhagens,
espécies e até géneros de leveduras com alguma capacidade de fermentar xilose foram
isolados da biodiversidade mundial: Candida jeffriesii (NGUYEN et al., 2006) isolada no
EUA do intestino em Odontotaenius disjunctus (Coleoptera: Passalidae); Scheffersomyces
henanensis (REN et al., 2014) isolada de amostras de madeira podre coletadas da Reserva
Natural Baotianman na provincia de Henan, China Central; Scheffersomyces parashehatae;
Scheffersomyces xylosifermentans, Candida broadrunensis ¢ Candida manassasensis foram
associados a insetos em Broad-Run, Virginia, EUA (SUH et al., 2013). Novas leveduras
fermentadoras de xilose também foram isoladas em madeira em decomposi¢do e insetos
encontrados nos biomas brasileiros, entre elas: Scheffersomyces amazonensis (CADETE et
al., 2016), Scheffersomyces queiroziae (MORAIS et al., 2013; Rocha et al., 2018)
Scheffersomyces stambukii (LOPES et al., 2018), Sugiyamaella xylanicola (MORAIS et al.,

2013) e uma variedade de outras novas espécies do género Sugivamaella (SENA et al., 2017).

2.5.2 Leveduras geneticamente modificadas para fermentar xilose para a

producio de etanol de segunda geracao

Embora a fermentagdo das pentoses seja realizada por leveduras ndo pertencentes ao
género Saccharomyces, diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de criar
linhagens geneticamente modificadas de S. cerevisiae para a aplicacao na produgao do etanol
de segunda geragdo, buscando obter linhagens fermentadoras de xilose tao robustas quanto S.
cerevisiae. Assim, se apresenta para fermentar a glicose, além das outras caracteristicas que
conferem vantagens para a aplicacdo industrial de S. cerevisiae (GIRIO, F. M. et al., 2010).

Estudos de clonagem dos genes da xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH)
de P. stipitis, e expressdo em S. cerevisiae para metabolizar a xilose foram relatados desde os
anos 90 (AMORE et al., 1991; KOTTER et al., 1993). A escolha dos genes de P. stipitis para
o desenvolvimento de linhagens geneticamente modificadas deve-se, provavelmente, ao fato
de que as tentativas de expressao do gene bacteriano em leveduras, até entdo, ndo mostraram
resultados satisfatorios de assimilagdo de xilose com produgdo de etanol (D'AMORE et al.,
1989; SARTHY et al., 1987) e as melhores leveduras fermentadoras de xilose da época, P.
tannophilus e C. shehatae, mostraram fluxo de carbono e rendimentos de conversdo de xilose

em etanol menores que P.stipitis (DU PREEZ et al., 1986; HO et al., 1990). Atualmente, os
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genes de P.stipitis continuam sendo preferidos pela maioria dos cientistas pelo amplo
conhecimento genético e fisiologico desta levedura (JANSEN et al., 2017).

Uma estratégia abordada por Hector et al. (2011) foi estudar a influéncia da origem
genética da linhagem parental na fermentacdo da xilose, porque, até entdo, a maioria dos
estudos usava haploides de laboratorio como progenitor, devido a facilidade de transformagao
genética, mas, na maioria dos casos, essas leveduras ndo mostravam boa adaptacdo a
fermentagdo de xilose no caldo gerado pela biomassa lignoceluldsica hidrolisada
(MATSUSHIKA et al., 2009). A partir destas observagdes, esses autores decidiram avaliar a
transformagdo genética usando como progenitor leveduras de aplicacao industrial e alta
ploidia. Os autores desenvolveram seis linhagens e observaram que trés das linhagens
selecionadas produziam mais etanol que o controle que foi clonado usando uma linhagem
haploide.

Essas leveduras também metabolizaram os acgucares do hidrolisado de capim,
produzindo mais etanol do que a cepa como progenitor haploide. Seguindo a mesma ideia,
Lopes et al. (2017) utilizaram como parental para a transformacdo uma levedura utilizada
industrialmente na producao de primeira geracdo no Brasil S. cerevisiae PE-2, que ¢ uma
levedura diploide altamente etanogénica, esta levedura mostrou bons resultados em
fermentagdes de meio sintético, mas ainda sdo necessarios testes complementares em

hidrolisados.

2.6 Tecnologia de fermentacio

2.6.1 Caracteristicas dos hidrolisados e influéncia no processo de fermentagao

Os hidrolisados de biomassa lignocelulosica passam por processos de preparacao que
utilizam altas temperaturas e concentragdes de acido causando a solubilizacdo da lignina e a
degradacao de parte dos agucares que geram outros compostos. Por isso, os hidrolisados tém
caracteristicas diferenciadas dos meios sintéticos, como altas pressdes osmoticas, formagao de
acidos organicos e presenca de compostos furanicos que sdo produtos da degradacao dos
acucares (ALMEIDA et al., 2007).

A alta pressao osmotica do hidrolisado ¢ causada porque, apos o processo de hidrolise,
o caldo resultante ¢ concentrado por evaporagdo da dgua para aumentar o teor de agucar, além

de passar pela etapa de corre¢do do pH para que o hidrolisado possua condigdes propicias
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para fermentagdo. Esse processo acumula todos os compostos formados, além de gerar
grandes quantidades de sais a partir da corre¢do do pH, consequentemente, ocorre aumento
brusco da pressao osmoética (ZHAO et al., 2009). O titulo de pressao osmotica dos
hidrolisados depende da biomassa utilizada e dos tratamentos realizados. Comparativamente,
Schirmer-Michel et al. (2009) reportaram que um meio sintético com 50 geL™ de agticar tem
pressio osmotica de 300 Osmekg™. Hickert et al. (2013) reportaram que a pressio osmotica
do hidrolisado da casca de arroz com, aproximadamente, 50 geL™ de aglicares é de 1300
Osmekg™', ja para a mistura de um hidrolisado 4cido e enzimatico de cascas de soja com,
aproximadamente, 55 geL” de actcares. Hickert er al. (2014) reportaram que a pressdo
osmotica foi de 2500 Osmekg™.

O efeito osmdtico do hidrolisado faz com que as leveduras, durante a fermentacao,
passem por estresse que afetam a taxa de multiplicacdo celular, além de mudancas na
permeabilidade da membrana plasmatica (CLARO et al., 2007). Uma medida utilizada pelas
c¢lulas para se adaptar a essa condicao € a sintese de osmolitos, que sdo grupos de solutos de
baixo peso molecular envolvidos na estabilizagdo protéica, em resposta a condig¢des
ambientais de estresse (VIANA et al., 2005). S. cerevisiae e grande parte das leveduras
sintetizam, principalmente, o glicerol, como osmolito (GARAY-ARROYO et al., 1999).
Geralmente, no processo de fermentagdo, as leveduras podem usar até 9% do total de actcar
para bioconversao de glicerol para a regulacdo omotica (BASSO et al., 2008).

Os processos de hidrolise também acabam gerando compostos toxicos que sdo
produtos da degradagio dos agtcares e da lignina. E dificil haver algum processo de hidrolise
em que ndo ocorra a degradagdo dos acticares em compostos furdnicos e a geracao de acidos
fracos, ja que a desacetilagdo da hemicelulose gera acido acético e a degradacdo dos agucares
gera compostos fendlicos (ALMEIDA et al., 2007). De uma maneira geral, os principais
inibidores de metabolismo das leveduras presentes nos hidrolisados de biomassas
lignoceluldsicas sao o furfural, que ¢ formado pela desidratacdo das pentoses e HMF, que ¢
formado pela desidratagdo das hexoses (LENIHAN et al., 2010; LIN et al., 2009). Em
leveduras, a toxicidade destes furaldeidos interfere no metabolismo, aumentando a fase lag de
crescimento e atrasando a produgdo de metabdlitos. Esses efeitos aumentam de acordo com o
aumento da concentragdo do furaldeido (NILSSON et al., 2005).

A formagdo de furfural e HMF nos hidrolisados esta relacionada, principalmente, ao
tipo de biomassa lignoceluldsico utilizado. Aguilar et al. (2002) reportaram ter encontrado

altas concentragdes de furfural, atingindo até 5 geL” em hidrolisado de bagaco de cana-de-
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acucar. Ja LARSSON et al. (1999) reportaram ter encontrado 6 gL' de HMF no hidrolisado
de pedagos de madeira da arvore Picea abies. Em contraste, CORTIVO et al. (2019)
reportaram que hidrolisados acido e enzimatico da casca de soja possuem concentragdes
muito baixas de furfural e HMF inferior a 1 gL', Baixas concentrac¢des de furfural e HMF
(<1 goL") também foram observados nos hidrolisados da mistura de cascas de aveia e cascas

de soja (CORTIVO et al., 2018), e no hidrolisado de cascas de arroz (HICKERT et al., 2013).

2.6.2 Biorreatores e configuracdes para a producio de etanol

Muitos estudos de fermentagdo para a producao de etanol de segunda geragao abordam
somente a fermentagdo em frasco agitado, mas esta abordagem ndo ¢ completa, € preciso
escalonar a fermentacdo em biorreator com condigdes controladas para a obtencdo de
parametros cinéticos mais efetivos e de menor variagcdo (CORTIVO et al., 2018). Os
biorreatores do tipo tanque agitado (STR) permitem o controle preciso da temperatura de
fermentacdo e da agitacdo, além de controle de outros pardmetros inexistentes em
fermentagoes em frasco agitado, como controle de pH e da aeracdo. O controle destes
parametros ¢ muito importante em estudos de producdo de etanol em que a aeragdo,
geralmente, ¢ um parametro crucial, ja que, muitas vezes, uma microaerofilia restrita ou
anaerobiose ¢ necessaria para a fermentagdo eficiente da xilose em etanol (GARCIA-OCHOA
etal.,2011; KIM et al., 2004b).

Biorreatores STR sdo reatores agitados mecanicamente por meio de pas internas
(impelidores). A aeragao dos sistemas ¢ feita por meio de um compressor de ar € a sua entrada
no biorreator ¢ feita pela parte inferior, sendo que a distribuicao ocorre por meio de difusores.
A troca de calor se da por serpentina interna ou de camisa externa (DORAN, 1995). A
agitagdo mecanica ¢ convencionalmente utilizada na industria ou em biorreatores de bancada
devido a baixos custos de operagdao. Em escala industrial, estes reatores sdo, geralmente,
fabricados em aco inoxidavel e em escala laboratorial, e sdo feitos de vidro. Para prevenir a
integridade do vaso, chicanas sdo acopladas aos tanques de modo que impedem a formagao de
vortice causado por altas frequéncias de agitagdo. Tipicamente, 75% do volume de trabalho ¢
preenchido com o fluido e o restante do volume, usualmente, serve para a passagem de ar e
eventual formagdo de espuma. (GARCIA-OCHOA et al., 2011). A Figura 12 mostra as partes

de um biorreator modelo STR.
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Figura 12: Representaciao esquematica de um biorreator de tanque agitado
STR. Disponivel em Yang (2007).

Um aspecto importante desta configuragao ¢ a transferéncia de oxigénio do sistema e a
relacdo com a agitacdo. Caso a altura do biorreator seja igual ao seu diametro, usualmente,
utiliza-se um agitador; se essa razao for maior, sdo necessarios mais agitadores e a distancia
entre eles deve ser igual, principalmente em cultivos aerados que precisam de uma
transferéncia de oxigénio uniforme (YANG, 2007). Embora reatores STR sejam amplamente
utilizados em sistemas de fermentagdo com células suspensas, esta configuragdo € pouco
empregada para células imobilizadas devido a tensdo de cisalhamento exercida sobre as
matrizes de imobilizagdo, que podem ser sensiveis e pouco resistentes (KOSSEVA, 2011;
WILLAERT, 2011). Para fermentagdes com células imobilizadas, sdo necessarios
biorreatores que permitam manter a integridade do suporte com o biocatalisador (KOSSEVA,
2011; WILLAERT, 2011).

Reatores de coluna tém se mostrado adequados para a utilizagdo com células
imobilizadas, pois, na grande maioria dos casos, preservam o biocatalisador, sendo trés
configuragdes mais relatadas na literatura:

1) Reator de leito empacotado, também chamado de leito fixo. Nesta configuracao,

ndo ha mistura longitudinal, o material suporte ¢ adicionado em seu interior, por onde também
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passa o meio de alimentacao de forma ascendente, a movimentagdo das particulas na coluna ¢
sutil ou praticamente inexistente, ocorrendo gradiente de concentracdo ao longo do
comprimento da coluna do biorreator. Esse sistema apresenta algumas vantagens, como a
possibilidade de empacotamento de diversos tipos de suportes com variadas geometrias, a
simplicidade de operacdo, o baixo custo, altas taxas de conversio e produtividades
volumétricas, além da simplicidade do projeto (KOSSEVA, 2011; VERBELEN, PIETER J. et
al., 2006). Apesar disso, este sistema apresenta algumas desvantagens, como o acimulo de
gases e de biomassa suspensa, os quais podem levar a formagdo de caminhos preferenciais e
prejudicar a transferéncia de massa, e as taxas de producdo, além de ser inapropriado para
cultivos aerados devido a deplecao rapida do oxigénio no inicio da coluna (VERBELEN et
al., 2006; KOSSEVA et al., 2009).

2) Reator de leito fluidizado: este sistema caracteriza-se pela movimenta¢do das
particulas ao longo da coluna do biorreator devido a agitagdo do meio de cultivo. Esta
agitacdo pode ser dada de duas maneiras: pela recirculacdo do proprio meio de cultura ou por
meio da inje¢do de ar ou de um gas inerte, como no caso de reatores airlift € de coluna de
bolhas. Neste sistema, a transferéncia de massa ¢ facilitada devido a homogeneizagdo do meio
e a movimentacao das particulas, o que facilita a remocao de gases e evita a decantagdao de
c¢lulas no fundo do biorreator. A principal vantagem dos biorreatores de leito fluidizado ¢ a
combinacao entre reatores de mistura completa e de leito fixo, apresentando boas condi¢des
de mistura e baixas tensdes de cisalhamento. E importante que o tamanho e a densidade do
suporte bem como a taxa de fluxo de liquidos e gases que passam pela coluna devem ser
configurados para que o sistema mantenha a maior homogeneidade possivel (GROBOILLOT
et al., 1994; VERBELEN et al., 2006; KOSSEVA et al., 2009).

3) Reatores de membrana utilizam membranas seletivas com fluxo cruzado
permitindo a separagdo entre as células que ficam delimitadas em um espago enquanto ocorre
o transito de agucares com saida dos produtos de fermentagio (RADOCAIJ et al., 2014). Esse
sistema pode apresentar limitacdes, entre elas: decaimento de fluxo e incrustagdes na
membrana em fun¢do do tempo de operagdo, que sdo causadas devido a alta concentragdo de
solidos soltiveis e insoltiveis nas matérias-primas e de interacdes quimicas entre as moléculas.
Muitas vezes, € necessaria a limpeza da membrana ao longo do processo ou desenvolvimento
de tecnologias que permitam a diminui¢do da incrustacio da membrana (MACHADO et al,
2014).

A Figura 13 mostra uma representagao esquematica dos biorreatores de colunas.
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Figura 13: Biorreatores em coluna de células imobilizadas: (A) leito fixo ou
empacotado, (B) leito fluidizado pela recirculacio do meio, (C) leito fluidizado pelo
sistema airlift, (D) leito fluidizado pelo sistema de coluna de bolhas. Adaptado de
Gabardo (2015). (E) Fotografia de um biorreator de coluna da marca PID Fermenter
AWS (Wald, Suica). Disponivel em Antunes (2015).
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A principal finalidade da utilizacdo de biorreatores com células imobilizadas ¢ a
vantagem de realizagdo da operagdo continua de fermentacao ou a possibilidade de realizacao
de fermentagdes em sequéncia com reaproveitamento das células. Processos com
reaproveitamento de células sdo interessantes pela reducdo de custos do bioprocesso
(GABARDO et al., 2016). O reaproveitamento das células imobilizadas ¢ relatado na
literatura em fermentacdes sequenciais de permeado de soro de queijo para a producdo de
etanol utilizando as leveduras S. cerevisiae e K. marxianus imobilizadas em arginato de calcio
(GABARDO et al., 2016). O aproveitamento de células de Candida shehatae imobilizadas
em alginato de calcio em fermentagdes sequenciais de hidrolisado hemicelulosico de bagaco
da cana também ja foi relatado (ANTUNES et al., 2016).

Ja o processo continuo se caracteriza pela manutencao do volume de reacdao constante,
sendo um sistema aberto em que a vazao de alimentacdo ¢ idéntica a vazao de retirada de
meio, mantendo, assim, o volume de reagdo constante. Nesse sistema, as células precisam
manter o mesmo estado fisiologico e a formagdo dos produtos precisa ser constante. Dessa
forma, o estado estaciondrio ¢ alcancado e as variaveis de estado permanecem constantes ao
longo do tempo de operagao (GHALY et al., 1997). Sistemas de fermentagdo continua
apresentam vantagens, como o aumento na produtividade, minimizacao das perdas e operacao
em biorreatores de menor escala (GHALY et al., 1997; VERBELEN, PIETER J. et al., 2006).

Sistemas de fermentacdo continuos ainda em escala laboratorial sdo relatados em
algumas pesquisas de conversdao de soro de queijo e permeado do soro de queijo com
diferentes configuracdes de biorreator de leito fixo e leito fluidizado, utilizando sistemas com
células imobilizadas de K. marxianus em alginato de célcio (GABARDO et al., 2011;
GABARDO et al., 2015). Em escala industrial, j& € aplicada a produgdo continua de alcool a
partir de células floculentas. Este sistema desenvolvido pela empresa Natrontec, que tem sido
implementado em algumas plantas industriais no Brasil, mostrou consideravel elevacido de
eficiéncia sobre o processo tradicional, com diminui¢do dos custos de producao e manutengao
(ZANIN et al., 2000). Além disso, em fermentagdes industriais para a producao de alimentos,
ja estdo sendo utilizados sistemas continuos de fermentacdo. Diversas cervejarias, em varios
paises, ja utilizam processos continuos de producdo. As cervejarias Kirin Brewery Company
(Japao), Labbat Breweries (Canad4) e Meura Delta (Bélgica) aplicam diferentes tecnologias

de fermentacgdo continua, que sdo altamente produtivas e rentaveis (VIRKAJARVI, 2001).
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2.7 Imobilizagao celular

O processo de imobilizagdao celular consiste no confinamento de células em uma
estrutura fisica, preservando a atividade catalitica (KAREL et al., 1985). A imobilizacao de
células também pode ser definida como uma técnica utilizada para a fixagao fisica ou quimica
das células, organelas, enzimas ou outras proteinas (por exemplo, anticorpos monoclonais) em
um suporte solido, em uma matriz s6lida ou retidas por uma membrana, a fim de aumentar
sua estabilidade e facilitar uso repetido ou continuado (IUPAC, 1997). Muitos micro-
organismos apresentam a capacidade de se aderir a diferentes tipos de superficies na natureza
(KOURKOUTAS et al., 2004). Os processos de imobilizacdo, geralmente, simulam o
crescimento natural de células no interior de estruturas naturais ou em superficies.

A técnica de imobilizagdo celular tem sido utilizada em alguns estudos, pois pode
apresentar vantagens frente a processos com células suspensas, como redugao dos tempos de
fermentagdo, aumento da produtividade, possibilidade de reuso das cé€lulas, além de reducao
dos riscos de contaminagdo, ja que ¢ possivel operar com alta densidade celular durante o
processo de fermentacdo. Além disso, hd melhora na estabilidade do biocatalisador e protegao
contra o estresse ambiental, gerando maior tolerancia as altas concentra¢des de substrato e
produto final (MUSSATTO et al., 2010; ZHANG et al., 2002).

Diversos processos de imobilizacdo celular sdao reportados, dentre eles: ligacdo a
superficies solidas, aprisionamento em matrizes porosas, floculagdo (natural ou artificial), e
conten¢ao por membranas (KOSSEVA et al., 2009). A Figura 14 mostra, esquematicamente,
alguns destes processos de imobilizacdo. Cada um desses métodos apresenta vantagens e
desvantagens, por isso € necessario levar em conta a finalidade da utilizagdo da imobilizacao
celular. As técnicas de envolvimento em matriz porosa foram avaliadas em processos de
producdo de etanol a partir de glicose ou melago ou permeado soro de queijo. Nesta
metodologia, as células podem ser protegidas do estresse ambiental, mas enfrentam problemas
difusionais de transferéncia de massa (GABARDO et al., 2016; VERBELEN, P. J. et al.,
20006).
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Figura 14: Métodos de imobilizacdo celular: (A) ligacio a superficies sélidas, (B)
aprisionamento em matrizes porosas, (C) floculacio e (D) contencio por membranas.

Adaptado de Kourkoutas et al. (2004).

Um método de imobilizacdo que mostra resultados promissores para células e enzimas
¢ a imobilizagdo em alcool polivinilico (PVA), que ¢ um polimero sintético que pode ser
usado para formar hidrogéis com excelentes propriedades mecanicas, nao € toxico e pode ser
economicamente viavel para aplicacdes em escala industrial. A tecnologia de imobilizagao
comercial em PVA patenteada ¢ chamada de LentiKats® e permite que o processo de
imobilizagdo seja feito em temperatura ambiente sem a adicdo de compostos toxicos
(KRASNAN et al., 2016).

Esta tecnologia gera particulas em forma semelhante a lentes, diferente da forma
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esférica, que ¢ a mais tipica em processos de imobilizagdo celular. Apesar de o formato
esférico permitir uma descricao facil dos efeitos de difusdo por modelos matematicos que
auxiliam a entender e a aperfeigoar o bioprocesso, se as esferas possuirem um diametro
grande, o centro do biocatalisador sofrera limitagdes de difusdo, e, no caso de células vivas,
elas serdo inibidas e somente as células sob a superficie estardo viaveis (KRASNAN et al.,
2016). Além disso, particulas grandes sao mais suscetiveis a deterioracdo causada por
agitacdo e outras cargas mecanicas, ja as muito pequenas podem obstruir a linha de saida em
biorreatores e sao dificeis de serem retidas (JAHNZ et al., 2002). A estrutura em forma de
lente da tecnologia proporciona que essas particulas combinem os beneficios de esferas
grandes e pequenas. A forma e o tamanho permitem também uma difusdo eficiente, devido a
sua area superficial maxima e, ao mesmo tempo, ao volume. Sendo assim, as limitacdes de
difusdo associadas ao transporte do substrato para a lente e os produtos para o exterior da
lente sdo significativamente reduzidos (LENTIKAT'S BIOTECHNOLOGIES). A Figura 15

mostra, esquematicamente, o processo de difusio nas LentiKats®.

Difusdo do meio atraves do
Matriz porosa de PVA biocatalizador
com o biocatalizador o
aprisionado N

Figura 15: Processo de difusio nas particulas de Lentikats®. Adaptado de

Krasnan et al. (2016).
Lentikats® também possuem alta porosidade interna, gerando alta capacidade de
imobiliza¢do, e excelente estabilidade fisica e mecanica (elasticidade e baixa abrasdo)

(Lentikat's Biotechnologies). O beneficio da imobilizacdo em LentiKats® ¢ demonstrado por
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alguns exemplos de imobilizagdo bem-sucedida de células inteiras e enzimas, como, por
exemplo, a redu¢ao do consumo de energia para tratamento de aguas e producao continua de

cerveja (BEZBRADICA e al., 2007; KRASNAN et al., 2016).
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3. RESULTADOS

Nesta seccao sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho no formato de
artigos cientificos (itens 3.1, 3.2 e 3.3). Em cada um destes artigos, consta a introducao, os
materiais e as metodologias empregadas, juntamente com a discussao dos resultados obtidos e

as conclusdes pertinentes a cada etapa de trabalho desenvolvida.

3.1 - Resultado I

Conversion of fermentable sugars from hydrolysates of soybean and oat hulls into

ethanol and xvlitol by Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303

Neste artigo, a levedura recentemente prospectada Spathaspora hagerdaliae UFMG-
CM-Y303 foi testada em fermentacoes de hidrolisado resultante do tratamento acido,
tratamento enzimatico e na mistura destes hidrolisados, com alta concentracao de glicose e
xilose, e alta pressdao osmdtica. Diferentes condigdes de aeragdo dos meios foram testadas em
biorreator. Sp.hagerdaliae UFMG-CM-Y303 foi capaz de assimilar tanto a glicose quanto a
xilose dos hidrolisados, mas mostrou-se sensivel as altas pressdes osmoticas, também houve
conversao da xilose em xilitol impactando nos rendimentos de etanol, além disso, melhores
rendimentos de etanol s6 foram atingidos em condi¢des de microaerofilia. Este artigo esta
publicado na revista Industrial Crops and Products (fator de impacto 5,64) com o DOI:

10.1016/j.indcrop.2020.112218.
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3.2 - Resultado II

Performance of xylose-fermenting veasts in oat and sovbean hulls hydrolysate and

improvement of ethanol production using immobilized cell systems

Neste artigo, uma ampla diversidade de leveduras com capacidade de fermentar
glicose e xilose, dos géneros Spathaspora, Scheffersomyces Sugiymaella e Candida,
além de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada para
fermentar a glicose e xilose em etanol foram testadas no hidrolisado resultante do
tratamento acido da mistura de casca de aveia e soja, buscando selecionar a levedura
com a melhor capacidade de conversdo dos acucares em etanol. Sp. passalidarum
UFMG-CM-469 mostrou os melhores parametros cinéticos de producdo de etanol,
superando até Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303, cujos resultados foram mostrados na
etapa anterior, por isso, foi selecionada para estudos de fermentagdo com as células
imobilizadas por envolvimento em matriz porosa, utilizando a tecnologia LentiKats®
(alcool polivinilico).

Fermentagdes do hidrolisado resultante do tratamento acido com células
imobilizadas mostraram melhoria da produtividade quando comparadas com o cultivo
com células suspensas; e as culturas imobilizadas também foram viaveis na fermentacao
do hidrolisado resultante do tratamento enzimatico com pressao osmotica mais elevada.
Um aumento maior na produtividade de etanol também foi alcangado suplementando os
hidrolisados com extrato de levedura cru. Por fim, as células imobilizadas em
LentiKats® foram testadas em uma sequéncia de fermentagdo de hidrolisado resultante
do tratamento acido, enzimatico e na mistura acido/enzimatico buscando avaliar a
tolerdncia do suporte de LentiKats® as variagdes de concentragdo de agucar e pressio
osmdtica, e a manuten¢do da viabilidade das células imobilizadas por um longo periodo.
Observou-se que as células imobilizadas em LentiKats® mostraram capacidade de
fermentacdo da glicose e xilose por mais de 240 horas com bons parametros de
producdo de etanol. Este artigo esta publicado na revista Biotechnology Letters (fator de

impacto 2,46) com DOI : https://doi.org/10.1007/510529-021-03182-2

Este artigo possui uma quantidade significativa de material suplementar
(descricao detalhada das cinéticas de fermentacdo, que no artigo foi resumido em
tabelas). 0] material suplementar pode ser consultado em

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10529-021-03182-2
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3.3 - Resultado III

Continuous bioreactor bioprocess using immobilized Spathaspora passalidarum to ferment

hydrolysates of oat and soybean hulls to ethanol

Neste artigo, a levedura Sp. passalidarum UFMG-CM-469 foi testada em fermentagdes
com as células imobilizadas em LentiKats® em sistema de biorreator fluidizado e de leito fixo
operando continuamente. O biorreator fluidizado mostrou melhores parametros de producdo de
etanol. Diferentes taxas de diluicdo foram testadas no biorreator fluidizado e o aumento da taxa
de dilui¢do gerou aumento na produtividade volumétrica de etanol. Fotografias de microscopia
eletronica de varredura da superficie da LentiKats” mostraram a colonizagdo da LentiKats® por

Sp. passalidarum UFMG-CM-469. Artigo a ser submetido.
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4. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve por objetivo utilizar leveduras recentemente prospectadas da
biodiversidade brasileira em diferentes estratégias de fermentacao para a produgdo de etanol
de segunda geragdo. Para tanto, uma série de etapas foram desenvolvidas abrangendo desde
experimentos com diferentes géneros de leveduras e diferentes espécies dentro do mesmo
género, estudos testando diferentes condigdes de aeragdo dos meios de cultura durante a
fermentacgdo, testes com suplementacao dos hidrolisados a partir de diferentes concentracdes
de actcares, utilizagdo da técnica de imobilizagdo celular, diferentes estratégias de
fermentagdo com biorreatores operados em regime batelada, batelada repetida e cultura
continua. Cada etapa teve significativa contribui¢do para que o objetivo final desta pesquisa
fosse alcancado, especialmente no sentido de apresentar novas abordagens para a produgao de
etanol de segunda geragao.

A mistura 1:1 de casca de aveia com casca de soja foi utilizada como substrato para a
producdo do etanol de segunda geracdo. Estudos para aplicacdo destes residuos na produgao
do etanol sdo importantes, uma vez que a soja € a oleaginosa mais produzida no mundo e a
aveia ¢ plantada em regides temperadas, ambas passam por processamento agroindustrial
gerando uma quantidade abundante de residuos que estdo prontamente disponiveis para a
utiliza¢do na producao de etanol. A hidrolise acida diluida, seguida pelo processo de hidrolise
enzimatica utilizando a enzima Celluclast® 1.5L (Novozymes, Brazil), permite alta
recuperagao da glicose e xilose presente na fracdo de celulose e hemicelulose da casca de
aveia e casca de soja, gerando caldos com baixa concentracdo dos inibidores da fermentacao
(furfural, HMF e acido acético).

Este estudo utilizou uma variedade de leveduras com capacidade de fermentar a
glicose e a xilose, recentemente prospectadas da biodiversidade brasileira, pertencendo aos
géneros Spathaspora, Scheffersomyces, Sugiymaella, e Candida, além de S. cerevisiae YRH
1415, que foi construida utilizando como parental a linhagem S. cerevisiae PE-2, que ¢,
atualmente, a levedura mais utilizada na producdo de etanol de primeira geracdo no Brasil. A
capacidade de fermentacdo da xilose nesta levedura foi conferida por integragao
cromossomica dos genes de metabolismo da xilose de Sc stipitis. Observou-se, ao longo deste
estudo, que as leveduras testadas foram capazes de crescer e fermentar os acucares dos
hidrolisados, mas diferengas marcantes no desempenho de produgdo de etanol entre os
diferentes géneros e também entre as diferentes espécies de leveduras foram observadas.

As leveduras do género Spathaspora mostraram um oOtimo desempenho na



fermentagdo da glicose e xilose do hidrolisado, algumas espécies tiveram o principal produto
da fermentagdo da xilose o etanol e outras, o xilitol, como Sp. xylofermentans UFMG-HMD-
23.3, que teve como principal produto da fermentagdo da xilose o xilitol. Este também ¢ um
resultado interessante, uma vez que esta levedura tem potencial para ser aplicada em sistemas
que sao exclusivos de producao de xilitol, este que tem um alto valor agregado, visto o poder
adogante e a aplicabilidade na induastria de alimentos. Outras leveduras mostraram a
necessidade de condigdes especificas de aeragdao para a manutencao do fluxo de carbonos da
xilose para o etanol, como no caso da Sp. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 em que o cultivo em
microaerofilia gerou maior conversdo ao etanol, enquanto, com uma aeragao maior, o xilitol
foi o principal produto.

Porém, para uma aplicagdo pratica na industria de producao de etanol de segunda
geracdo, que exige maior simplicidade do processo, € necessario que a levedura consiga
converter a glicose e xilose em etanol em condi¢do de anaerobiose. Neste sentido, a levedura
Sp passalidarum UFMG-CM-469 mostrou os melhores resultados, pois os aglcares foram
convertidos em etanol com baixa producdo de xilitol e glicerol, em condicdo de cultura
anaerodbica, além disso, a levedura foi capaz de tolerar a alta pressao osmotica do hidrolisado.

A partir deste resultado de triagem, a levedura Sp passalidarum UFMG-CM-469 foi
selecionada para ser aplicada em estudos para o melhoramento dos parametros fermentativos.
Fermentacdes com as células de Sp passalidarum UFMG-CM-469 imobilizadas em
LentiKats® foram testadas, a imobilizacio em LentiKats® é um aprimoramento do suporte de
alcool polivinilico, permitindo que o processo de imobilizacao seja realizado em temperatura
ambiente e sem a adi¢do de produtos quimicos toxicos. Esta técnica tem a vantagem de gerar
particulas com alta porosidade interna, alta capacidade de imobilizacdo e resistentes ao
cisalhamento, permitindo que a fermentacdo seja realizada em alta densidade celular, até
entdo, este ¢ o primeiro relato do uso da tecnologia de imobilizacio em LentiKats® na
producdo de etanol de segunda geracao.

Culturas com células imobilizadas mostraram melhoria nos parametros de produgado de
etanol e a suplementacdo dos hidrolisados com extrato de levedura cru mostrou um aumento
consideravel na produtividade de etanol, isso mostra que o hidrolisado acido e o hidrolisado
enzimatico da mistura de casca de aveia e casca de soja, ambos sdao caldos adequados para a
aplicacdo na producao de etanol de segunda geracdo, pois ndo exigem suplementagdao

extensiva. O uso prolongado das células imobilizadas também foi testado em fermentacdes
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sequenciais de hidrolisado resultante do tratamento acido, tratamento enzimatico e da mistura
de hidrolisados acido e enzimatico utilizando as mesmas células imobilizadas em LentiKats®,
estas mantiveram a eficiéncia de fermentacdo por mais de 240 horas, mostrando que a
imobilizacdo em LentiKats® ¢ estavel e eficiente.

Por fim, foi testada a utilizagdo de células imobilizadas em biorreator de coluna
fluidizado e com leito fixo. Biorreatores de leito fixo e de leito fluidizado tém diferentes
configuragdes, o que pode resultar em diferentes tipos de resultados. Na configuragao de leito
fixo, embora as transferéncias de massa sejam menores, o biorreator opera com densidade
celular alta, o que pode beneficiar o processo fermentativo. J& a configuragdo de leito
fluidizado, embora trabalhe com densidades celulares mais baixas, a fluidizacao do sistema
permite uma maior transferéncia de massa, além de evitar que caminhos preferenciais se
formem no reator. Neste estudo, considerando a natureza do suporte de imobilizagdo, o
biorreator fluidizado mostrou melhores resultados, tanto na fermenta¢ao em batelada como
em biorreator de cultura continua, a estratégia de fermentagdo utilizando células imobilizadas
em biorreatores fluidizado operando em taxas de diluicdo maiores mostrou resultados
promissores, ja& que o aumento da taxa de diluicdo gerou aumento na produtividade
volumétrica de etanol.

Entre as perspectivas para a continuagdo deste trabalho, como a levedura Sp
passalidarum UFMG-CM-469 mostrou melhores parametros de producdo de etanol a partir
da fermentacdo dos hidrolisados da mistura de casca de aveia com casca de soja, entre uma
grande variedade de outras leveduras que foram testadas, estudos da expressdo génica,
andlises protedmica, metabolomica e de atividade enzimdtica relacionada as vias de
metabolismo da glicose e xilose durante a fermentacdo de hidrolisados poderiam melhor
elucidar os fatores que conferem o desempenho fermentativo superior desta levedura. A
capacidade fermentativa de Sp passalidarum UFMG-CM-469 ainda pode ser melhorada por
processo de evolugdo adaptativa ou transformacao genética gerando mutantes com maior e
mais rapida capacidade conversdo dos actcares em etanol.

As estratégias de fermentagdo também podem ser aperfeigoadas, a fermentacdo em
biorreator continuo com células imobilizadas pode ser aprimorada testando a fermentacao de
hidrolisados com outras concentragdes de agucares, bem como, a operacdo de dois
biorreatores em sequéncia em que o segundo biorreator ¢ alimentado com efluente do

primeiro, esta estratégia pode gerar um maior titulo de producao de etanol e menor quantidade
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de agucares residuais quando se opera o biorreator continuo com diluigdes mais altas. Outra
possibilidade ¢ projetar novos modelos de biorreatores para operacdo com células
imobilizadas que permitam maior controle das varidveis relacionadas com o processo de

fermentagao.
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5. CONCLUSOES

A triagem de leveduras realizada neste estudo mostrou que as diferentes leveduras
isoladas da biodiversidade brasileira tiveram diferengas marcantes na assimilacao da glicose e
xilose do hidrolisados resultantes do tratamento acido e tratamento enzimatico da mistura 1:1
de casca de aveia com casca de soja com diferentes perfis de conversdes aos produtos, etanol
e xilitol. Sp passalidarum UFMG-CM-469 que foi a levedura que mostrou melhores
parametros de producdao de etanol, tendo capacidade de conversdo dos acgucares destes
hidrolisados em etanol tanto em microaerofilia quanto em anaerobiose com baixa produgao de
xilitol e glicerol. Sp passalidarum UFMG-CM-469 foi selecionada para a utilizagdo em
bioprocessos com as células imobilizadas em LentiKats®. A utilizagdo deste suporte de
imobilizagdo mostrou resultados promissores, pois foi capaz de proteger as células da alta
pressao osmotica do hidrolisado e operar a fermentagdo com alta densidade celular, gerando
melhores parametros de producdo de etanol, foi possivel também a reutilizagdo das células
imobilizadas em fermentagdes sequenciais de hidrolisados.

A suplementacdo do hidrolisado resultante do tratamento acido e do hidrolisado
resultante do tratamento enzimatico com extrato de levedura cru, mostrou-se como uma
alternativa interessante, pois ¢ uma suplementagdo barata que gerou aumentos significativos
na produtividade volumétrica de etanol para os dois hidrolisados. Finalmente, as culturas com
células imobilizadas em biorreator fluidizado e em biorreator de leito fixo, operando
continuamente, mostram resultados promissores de producao de etanol. Nas condigdes deste
estudo, o biorreator fluidizado mostrou melhores parametros de produgdo de etanol a partir
dos hidrolisados de casca de aveia e soja. Aumentos na taxa de diluicdo do biorreator
fluidizado geraram aumentos na produtividade volumétrica de etanol. Todos estes resultados
sao relevantes, pois as leveduras testadas neste estudo bem como as estratégias de
fermentagdo geraram resultados que contribuem para avangos na viabilizacdo da produgdo

industrial da producao do etanol de segunda geragao.
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