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RESUMO

O etanol de segunda geragdo (E2G) ¢ obtido a partir de biomassas lignoceluldsicas como o
bagaco de cana-de-agucar, subproduto da producdo de etanol de primeira geragdo (E1G). Varios
obstaculos precisam ser superados para a fermentacao industrial do hidrolisado hemicelul6sico
(HH), obtido a partir do pré-tratamento do bagago de cana-de-agticar com acido sulfurico
diluido como, por exemplo, o consumo de xilose e resisténcia aos inibidores que prejudicam o
desempenho de leveduras fermentadoras de pentoses como Spathaspora passalidarum. A
imobilizacdo pode ser uma alternativa para conferir protecdo as células e aumentar a
produtividade volumétrica do sistema, além de facilitar sua reutilizagdo durante o processo.
Neste trabalho foi avaliada a imobilizacdo de células de S. passalidarum em esferas de alginato
de calcio e realizada a comparagdo do desempenho fermentativo em relagao ao sistema com
células livres. Neste contexto, foram realizados trés ensaios: (1) células imobilizadas com
concentragio inicial elevada de agtcares redutores (AR) (120 g.L); (2) células imobilizadas
com concentragdo inicial moderada de AR (70 — 90 g.L!) e (3) células livres com concentragio
inicial moderada de AR (70 — 90 g.L'!), simulando o meio de HH com base nos tipos de AR
(glicose e xilose) e suas propor¢des. Todos os ensaios ocorreram em shaker, a 30 °C e 110 rpm
e foram realizadas cinco bateladas sucessivas visando o reuso de células. Para o ensaio com
células imobilizadas em elevada concentragao inicial de AR o maximo fator de conversao de
substrato em produto (Ypss) foi alcangado na batelada B5 (0,30 g.g”'.h™!), e a produtividade (Qp)
méxima observada foi na B2 (0,93 g.L'h'). O ensaio com células imobilizadas em
concentragio moderada de AR alcangou Ypis de 0,30 g.g”'.h! em B2, similar aos valores obtidos
pelas células livres, na faixa de 0,30 a 0,33 g.g"'.h"!. Entretanto, Qp foi inferior para este ensaio,
alcancando 0,81 g.L-.h"' em B2, enquanto para células livres a faixa foi de 1,06 a 1,16
g.L . h!. Uma técnica para determinacio da concentracdo de células imobilizadas nas esferas
de alginato foi desenvolvida, o que possibilitou a determinacdo das velocidades especificas para
as fermentacoes realizadas. De acordo com os resultados obtidos foi possivel demonstrar que
S. passalidarum pode ser imobilizada em alginato de célcio, no entanto, o suporte escolhido
ndo se mostrou o mais adequado, pois devido a evolugdo de CO» observou-se, por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV), a baixa resisténcia desta matriz, o que leva a
sugerir o teste de outras matrizes para imobilizacao. Outra conclusdo importante esta na escolha
do sistema de fermentagdo, que para o caso de S. passalidarum necessita de aeragdo para
favorecer o consumo de xilose, portanto, sistemas em leito fluidizado continuos poderiam ser
uma alternativa para auxiliar na transferéncia deste nutriente.

Palavras-chave: produtividade volumétrica. hidrolisado hemiceluldsico. bateladas sucessivas.
alginato de calcio



ABSTRACT

Second generation ethanol (E2G) is obtained from lignocellulosic biomasses such as sugarcane
bagasse, a by-product of the first generation ethanol (E1G) production. Several obstacles must
be overcome for the industrial fermentation of hemicellulosic hydrolyzate (HH), obtained from
the pretreatment of sugarcane bagasse with diluted sulfuric acid, such as the consumption of
xylose and resistance to inhibitors that harm the performance of pentose fermenting yeasts such
as Spathaspora passalidarum. Immobilization can be an alternative to provide protection to
cells and increase the volumetric productivity of the system, in addition to facilitating its reuse
during the process. In this work, the immobilization of S. passalidarum cells in calcium alginate
beads was evaluated and a comparison of the fermentative performance in relation to the system
with free cells was performed. In this context, three tests were carried out: (1) immobilized cells
with high initial concentration of reducing sugars (RS) (120 g.L'!); (2) immobilized cells with
moderate initial concentration of RS (70 - 90 g.L ") and (3) free cells with moderate initial
concentration of RS (70 - 90 gL-1), simulating the HH medium based on the types of RS
(glucose and xylose) and their proportions. All tests were carried out in a shaker, at 30 ° C and
110 rpm and five successive batches were performed aiming at the reuse of cells. For the assay
with cells immobilized in high initial concentration of RS, the maximum substrate-to-product
conversion factor (Yps) achieved in the B5 batch of 0.30 g.g'h! and the maximum
productivity (Qp) observed it was in B2 (0.93 gL-'.h!"). The assay with cells immobilized in
moderate RS concentration reached Ypss of 0.30 g.g”'.h"! in B2, similar to the values obtained
by free cells, in the range 0f 0.30 t0 0.33 g.g™!. h'!. However, QP was lower for this test, reaching
0.81 g.L - .h! in B2, while for free cells the range was 1.06 to 1.16 g.L-".h"!. A technique for
determining the concentration of cells immobilized in the alginate beads was developed, which
made it possible to determine the specific rates for the fermentations performed. According to
the results obtained, it was possible to demonstrate that S. passalidarum can be immobilized in
calcium alginate, however, the support chosen was not the most appropriate, because due to the
evolution of COz it was observed, by means of scanning electron microscopy (SEM), the low
resistance of this matrix, which suggests suggesting the testing of other matrices for
immobilization. Another important conclusion is in the choice of the fermentation system,
which for the case of S. passalidarum needs aeration to favor the consumption of xylose,
therefore, continuous fluidized bed systems could be an alternative to assist in the transfer of
this nutrient.

Keywords: volumetric productivity. hemicellulosic hydrolysate. successive batches. calcium
alginate.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

O que?
Comparagao de sistemas para producao de etanol de segunda geracao (E2G) utilizando

células livres e células imobilizadas de Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907.

Por qué?
A produgdo de E2G ¢ uma alternativa a elevada demanda energética e buscam-se formas
de otimiza-la;
Nao ha relatos de imobilizacao da levedura S. passalidarum para producao de E2G na
literatura consultada;
O alginato de célcio ¢ um dos suportes mais utilizados para a imobilizacdo de

microrganismos.

O que ja existe?
Comparagdo de sistemas para producao de etanol de primeira geracao (E1G) utilizando
células livres e células imobilizadas de Saccharomyces cerevisiae.
Estudos de producao de E2G utilizando cé€lulas livres de leveduras ndo convencionais
como, por exemplo, S. passalidarum e S. stipitis;
Estudos de producdao de E2G utilizando células imobilizadas de S. stipitis, Candida

shehathae e S. cerevisiae geneticamente modificada em alginato de calcio.

Hipoteses da pesquisa
E possivel a imobilizagdo por envolvimento das células de Spathaspora passalidarum
em alginato de calcio?
E possivel o reciclo/reuso das células imobilizadas de S. passalidarum?
A imobilizagdo confere o aumento da produtividade de etanol nas fermentagdes em

batelada, quando comparada ao sistema com células livres?
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1INTRODUCAO

O aumento da demanda energética mundial combinado a problemas ambientais, como
0 aquecimento global, impulsionou a busca por fontes alternativas ao combustivel fossil. O
bioetanol ¢ uma fonte de energia renovavel e sustentavel e pode ser obtido a partir de diferentes
carboidratos, divididos em matérias-primas acucaradas, amilaceas e lignoceluldsicas, que
apresentam a formula geral (CH20),. O etanol produzido a partir das biomassas agucaradas e
amilaceas, como cana-de-agucar e milho, ¢ chamado de etanol de primeira geragao (E1G), que
atualmente corresponde a 65 % da producdo mundial de biocombustivel. O etanol de segunda
geracdo (E2G) refere-se aquele obtido a partir das biomassas lignocelulosicas como, por
exemplo, o bagago da cana-de-acticar (DALENA et al., 2018; NAGHSHBANDI et al., 2019;
SENATORE et al., 2019). A cana-de-aglicar tem grande importancia industrial no Brasil devido
a sua abundancia e pela possibilidade de obtencao de diversos produtos destacando-se o agucar
e o bioetanol, e gerando o bagaco como um dos principais residuos, o qual possui potencial de
utilizagdo na producdo de E2G. A cada 1 ton de cana-de-agucar sdo produzidos cerca de 140 kg
de bagaco (B.S.), na qual parte ¢ utilizada na cogeragdo, para produgdo de energia, e outra parte
tem capacidade para ser utilizado na producdo de E2G (SANTOS et al., 2019a, 2019b).

Devido a composicdo polimérica das biomassas lignoceluldsicas, que consiste
principalmente de celulose (40 — 50 %), hemiceluloses (25 — 30 %) e lignina (15 — 20 %)
(ROCHA et al., 2011), verifica-se a necessidade de desconstrucdo destes polimeros para
posterior uso em um processo fermentativo. A celulose ¢ um homopolimero de glicose, as
hemiceluloses sdo constituidas, em sua maioria, por hexoses (glicose, galactose € manose),
pentoses (xilose e arabinose) e grupos acetil, enquanto a lignina ¢ composta por monomeros
fenolicos de alcool (DALENA et al., 2019; ZABED et al., 2016). O fracionamento ¢ liberagao
de acgticares da biomassa pode ser realizado, por exemplo, por meio de pré-tratamento com
acido sulfurico diluido seguido de hidrolise enzimatica (LIMA et al., 2021). Na primeira etapa
haverd a liberacao de agiicares monoméricos (majoritariamente xilose) e de grupos acetil da
estrutura das hemiceluloses na forma liquida, conhecido como hidrolisado hemicelulésico (HH)
(ROCHA et al.,, 2011) e a obtencdo de um material solido rico em celulose e lignina
(celulignina). J& a etapa de hidrolise enzimatica da celulignina (CANILHA et al., 2012;
LIMAYEM; RICKE, 2012) sera responsavel pela formacdo de um hidrolisado rico em hexoses
presentes na estrutura da celulose, o hidrolisado celulésico. Vale destacar que a etapa de pré-
tratamento, além de promover a hidrélise das hemiceluloses também promove a hidrolise

parcial da estrutura da lignina gerando inibidores (furfural, hidroximetilfurfural e compostos
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fenolicos) que estardo presentes na composi¢cdo de HH. Na sequéncia, estes hidrolisados podem
ser fermentados a etanol por leveduras competentes, a partir da metabolizacdo dos agucares
presentes no meio (MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2021).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizada industrialmente para a producao de
E1G, ¢ incapaz de fermentar pentoses e, portanto, ndo ¢ ideal para ser utilizada na fermentacao
de HH para produgdo de E2G, sendo necessdria a busca por outros microrganismos. Uma
alternativa ¢ a levedura Spathaspora passalidarum, isolada do estdmago de besouros
consumidores de madeira, que apresenta o metabolismo necessario para a produgao de E2G a
partir da xilose. Do ponto de vista industrial, embora a fermentacao de hexoses seja mais facil,
pois utiliza S. cerevisiae, a fermentacgao das pentoses do HH ¢ essencial para que a produgao de
bioetanol a partir de biomassas lignocelulosicas seja economicamente viavel (CANILHA et al.,
2011; MILESSI et al., 2015). S. passalidarum ¢ uma das melhores op¢des de leveduras
fermentadoras de xilose, entretanto o consumo de xilose ainda ¢ lento, assim, operar em
sistemas com alta densidade celular e que promovam o reuso destas células, pode aumentar a
produtividade e contribuir para o aumento da velocidade de consumo de xilose (NEITZEL et
al., 2020).

A 1mobilizacdo € uma técnica na qual células, ou enzimas, sdo fixadas em uma matriz,
o suporte, sendo esse procedimento capaz de aumentar sua estabilidade e possibilidade de
reutilizagio (RODRIGUEZ-RESTREPO; ORREGO, 2020). Este processo pode ser uma
alternativa para a melhora da producdo de E2G por S. passalidarum, ja que este processo €
capaz de proteger as células contra inibidores, além de melhorar aspectos muitas vezes
limitantes para a utilizagdo de microrganismos como o longo tempo de operagdo, estabilidade,
dificuldade de recuperacdo e reutilizagao dos mesmos (BEHERA; RAY, 2015; RODRIGUEZ-
RESTREPO; ORREGO, 2020).

A imobiliza¢do pode ser realizada em diversos suportes por meio de métodos variados,
os quais sdo classificados de acordo com o principio existente para interacao entre células e
superficie dos suportes (SCHMIDELL et al., 2001). Nos estudos atuais, o suporte mais utilizado
¢ o alginato de célcio, por apresentar uma técnica relativamente facil e com bom custo-beneficio
(NEDOVIC; WILLAERT, 2004). Orrego et al. (2018) utilizaram células de S. cerevisiae
imobilizadas em alginato de calcio para fermentacdo da mucilagem de café na produgdo de
etanol e avaliaram diferentes concentragdes de alginato de calcio (2-4 %) e tamanho de esfera
(3 ou 7 mm) para a definicdo da melhor estrutura de imobilizacdo. Milessi et al. (2020a)

avaliaram a produ¢do de E2G em reator de leito fixo por S. cerevisiae T18 imobilizada em
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alginato de célcio por dez bateladas sucessivas, utilizando HH de bagago de cana-de-actcar
como substrato. Em ambos os estudos os autores perceberam que a imobilizagao das células em
alginato de calcio favoreceu a produgdo de bioetanol, através da comparagao de parametros
como a produtividade.

A producdo de E2G apresenta diversos desafios, pois sua técnica ¢ menos consolidada
quando comparada ao E1G. Na literatura consultada foi possivel observar um menor nimero
de estudos que visam a otimiza¢ao do processo de producao de E2G quando comparados a
producdo de EI1G, sendo uma area promissora que ainda apresenta grande potencial de
exploracdo, principalmente voltado ao uso de HH. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
comparar sistemas com células imobilizadas com diferentes concentragdes iniciais de agucares
redutores e sistemas com células livres de S. passalidarum NRRL Y-27907 para produgdo de
E2G a partir de meios simulando o contetdo e propor¢do de aglicares redutores (glicose e
xilose) do hidrolisado hemicelulosico do bagaco de cana-de-agucar. Este trabalho visa provar a
possibilidade de imobilizagdo de células de S. passalidarum, bem como o desenvolvimento de
uma técnica para determinagdo da concentragdo das células imobilizada, ambas contribuigdes

inéditas para a literatura.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Comparar sistemas com cé€lulas imobilizadas e com células livres de Spathaspora

passalidarum NRRL Y-27907 para producao de E2G a partir de meios simulando o contetido

e proporcdo de agucares redutores do hidrolisado hemicelul6sico do bagaco de cana-de-agucar.

1.1.2 Objetivos Especificos

Testar método de imobilizacao de S. passalidarum em esferas de alginato de calcio e
avaliar o desempenho em fermentagdes sucessivas (cinco);

Realizar fermentagdes em bateladas sucessivas (cinco) em meio simulando o contetido
de agucares redutores do hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de cana-de-actcar,
utilizando células livres de S. passalidarum em alta concentragdo celular;

Realizar fermentagdes em bateladas sucessivas (cinco) em meio simulando o contetido
de acucares redutores do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-agucar
utilizando células imobilizadas de S. passalidarum;

Comparar os sistemas com células livres e imobilizadas de S. passalidarum por meio
dos resultados de analise cinética e balango de massa das fermentagdes realizadas;
Comparar os sistemas com células imobilizadas em concentra¢do elevada (ARE) e

moderada (ARM) de agucares redutores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE BIOETANOL

Os Estados Unidos da América (EUA) e o Brasil s3o os maiores produtores de
bioetanol de primeira geragdo (E1G) do mundo, produzindo juntos cerca de 83 % da producao
mundial, e obtendo combustivel principalmente a partir de milho e cana-de-actcar,
respectivamente. Ambas as matérias-primas sdo também utilizadas para alimentagdo, o que
ocasiona preocupacao em relagcdo a competitividade entre seus possiveis destinos (DALENA et
al., 2019; KARAGOZ; BILL; OZKAN, 2019; LIU et al., 2019). Entretanto, no Brasil, a
produgdo a partir da cana-de-agucar ndo gera competi¢ao direta com alimentagdo devido a vasta
area de plantio existente, o que possibilita o cultivo suficiente tanto para alimentagdo, quanto
para a obtencdo de biocombustivel (MOHANTY; SWAIN, 2019), além de 4rea remanescente
para outras culturas. A cana-de-agucar ¢ a principal matéria-prima brasileira para a obtengao de
E1G, mas atualmente o milho tem ganhado muita aten¢do. A produgdo de E1G total,
considerando ambas as biomassas, chegou a 35,7 bilhdes de litros na safra de 2019/20, batendo
o recorde quando comparado aos anos anteriores. Quando considerado apenas o processamento
da cana-de-agucar, foram produzidos 27,8 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2020).

O processo para obtencao do etanol mais utilizado no Brasil é o Melle-Boinot (Figura
1), o qual ¢ utilizado em cerca de 75 % das induastrias (NEITZEL et al., 2020). O processo
fermentativo em todas as industrias ¢ realizado por leveduras S cerevisiae. Os primeiros passos
do processo sdo colheita, lavagem e moagem da cana, em duas etapas, para quebrar e esmagar
a biomassa. A parte mais fibrosa da cana, o bagaco, ¢ separado do caldo — rico em sacarose. O
bagaco de cana-de-agucar ¢ atualmente queimado em caldeiras para a producao de vapor e o
excedente ¢ transformado em energia e vendido para o grid. Cerca de 92 % do bagago ¢
destinado para a queima, enquanto o restante poderia ser utilizado para a produgdo de bioetanol
(BUCKERIDGE; GRANDIS; TAVARES, 2019), além disso, as caldeiras podem ser
otimizadas e parte da palha pode ser aplicada para a queima e obtencao de energia, promovendo
aumento da quantidade de bagago disponivel para producdo de E2G. No entanto, ainda existe
um excedente de bagaco nas usinas nacionais. O caldo de cana-de-agticar ¢ submetido a
diversos tratamentos, fisicos e quimicos, a fim de eliminar particulas indesejaveis e favorecer a
sedimentacdo dos aglicares. Para obtencdo de etanol, pode-se utilizar o caldo diretamente ou a

mistura de caldo e melago. O melago ¢ um residuo da etapa de centrifugacdo, na qual o caldo
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¢ concentrado para cristalizacdo da sacarose, da producdo de acticar (SANTOS et al., 2019b;

SENATORE et al., 2019).

Figura 1 — Produgdo de E1G e agucar, a partir da cana-de-acucar, utilizando o processo Melle

Boinot
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Para realizar a fermentagdo do mosto, que ocorre em batelada alimentada, inicia-se
com elevada concentragio celular da levedura S. cerevisiae, que varia entre 60 e 90 g.L"! (massa
seca), uma vantagem, ja que evita o consumo de agucar para crescimento celular. O “pé-de-
cuba” ou indculo corresponde a cerca de 1/3 do volume total do biorreator. Ao final do processo,
a concentracio celular diminui até cerca de 30 a 40 g.L!, devido a dilui¢do do meio (batelada
alimentada). Ao fim da fermentacao, que dura cerca de 6 a 10 h, quando existe o esgotamento
de quase todos os aglicares — sobrando cerca de 6 g.L"! de frutose —, todo o volume passa por
centrifugacdo para separacao do vinho fermentado e das células de levedura. A recuperagdo das
células para reutilizacdo ¢ uma das principais caracteristicas do Melle Boinot. Em seguida o
vinho ¢ destilado para obten¢do do E1G hidratado e da vinhaca, um dos residuos da producao,
enquanto o creme de levedura ¢ encaminhado ao tratamento &cido (H2SO4 com pH 2,3 — 3,0)
para diminuir a contamina¢ao, que ocorre predominantemente por lactobacilos (NEITZEL et
al., 2020; SANTOS et al., 2019b).

A producdo de E1G ¢ bastante consolidada, porém ndo ¢ suficiente para suprir a
demanda energética e substituir os combustiveis de origem fossil. Assim, faz-se necessaria a
busca por novas formas de obten¢do de biocombustiveis. Uma alternativa, sustentavel, ¢ a
producao de E2G utilizando matérias-primas lignocelulosicas, as quais sdo obtidas geralmente
a partir de residuos de outras produgdes e com isso, minimizam a competi¢ao por alimentos
gerada na producdo de E1G (KARAGOZ; BILL; OZKAN, 2019; LIMAYEM; RICKE, 2012).

A utilizagdo das biomassas lignoceluldsicas ¢ vantajosa do ponto de vista da ndo
competi¢ao com a industria alimenticia, além da nao limitagcdo geografica, ja que sdo residuos
de cultivos ja existentes, como os utilizados para producao de E1G. Entretanto, € necessario um
elevado investimento para o seu processamento, ja que essas biomassas necessitam de varios
tratamentos até estarem disponiveis para a fermentacdo. Devido a produgdo de E1G as duas
biomassas lignoceluldsicas mais abundantes e que podem ser utilizadas para a produ¢do de E2G
sao a palha de milho, nos Estados Unidos, € o bagago de cana-de-agtcar, no Brasil. A cana-de-
acucar ¢ composta por caule e palha, que ¢ dividida em folhas verdes, folhas secas e ponteiro.
Durante o processamento da cana para produgdo de aglicar ou etanol, o caule passar por
moagem, para extracdo do caldo, resultando em um subproduto, o bagaco, que pode ser
queimado para geragdo de energia, que ¢ utilizada durante todo o processo, ou utilizado para a

producdo de mais combustivel, o E2G (CANILHA et al., 2012; LIMAYEM; RICKE, 2012).
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2.2 BIOETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O E2G ¢ o bioetanol produzido a partir da fermentacao dos acgticares que compdem as
biomassas lignocelul6sicas. Ele ¢ um combustivel renovavel e ecologicamente correto ja que o
gas carbonico (CO;) liberado apds sua queima ¢ absorvido pela biomassa vegetal, nao
apresentando contribuicdo liquida para a atmosfera. O E2G apresenta a mesma composi¢ao
quimica do E1G e pode ser utilizado para as mesmas aplicagdes. Embora recente, o0 E2G mostra-
se uma alternativa promissora para aliviar a demanda energética de combustiveis fosseis. A
producao de E2G pode ser anexada as unidades de produgdo de E1G, possibilitando a producao
de mais etanol a partir do processamento da mesma quantidade de cana-de-agucar, além de
diminuir o investimento, infraestrutura, logistica e energia necessarios que aumentam com a
necessidade de realizar o pré-tratamento das biomassas utilizadas no processo (LIMAYEM;
RICKE, 2012; MILESSI et al., 2015).

No Brasil, as principais iniciativas de producao de E2G sdo GranBio, Raizen ¢ CTC.
A Granbio utiliza como matéria-prima o bagago e a palha da cana-de-acucar, com capacidade
da planta de 82 milhdes de litros/ano, enquanto a Raizen utiliza apenas o bagago, com
capacidade de 40 milhdes de litros/ano, porém ambas fermentam pentoses e hexoses
(LORENZI; DE ANDRADE, 2019). O CTC tem a menor capacidade da planta, com 3 milhdes
de litros/ano, fermentando apenas hexoses provindas de bagago ou palha. Juntas essas
iniciativas possuem capacidade produtiva de E2G de 125 milhdes de litros/ano. Porém, devido
a dificuldades na etapa de pré-tratamento, apenas cerca de 10% da producdo possivel foi
realizada (LORENZI; DE ANDRADE, 2019). O foco brasileiro para produ¢do de E2G, como
citado, devido a produgdo ja consolidado de E1G, ¢ o bagaco de cana-de-actcar e para realizar
a producao ¢ necessario o conhecimento da composi¢do e processamento das matérias-primas

lignoceluldsicas.

2.2.1 Matérias-primas lignocelulésicas: bagaco de cana-de-aclicar como potencial
biomassa para producio de E2G

As biomassas lignoceluldsicas sdo geralmente derivadas de residuos agroindustriais,
da biomassa florestal e de outros materiais herbaceos, e podem ser divididos em diferentes
grupos (Figura 2). Os maiores componentes nas biomassas lignoceluldsicas sdo celulose,
hemiceluloses e lignina, polimeros organizados de acordo com a Figura 3. A celulose e as
hemiceluloses correspondem a 70 % da biomassa total, sendo as porcentagens de cada um dos

compostos dependente do tipo especifico de matéria-prima (LIMAYEM; RICKE, 2012;
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ZABED et al., 2016). Os componentes das biomassas interagem entre si de forma fisica e

quimica para formar uma estrutura tridimensional complexa (PU; HALLAC; RAGAUSKAS,

2013).

JFEEEEEEEEEEEEE

Biomassa lignoceluldsica

Figura 2 — Biomassas lignocelulosicas
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Figura 3 — Estrutura das biomassas lignoceluldsicas

Fonte: Adaptado de Santos et al., (2012)
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A celulose ¢ um polimero de glicose unido por ligagdes glicosidicas que formam uma
estrutura cristalina, forte e compacta. E o componente mais abundante das biomassas
lignoceluldsicas (40 — 50 %) (DALENA et al., 2019). Essa estrutura ¢ convertida em glicose
quando submetida a processos de hidrolise (CANILHA et al., 2012; KLEMM et al., 2005). As
hemiceluloses sdo constituidas em sua maioria por hexoses (glicose, galactose, manose), grupos
acetil e pentoses (xilose e arabinose), que constituem a cadeia principal, e representam cerca de
25 — 30 % da biomassa lignoceluldsica. Além disso, as hemiceluloses podem conter acidos
glucurdnico, galacturdnics, metilgalacturénico e os do grupo acetil (PU; HALLAC;
RAGAUSKAS, 2013). A lignina ¢ um polimero aromatico e rigido que confere a parede celular
da biomassa lignoceluldsica alto nivel de rigidez e compactagio. E composta por mondmeros
fenodlicos de alcool e compdes cerca de 15 a 20 % das biomassas (MARTINEZ-JIMENEZ et
al., 2021; ZABED et al., 2016).

As caracteristicas das biomassas lignoceluldsicas fazem com que o processo de
producdo de E2G (Figura 4) seja diferente da producao de E1G, e consiste basicamente de pré-
tratamento, hidrolise e fermentacdo. A composi¢ao das biomassas lignocelulosicas promove a
formagdo de complexos lignina-carboidratos (CLC) que sao resistentes a degradagdo, por isso
o pré-tratamento se faz necessario para separacdo da celulose, das hemiceluloses e lignina,
processo também conhecido como fracionamento da biomassa. Na hidrdlise, os polimeros,
celulose e hemicelulose, sdo hidrolisados em seus mondmeros que sdo aglcares
fermentesciveis, glicose e xilose. Essa etapa pode ser realizada de forma acida ou enzimatica.
Tanto o pré-tratamento quanto a hidrolise sdo feitos de forma a otimizar a fermentagdo
(CANILHA etal., 2012; LIMAYEM e RICKE, 2012; LIU et al., 2019; SANTOS et al., 2019a).
O pré-tratamento ¢ uma das partes mais importantes em relagdo ao custo do processo e
determinante para a execugdo do processo, assim € preciso compreender mais a fundo como

funciona esta etapa (SANTOS et al., 2019a).
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Figura 4 — Fluxograma da producao de E2G
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Fonte: Adaptado de Pereira (2020)

2.2.2 Pré-tratamento

O pré-tratamento age nas biomassas lignoceluldsicas liberando a celulose da estrutura
formada com a lignina e hemiceluloses. A eficiéncia do pré-tratamento pode reduzir a
quantidade de enzima necessaria para hidrolise da celulignina (etapa subsequente quando se
aplica um pré-tratamento com H>SO4 diluido, por exemplo) e também os custos de producao
(SANTOS et al., 2019a).

A etapa de pré-tratamento pode ser realizada através de diversos métodos que podem
ser divididos em quatro tipos: fisico (mecanico); fisico-quimico; quimico e biologico. Os
métodos fisicos aumentam a area superficial através da diminui¢do de tamanho da biomassa e
¢ possivel citar a moagem, a pirdlise e o micro-ondas (CANILHA et al., 2012). Os métodos
fisico-quimicos como explosdo a vapor, explosdo de fibra de amonia, explosdao de CO> e a
utilizacao de dgua quente, ocorrem em alta temperatura e pressao. Os tratamentos biologicos se
caractereizam pela acdo dos microrganismos nas biomassa. Os tratamentos quimicos removem
lignina ou degradam a hemicelulose e, consequentemente, abrem a estrutura da biomassa. Pré-
tratamentos alcalino e acido, deslignificacdo oxidativa, ozonolise, organoslov e oxidacao umida

sao exemplos de tratamentos quimicos (CANILHA et al., 2012; SANTOS et al., 2019a)
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O pré-tratamento com acido sulfurico diluido ¢ um dos tratamentos adotados pela
industria e consiste na solubilizagdo das hemiceluloses, garantindo elevada recuperagdo de
pentoses na fracao liquida — HH — e obter uma polpa rica em celulose e com alto contetido de
lignina — denominada celulignina (MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2021). Esta fragao solida
pode ser hidrolisada para a obtengdo de um licor rico em glicose que ¢ facilmente fermentada
por leveduras S. cerevisiae, no entanto, a fermentacdo do HH, cuja composicao de actcares ¢
cerca de 65-85 % de xilose e 15-35 % de glicose (ROCHA et al., 2011) ¢ um gargalo do
processo E2G. Durante o pré-tratamento com acido sulfurico diluido ocorre a formacao de
inibidores como furfural a partir da degradagdo de pentoses, e hidroximetilfurfural a partir da
degradagdo de hexoses, e também acidos organicos e alifaticos que se misturam a fragao liquida
resultante do processo e consequentemente compoem o HH. Esses compostos inibidores afetam
intensamente a hidrdlise ¢ a fermentagdo microbiana, ndo sendo favoraveis a essas etapas
(MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2021; SANTOS et al., 2019a). Lima et al. (2021) descrevem a
composicao geral do HH originada do pré-tratamento acido — acido sulfurico (H2SO4) 0,5 %

(v/v) a 140 °C por 15 min —, a qual ¢é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢do de HH obtido por pré-tratamento acido

Composto Concentracio (g.g™)
Celulose 61,46 £1,05
Arabinoxilana 6,58 £ 0,07
Grupos acetil 0,42 + 0,08
Hemiceluloses 7,00 + 0,07
Lignina total 31,83+ 0,31
Cinzas 2,63 +£0,04
Extrativos 0,00 + 0,00

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2021)

2.2.3 Fermentacao do hidrolisado hemicelulésico

A fermentacdo alcodlica ¢ a transformacao de agiicares em etanol e requer a presenca
de algum microrganismo capaz de metabolizar os acucares presentes. A escolha dos
microrganismos para utilizacdo em um processo depende do produto o qual se deseja obter e
do metabolismo especifico de cada microrganismo (SCHMIDELL et al., 2001). Para a
fermentagdo de HH sdo necessarios microrganismos que convertam pentoses em etanol. Esses
microrganismos podem ser nativos ou geneticamente modificados e podem ser utilizados
sozinhos, ou em cocultura com microrganismos consumidores de hexoses (KARAGOZ; BILL;

OZKAN, 2019).
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Conforme citado anteriormente, a levedura mais utilizada na industria para produgdo
de E1G € S. cerevisiae, porém a principal limitagdo da sua utilizagao para a produgao de E2G
¢ a ndo metabolizagdo de pentoses. Com base na composi¢ao dos HHs apresentadas na secao
anterior verifica-se que para tornar vidvel a producdo a partir de HH, necessitam-se
microrganismos cofermentadores de glicose e xilose (LIMAYEM; RICKE, 2012; LIU et al.,
2019).

S. passalidarum ¢ uma levedura encontrada na natureza em associagdes simbidticas
com besouros perfuradores de madeira e metabolizadora de xilose, celobiose, glicose e maltose.
Devido a capacidade de fermentagdo de xilose, presentes nas hemiceluloses de biomassas
lignoceluldsicas, torna-se promissora para aplicagdo na produ¢do de E2G. Essa levedura é capaz
de fermentar xilose em meios com pouca ou nenhuma aeragao, além de cofermentar os outros
acucares citados (RILEY et al., 2016). No entanto, j4 foi demonstrado que condigdes
apropriadas de fornecimento de O2 aumentam a conversao de xilose em etanol (BONAN et al.,
2021).

A Figura 6 apresenta as vias metabodlicas envolvidas no consumo de xilose e glicose
pelalevedura S. passalidarum. Além da produgdo de bioetanol, que ¢ o principal alvo de estudos
(BIAZI etal., 2020; HOU, 2012; LONG et al., 2012) essas vias também possibilitam a produgao

de células e outros subprodutos como xilitol, glicerol e acetato (BONAN et al., 2021).

Figura 5 — Vias metabolicas de consumo de xilose e glicose por S. passalidarum

D-Glicose D-xilose
i NADPH NADP NADPIT ;
: R : H
1 ) HE Via metabélica NADP+ < 1 xR H
Glicose-6-fosfato +--=-d=ep V12 2DENOSE 4 daxilose D-xilitol
: osfato \5 NAD+ H
$ b N o) xon
\ XQ NADH )
Frutose-6-fosfato Xilulose-5-fosfato 4= D-xilulose :

Frutose-1,6-bifosfato

NAD+ NADH I

& o { rereeneamen s,
Glicerol d==w====-:- ¢ Dihidroxiacetona-fosfato + Gliceraldeido-3-fosfato : . Alfa-KG
ADP -~ 9 NADH ; Cltl'“tu

ATP < ¥ Nap+ H
Piruvato T * Acetil-CoA
NADH NAD+ I
N

Succinil-CoA i

Acetato Acetaldeido Oxalacetato \
H . ~ NADH H
XDH I ( i
~+ NAD H H NADH ¢ FADH2
Etanol \
Fermentacio alcodlica Cadeia de transporte de
elétrons
- }
+ I
ATP ATP

Fonte: Adaptado de Martinez-Jimenez et al. (2021)



31

A produgao de bioetanol por esta levedura ocorre a partir da glicose ou da xilose. A
xilose ¢ um monossacarideo formado por cinco carbonos, uma pentose, ¢ quando utilizada
como fonte de carbono por leveduras como S. passalidarum ¢é convertida a xilitol pela enzima
xilose redutase (XR), a qual utiliza NADPH como cofator. O xilitol ¢ oxidado para D-xilulose
pela xilitol desidrogenase (XDH), que necessita de NAD" como coenzima para realizar a
reacdo. A dependéncia dos diferentes cofatores pela XR ¢ XDH para realizagdo das reagdes
gera desequilibrio redox e necessidade da presenca de oxigénio para o metabolismo. A falta de
reciclagem do NAD" ocasiona a interrupgdo da metabolizagdo da xilose e consequentemente,
causa o acumulo de xilitol. A necessidade de oxigénio se d4, pois, em anaerobiose, 0 NADPH
ainda é produzido na via das pentoses, porém o NADH ndo pode ser reoxidado (HAHN-
HAGERDAL etal., 1994). A xiluloquinase (XQ) fosforila a D-xilulose em D-xililose-5-fosfato,
que ¢ metabolizada na via das pentoses fosfato e forma a glicose-6-fosfato. Na via Embden-
Meyerhof-Parnas, a glicose-6-fosfato é convertida a piruvato, o qual em condigdes aerdbicas é
oxidado no ciclo dos acidos tricarboxilicos e em condigdes anaerobicas ou com baixa
concentragdo de oxigénio ¢ convertido a acetaldeido e em seguida a etanol pela enzima alcool
desidrogenase (AH) e piruvato decarboxilase (PD), que promovendo a reoxidacdo do NADH
(BONAN et al., 2020; KUHAD et al., 2011).

A utilizacdo de S passalidarum para a produgdo industrial de bioetanol acompanha
alguns desafios como a possibilidade de contaminagdo por outros microrganismos, como
relatado por Collograi et al. (2019) e a necessidade de nutrientes especificos durante a
fermentagdo a fim de aumentar a producdo, como o extrato de leveduras. Outra dificuldade ¢ a
necessidade de aeracdo durante o processo, como observado por Bonan et al. (2020) na qual a
concentracdo de oxigénio disponivel no meio de fermentacdo ¢ muito importante para a
producdo de etanol e esse fator pode encarecer o processo (MARTINEZ-JIMENEZ et al.,
2021). Além disso, um dos maiores desafios na utilizacdo do HH ¢ presenca de inibidores que
dificultam a sua fermentacdo. Uma alternativa para contornar alguns desafios pode ser a
imobilizacao das células de S. passalidarum, ja que essa técnica ¢ utilizada para prote¢ao das
células contra inibidores, outros microrganismos indesejaveis e condi¢des de estresse
enfrentadas durante o processo fermentativo a fim de aumentar a eficacia da fermentagao e
reduzir custos em bateladas sucessivas (NDUBUISI et al., 2020). Além disso, a imobilizacao
possibilita a aplicagdo de densidades celulares mais elevadas, o que do ponto de vista da
metabolizacdo da xilose, pode aumentar a velocidade de consumo, que ¢ um gargalo do

processo de producdo de E2G (MILESSI et al., 2020a).
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2.3 PRODUCAO DE ETANOL UTILIZANDO LEVEDURAS IMOBILIZADAS

A 1imobilizagdo de microrganismos consiste na contencao das células em um
determinado material, o suporte, e ¢ capaz de melhorar aspectos que no geral restringem a
utilizagdo de biocatalisadores como o longo tempo de operagdo, estabilidade, dificuldade de
recuperagdo e reutilizacdo dos mesmos. As células imobilizadas apresentam diversas vantagens
como melhor funcionalidade em sistemas continuos e a maior facilidade na separacdo do
microrganismo do meio para reutilizacdo (BEHERA; RAY, 2015; RODRIGUEZ-RESTREPO;
ORREGO, 2020).

O procedimento de imobilizacao facilita a recuperacao das células para reciclo, além
de permitir a operagao com densidades celulares mais elevadas, que contribui para ao aumento
da eficiéncia e da produtividade do processo. Os suportes criam um microambiente que pode
proteger as c€lulas contra fatores externos que sdo prejudiciais, além de promover o aumento
da atividade das células e, consequentemente, a conversao de substrato em produto. Além disso,
pode melhorar a estabilidade em algumas faixas de temperatura e pH (MILESSI et al., 2020a;
PHILLIPS, COLIN R.; POON, 1988).

As células podem ser imobilizadas utilizando diferentes técnicas, como adsorg¢ao,
envolvimento e ligacdes covalentes. Uma das técnicas mais utilizadas para imobilizagdo de
células inteiras € o envolvimento por alginato de calcio, na qual as células sao misturadas ao
polimero, que é poroso o suficiente para permitir a difusdo de substratos e produtos. A
imobilizagdo no processo de produg¢do de E1G tem sido bastante estudada, porém para a
producao de E2G a partir de HH ainda existem poucos estudos a respeito (MILESSI et al.,
2020a).

2.3.1 Métodos de imobilizacao

A imobilizagao de células pode ser dividida em quatro grupos, sendo eles imobilizagao
em suportes solidos (adsorc¢ao, ligagdes covalentes e eletrostaticas), envolvimento em matrizes
porosas, conten¢do mecanica entre barreiras e auto floculacdo (agregacdo) (Figura 7)
(KARAGOZ; BILL; OZKAN, 2019). Uma das possibilidades da imobilizagdo em suportes
solidos € a partir do contato direto das células com o suporte e da formagdao de ligacdes
eletrostaticas, que sdo mais fracas quando comparadas as ligagdes covalentes. O método por
ligagdo covalente destaca-se pelo tipo de ligagdo formada entre célula e suporte. Nesta técnica,
a imobilizagdo ocorre através de ligacdes covalentes entre grupos funcionais do suporte e dos

grupos funcionais de residuos de aminoacidos da célula e para isso, ¢ necessario a
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funcionalizacdo dos suportes. Sdo utilizados agentes reticulantes, como o glutaraldeido, que
acabam promovendo a maior limitacdo do método quando deseja-se imobilizar células, ja que
o uso desses agentes confere elevado potencial de toxicidade ao suporte (RODRIGUEZ-

RESTREPO; ORREGO, 2020; SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 6 — Métodos de imobilizacdo de células
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Fonte: adaptado de Karagoz, Bill e Ozkan (2019)

A imobilizagdo por adsorcao baseia-se na formagao de diversos tipos de ligacao devido
as forgas de interacdo complexas, entre a superficie da célula e do suporte, como interagdes
eletrostaticas entre cargas opostas, ligagdes i0nicas entre grupos aminicos e carboxilicos da
parede celular e um grupo reativo do suporte, quando o grupo aminico liga-se ao grupo hidroxila
ou silano do suporte, formam-se ligagdes covalentes parciais. A adsor¢do ocorre quando as
células aderidas aos suportes ndo conseguem formar ligagdes covalentes por causa da nao
funcionalizagdo prévia dos mesmos. A falta de ligagdes mais fortes faz com que a capacidade
de retencdo das células no suporte seja amplamente afetada pelas caracteristicas celulares e do
meio de cultivo utilizado, como a idade celular, concentragdo ionica e pH (SCHMIDELL et al.,
2001). A adsorc¢ao de células ao suporte ocorre a partir de forgas de van der Waals, interagdes
10nicas e hidrofobicas, além de pontes de hidrogénio. Para realizar a adsor¢do de células ao
suporte realiza-se a imersdo direta do material em um suspensio celular (RODRIGUEZ-

RESTREPO; ORREGO, 2020; SCHMIDELL et al., 2001).
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A contenc¢do mecanica ocorre utilizando membranas porosas, através da utilizagdo de
microcapsulas pelas quais as células sao envolvidas ou na superficie de interacao entre dois
liquidos imisciveis. Esse tipo de imobilizagdo ¢ mais utilizado quando a necessidade de
transferéncia de compostos entre as células e o meio ¢ menor. J4 a floculagdo consiste em uma
agregacao de varias células que formam uma unidade maior e pode ser considerada um tipo de
imobilizacdo, pois as unidade formadas facilitam, e tornam possivel, a utilizacdo em
biorreatores (KOURKOUTAS et al., 2004).

O método de envolvimento baseia-se no aprisionamento fisico das células no interior
das redes de uma matriz. A estrutura formada, quando adicionada ao meio especifico, estabelece
um fluxo de entrada de substrato para as células e saida dos produtos para o meio, além de
oferecer protecdo contra agressdes externas. Essa metodologia ¢ a mais utilizada por ser facil e
ser capaz de reter grande quantidade de células, além de apresentar baixa toxicidade para as
mesmas, porém a principal limitagdo ¢ a difusdo de substratos e dos produtos metabolicos
através do suporte, sendo necessario a otimizacao do tamanho da particula, a difusividade das
espécies e a concentragdo celular na particula a fim de minimizar os efeitos (RODRIGUEZ-
RESTREPO; ORREGO, 2020; SCHMIDELL et al., 2001).

A 1mobilizacao por envolvimento pode ser realizada de trés formas distintas: retengao
em membranas, microencapsulacdo ou envolvimento em gel (Figura 8). Na retencdo em
membranas, as células sdo presas de um lado da membrana, posicionada no reator, enquanto os
nutrientes estdo disponiveis do outro lado. Ja a microencapsulacdo, consiste em uma membrana
polimérica, semi-permeavel, fina, esférica e forte, que envolve um nucleo liquido de
aproximadamente 1 mm. Por ndo ser uma matriz solida ou geleificada, a dificuldade na
transferéncia de massa € reduzida, quando comparada a técnica de envolvimento em gel (ZHU,

2007).

Figura 7 — Tipos de imobilizacdo por envolvimento
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O envolvimento em gel baseia-se no aprisionamento fisico das células nos poros da
matriz formada, que sd3o menores. Os materiais utilizados para realizar o envolvimento das
células formando particulas de gel sdo os polimeros naturais, que sao encontrados em grande
quantidade no ambiente, além de serem biocompativeis com as células. Alguns polissacarideos
utilizados sdo: celulose e derivados, agar, alginato, k-carragena, quitosana e pectina

(PHILLIPS, COLIN R.; POON, 1988; SCHMIDELL et al., 2001).

2.3.2 Suportes de imobilizacio: énfase no alginato de calcio em processos fermentativos

A imobiliza¢ao de microrganismos ¢ baseada no contato das células as quais se deseja
imobilizar a um determinado material, o suporte. As caracteristicas dos suportes determinam a
performance do microrganismo imobilizado no processo. Um material pode ser utilizado como
suporte quando apresentam alta capacidade de retengdo, resisténcia aos ataques quimicos e
microbianos, estabilidade mecanica, alta difusividade de substrato e produtos e quando nao
apresentam toxicidade as células. Além disso, um bom suporte apresenta resisténcia a
degradag¢do quimica e microbiana, preservacdo da integridade fisica durante o processo e
reciclo, presenga de grupo funcional, insolubilidade e inércia em relacdo ao meio, coeficiente
de difusdo e area superficial (RODRfGUEZ-RESTREPO; ORREGO, 2020; SCHMIDELL et
al., 2001).

Um cuidado necessario ¢ em relagdo ao custo do suporte e materiais necessarios
adicionais para imobilizagdo que em alguns casos podem limitar o uso de alguns materiais, ja
que & preciso que os mesmos ndo elevem o custo do processo (RODRIGUEZ-RESTREPO;
ORREGO, 2020). Além disso, podem ser desafios a dificuldade de prever o crescimento
celular, a atividade metabdlica e fisiologia e também limita¢do da transferéncia de massa por
difusdo, pela propria membrana celular (ESCOBAR; ALVAREZ; PENUELA, 2012;
NAJAFPOUR, 2015).

Um dos suportes mais indicados para células ¢ o alginato de calcio, que ¢ um dos
polimeros naturais mais utilizados para imobilizagdo por envolvimento, devido a
biocompatibilidade com as populagdes celulares, rapidez e a simplicidade no processo de
geleificagcdo. Esse material ¢ extraido de algas marinhas e ¢ composto pelos acidos D-
manuronico (M) e L-guluronico (G) (Figura 9), unidos por ligacdes glicosidicas, sendo sua
propor¢ao e distribuicdo fator determinante para as propriedades mecanicas e geleificantes do

gel formado (NEDOVIC; WILLAERT, 2004).
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Figura 8 — Estrutura quimica do alginato de sddio
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A metodologia utilizando o alginato de célcio é simples, apresenta bom custo-
beneficio e tem sido vastamente utilizada em industrias de fermentacio (BEHERA; RAY,
2015). As esferas de alginato de calcio podem ser formadas por emulsificagdo ou extrusdo. A
emulsificacdo ocorre com a adi¢ao da suspensao celular com alginato de calcio em uma solucao
oleosa, seguida da adi¢do de célcio. O procedimento de obtengdo das esferas inicia-se no
preparo da mistura de suspensdo celular e alginato de sodio (2-4% m/v). Em seguida essa
mistura ¢ gotejada em cloreto de calcio (20-100 mM), que ¢ a solugdo gelificante. A interacao

entre alginato de sddio e cloreto de célcio promovem a formacao das esferas (ZHU, 2007).

2.3.3 Estado da arte: producio de etanol com leveduras imobilizadas

A 1mobilizacao de células e a sua aplicacdo em bioprocessos tem sido estudada nos
ultimos 35-40 anos (BEHERA; RAY, 2015). Como o processo de producdo de E1G estd
consolidado ha bastante tempo, ¢ natural que existam mais trabalhos na imobilizacdo de
microrganismos utilizados para esse processo. Mesmo assim, alguns estudos podem ser
destacados na producao de E2G. A Tabela 2 traz um compilado de artigos que, assim como est
trabalho, utilizam células imobilizadas em alginato de célcio para obtencao e E1G ou E2G.

Lee et al. (2011) estudaram a producao de E1G por células de S. cerevisiae KCTC
7906 imobilizadas em alginato de célcio, 2 % (m/v) e determinaram as condi¢des Otimas de
processo (30 °C, pH 5,0 e 10% de glicose inicial). As c€lulas imobilizadas foram utilizadas em
cinco bateladas sucessivas e comparadas ao ensaio utilizando células livres. Os autores
observaram que as esferas reutilizadas apresentaram melhor performance quando comparadas
com as células livres e células imobilizadas ndo utilizadas previamente. Dentre as 5 bateladas
com cé¢lulas imobilizadas, os melhores resultados foram os obtidos na terceira, apresentando
menor tempo de fermentacao (10 h) e fator de conversdo de substrato em produto de 100 % em

relacdo ao teodrico estequiométrico, 1,13 vezes maior que para células livres.
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Behera e Ray (2015) utilizaram células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de
calcio para producao de etanol a partir de hidrolisado de farinha de mandioca. A fermentagao
ocorreu em frascos Erlenmeyer e os valores obtidos para os parametros Ypss (fator de conversao
de substrato em etanol) e Qp (produtividade volumétrica) foram, respectivamente, 0,473 g.g”! e
0,328 g.L''h.

Ercan et al. (2013) buscaram a otimizagdo da produgdo de etanol a partir de extrato de
alfarroba enriquecido a partir da utilizagdo de células de S. cerevisiae imobilizadas (1 x10° UFC
mL") em alginato de cilcio, 4 % (m/v). As condi¢des 6timas determinadas foram alginato de
calcio 2 %, agitacao 150 rpm, pH 5,5 ¢ 5 % de células imobilizadas. Os valores de Ypise Qp da
batelada otimizada foram, 0,46 g.g™' € 3,19 g.L'.h’!, respectivamente. As células imobilizadas,
também foram utilizadas em cinco bateladas sucessivas e apresentaram diminui¢do no fator de
conversao ao longo das bateladas.

Orrego et al. (2018) realizaram a fermentacdo do hidrolisado de mucilagem de café
utilizando células de S. cerevisiae (3 g.L'') imobilizadas em alginato de célcio com diferentes
concentragdes (2-4 %) e tamanho de esfera (3 ou 7 mm), sendo a melhor concentracdao
observada de 2 % e 3 mm, na qual obtiveram-se o maior valor de Ypss (0,33 g.g™!). Os autores
observaram que a diminuicdo do tamanho da esfera facilita a transferéncia de massa dos
substratos no meio de fermentagdo para o interior das células imobilizadas, o que acelerou o
consumo de agucar e producdo de etanol. A reutilizacdo das esferas com melhor resultado foi
possivel por 3 bateladas subsequentes, na qual a produ¢do mais rapida (12 h) de etanol foi
observada no terceiro ciclo.

Behera et al. (2010) utilizaram células de S. cerevisiae livres, imobilizadas em agar-
4gar e alginato de célcio 4 % (m/v), sendo imobilizadas 1 x 10° células.g™! de esferas, para
obten¢do de E1G a partir de hidrolisado de flores de mahula. Os autores observaram que os
resultados obtidos com a imobilizagdo em alginato de calcio foi superior a em agar-agar e as
células livres, sendo os fatores de conversdo 0,154, 0,151 € 0,149 g.g”'. As células imobilizadas
em alginato de célcio foram reutilizadas por mais 3 bateladas, sendo obtidos Yp/s de 0,150,
0,148 € 0,146 g.g™! para os ciclos 1, 2 e 3, respectivamente.

Milessi et al. (2015) estudaram o efeito da concentragdo de células e agitagdo na
producao de E2G a partir de células de S. stipitis imobilizadas em alginato de calcio. As
suspensdes celulares utilizadas tiveram concentragdes variadas (3, 6,5 e 10 g.L'!) e foram
adicionadas ao alginato de célcio 2 % (m/v). A fermentagdo do hidrolisado hemicelulésico de

bagaco de cana-de-agtcar ocorreu a 30 °C por 72 h. A agitacdo dos frascos Erlenmeyer variou
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entre 100 e 300 rpm. O ensaio que apresentou melhor resultado foi o de concentracdo de células
de 10 g.L! e agitacdo de 100 rpm, na qual o Ypss obtido foi de 0,33 g.g' e Qp de 0,19 g.L.h".
Os autores observaram que a agitacao € um parametro muito importante para producdo de
etanol, principalmente porque esta associada a transferéncia de oxigénio para experimentos em
frascos agitados.

Portugal-Nunes et al. (2015) investigaram o efeito do pH da imobilizagdo de S. stipitis
na produgao de E2G em hidrolisado de licor de sulfito gasto de madeira dura nao diluido (123
g.L ! xilose, 42,5 g.L! manose, 39 g.L! arabinose, 22,5 g.L"! galactose, 11,5 g.L"! glicose). A
imobilizagdo em alginato de célcio e o controle de pH (5,5) melhoraram a produgao de etanol
promovendo aumento de 1,3 vezes no Yps chegando a 0,26 g.g.

Abbi et al. (1966) analisaram o comportamento da fermentagao de hidrolisado de palha
de arroz a etanol por células livres e imobilizadas (em alginato de célcio 3,2 % (m/v)) de C.
shehatae. Batelada alimentada e regime continuo foram estudados. A concentragdo de células
imobilizadas foi aproximadamente 1 x 10° UFC/esfera e de xilose 10 g.L'. Na batelada
alimentada as células livres apresentaram Yps de 0,83 g.g™! enquanto as células imobilizadas
alcangaram 0,47 g.g”'. A produtividade foi de 0,24 g.L.h"!. Para o ensaio em regime continuo a
produtividade foi de 0,33 g.L.h".

Milessi et al. (2020a) avaliaram a producdo de E2G em reator de leito fixo por S.
cerevisiae T18 (50 g.L'!) imobilizada m alginato de calcio. Dez bateladas sucessivas foram
realizadas, utilizando hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar, sem perda
consideravel na produtividade. Para os ensaios com células imobilizadas, os valores atingidos
para Ypss € Qp foram 0,386 g.g™ e 1,32 g.L.h"!, respectivamente.

Singh et al. (2013) utilizou células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de calcio
4 % (m/v) e outras matrizes. As células imobilizadas foram utilizadas em 4 ciclos consecutivos,
nao apresentando muitas diferengas na concentragao final de etanol nos trés primeiros, variando
de 10,3 a 11,8 g.L'!. Entretanto, Yp/s diminuiu com o passar das bateladas. O primeiro ensaio

alcangou valores de Yps e Qpde 0,42 g.g”! € 0,33 g.L.h"!, respectivamente.
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Tabela 2 — Estudos reportados na literatura para producdo de E1G e E2G utilizando microrganismos imobilizados em alginato de célcio

. . Meio de Modo de Sistema de Fator d~e Produtivida N° de Ciclo com
Etanol Microrganismo Suporte fermentacio  oberacio  fermentacio  COMVersao de (Qp) ciclos o melhor Ref.
¢ perag ¢ (Yesis) (g/2) (g.LLh) resultado*
. . Biorreator de
S. cerevisiae Alginato de Glicose (LEE et al.,
16 KCTC 7906 célcio sinttica ~ Dorelada tanque 0,51 311 > 3 2011)
agitado
. Alginato de  Farinha de Frascos (BEHERA,;
1G 5. cerevisiae calcio mandioca Batclada Erlenmeyer 0,473 0,33 i ) RAY, 2015)
.. . Extrato de Biorreator de (ERCAN;
1G S. cerevisiae Alginato de alfarroba Batelada tanque 0,46 3,19 5 1 IRFAN;
ATCC 36858 calcio : : q ’ ’ MUSTAFA,
enriquecido agitado
2013)
(ORREGO;
. . ZAPATA-
1G S. cerevisige ~ Mginatode . Mucilagem g4 Frascos 0,41 0,88 3 3 ZAPATA;
calcio de café erlenmeyer
KIM,
2018b)
.. Alginato de Flores Frascos (BEHERA
1G §. cerevisiae calcio Mahula Batelada erlenmeyer ) 0,23 ) ) et al., 2010)
. Hidrolisado
2G S. stipitis Algl,n ato de de cana-de- Batelada Frascos 0,33 0,18 - - (MILESSI
calcio , erlenmeyer et al., 2015)
acucar
. : (PORTUG
2G S stipiris  AMginaode - Xilose gy g,  Frascos 0,26 : : . AL-NUNES
calcio sintética erlenmeyer
et al., 2015)
Alginato de Hidrolisado Biorreator de
2G C. shehathae %:élcio da palha de Continuo leito - 0,33 - - (ABBI;
arroz compactado KUHAD;
. Hidrolisado SINGH,
2G Coshehathae ~ 8NA0Oe 4 alha de ~ Datelada Frascos 0.5 0.24 i ; 1996)
calcio alimentada  erlenmeyer

arroz
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. . Meio de Modo de Sistema de Fator d~e Produtivida N° de Ciclo com
Etanol Microrganismo Suporte fermentacio  operacio  fermentacio  COMVersio de (Qp) ciclos o melhor Ref.
¢ perag ¢ (Yes) (g/2)  (g.L.h) resultado*
S. cerevisiae Alginato de Hidrolisado Biorreator de (MILESSI
2G 1 de cana-de- Batelada . etal.,
GSE16-T18 calcio , leito fixo
agucar 2020a)
G S. cerevisiae Alginato de I&giﬁiﬁi&? Batelada Frascos (SIINZ(;J)PII;t
MTCC 174 calcio acticar Erlenmeyer "

*Baseado em Ypise Qp
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

A linhagem utilizada foi a levedura nativa de S. passalidarum NRRL Y-27907, isolada
do estomago de insetos presentes em madeira em decomposicdo (NGUYEN et al., 2006). O
microrganismo foi mantido em freezer a -80 °C em criotubo contendo meio YPDX (1 % extrato

de levedura, 2 % peptona, 1 % dextrose e 1 % xilose, em m/v) e glicerol 50 % (1:1).

3.2 OBTENCAO DE SUSPENSAO CONCENTRADA DO MICRORGANISMO

A obtengdo da suspensdo de S. passalidarum ocorreu em trés etapas: pré-indculo,
indculo e propagacgao.

O pré-in6culo ocorreu a partir de um criotubo, o qual foi adicionado a um Erlenmeyer
de 500 mL, contendo 100 mL do meio YPDX (Tabela 3). O pré-inoculo foi mantido sob
temperatura constante de 30 °C e agitacdo de 150 rpm em shaker (Tecnal TE-424), por 24 h.
Em seguida, realizou-se a etapa de inoculo, em Erlenmeyer de 500 mL, contendo 135 mL de
meio conforme apresentado na Tabela 3. 15 mL do pré-indculo foram transferidos para o

in6culo (correspondente a 10 % do volume total), o qual foi incubado na temperatura de 30 °C

e agitacao de 150 rpm por 24 h (SANTOS et al., 2016).

Tabela 3 — Composi¢ao dos meios de pré-indculo, indculo e propagacio

Concentracio (g.L ")
Composto Pré-in6culo Inéculo Propagacio
Extrato de levedura 10 5 3
Peptona 20 5 5
Glicose 20 1,32 30
Xilose - 12 -
Ureia - 23 5
Fosfato monopotassico ) ) )
(KH,POy)
Sulfato de magnésio i 0.3 i
(MgS04.7H20) ’

A propagagao ocorreu em 10 Erlenmeyers de 500 mL, contendo 180 mL de meio
(Tabela 3) e 20 mL de in6culo, correspondentes a 10 % do volume total. A propagacao ocorreu
sob agitacdo de 150 rpm e 30 °C e durou cerca de 40 h, com um pulso de 15 g.L"!' de glicose no
instante 15 h. Apds a finalizagdo, todo o volume foi centrifugado (Centrifuga Quimis Q222T)

a 3000 xg por 5 min, sem temperatura controlada. O sobrenadante foi descartado e a biomassa



42

foi lavada duas vezes com agua destilada estéril, centrifugando-a nas mesmas condigdes, e
posteriormente foi ressuspendida em agua destilada estéril e armazenada em frasco 1 L na
temperatura de 7 °C até o uso nas fermentagdes. O procedimento de obtencao da suspensao foi
repetido quantas vezes necessarias para suprir a necessidade de células para os experimentos e

suas repeticdes.

3.3 IMOBILIZACAO EM ALGINATO DE CALCIO

A imobilizacdo em alginato de célcio, apresentada na Figura 10 (criada com
BioRender.com) iniciou com a adi¢do de 35 mL da suspensdo de células obtida na etapa de
propagacdo a 25 mL da solugdo estéril de alginato de sodio 4,8 %, a fim de resultar em 60 mL
de uma mistura com 2 % de alginato e massa total de células correspondente a 20 g.L"! de
células na fermentacio (LEE et al., 2011). Essa mistura foi gotejada (Vazdo: 2 mL.s!), com
auxilio de bomba peristaltica (Watson-Marlow 120S), em CaCl; 2 % para formagao das esferas
(LEE et al., 2011; MILESSI et al., 2020b; ORREGO; ZAPATA-ZAPATA; KIM, 2018b). As
esferas foram mantidas na solucdo de CaCl» 2 % por 16 h, para a cura (MISHRA et al., 2016).
Em seguida, as esferas foram lavadas com agua destilada estéril e utilizadas na fermentagao e

estudo do reciclo.

Figura 9 — Imobilizagdo de células de S. passalidarum em alginato de célcio

Alginato de
sodio



43

3.4 FERMENTACAO ALCOOLICA E RECICLO COM ACUCARES SINTETICOS

3.4.1 Fermentaciao com concentracao elevada de acucares (ARE)

As fermentagdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 500 mL (em triplicata),
com 200 mL de volume util utilizando células imobilizadas. A concentragao de células no meio
de fermentacio foi definida em 20 g.L ' e a composi¢io do meio ¢é descrita na Tabela 4, na qual
a concentracdo de agucares totais foi 120 g.L!, adaptada de acordo com Nikolic et al. (2010),
simulando a propor¢do de agucares presentes no HH. Para a composi¢ao do sistema com células
imobilizadas, considerou-se a proporcao, definida por Mishra et al. (2016), de 30 % de esferas,

ou seja 60 mL do volume 1til de 200 mL.

Tabela 4 — Composicao dos meios de fermentagdo utilizando células imobilizadas

Composto Composic¢io (g.L)
Extrato de levedura 3
Glicose 25
Xilose 95
Ureia 2.4
Cloreto de calcio (CaCl,) 0,1
Sulfato de magnésio (MgS0O4.7H,0) 1

Cinco bateladas sucessivas foram realizadas, cada uma com 24 h de duragao baseado
em Neitzel et al. (2020), e conduzidas em shaker (Tecnal TE-424) a 30 °C e agitacdao de 110
rpm, de acordo com Su, Willis e Jeffries (2015). Ao término de cada batelada as células foram
separadas com auxilio de peneira e lavadas com agua destilada, para retirada de possivel
resquicios do meio de fermentagdo anterior, e em seguida adicionadas em um novo meio para
iniciar a batelada seguinte.

A cada fermentagdo foram coletadas amostras nos tempos 0, 12, 18 e 24 h para
determinagdes analiticas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e de pH. A
concentracdo de células imobilizadas foi determinada a cada inicio de batelada e, além disso,
no tempo 0 h da batelada 1 e no tempo 24 h das bateladas 3 e 5 foram amostradas esferas de

alginato de calcio para analise morfologica em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV).
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3.4.2 Fermentacoes com concentracio moderada de aciicares (ARM)

As fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 500 mL, com 200 mL
de volume util. A fermentagao utilizando células imobilizadas ocorreu em triplicata, enquanto
a com células livres ocorreu em duplicata (Figura 11).

Figura 10 — Fermentagdo com células (a) imobilizadas e (b) livres

A concentragio de células no meio, para ambas as condi¢des foi definida em 20 g.L!
e a composi¢do do meio (Tabela 5) em 90 g.L™! de concentragdo inicial de aglicares redutores
(glicose + xilose) de acordo com Neitzel et al. (2020), visando simular a proporc¢ao de actcares
presentes no HH. Para composi¢do dos meios com células imobilizadas, considerou-se a
proporgao, definida por Mishra et al. (2016), de 30 % de esferas, ou seja 60 mL do volume qtil
de 200 mL.

Tabela 5 — Composicao dos meios de fermentagdo utilizando células imobilizadas e livres

Composto Composi¢io (g.L ™)
Extrato de levedura 3
Glicose 27
Xilose 63
Ureia 2,4
Cloreto de calcio (CaCl,) 0,1
Sulfato de magnésio (MgS04.7H,0) 1

Fonte: Neitzel et al. (2020)

Cinco bateladas sucessivas foram realizadas para ambas as condigdes (células livres e
imobilizadas). Cada fermentacdo teve 24 h de duracdo baseado em Neitzel et al. (2020). As
fermentagdes foram conduzidas em shaker (Tecnal TE-424) a 30 °C e agitacao de 110 rpm, de
acordo com Su, Willis e Jeffries (2015).

Ao término de cada batelada as células livres e imobilizadas foram separadas do meio,
como ja citado no topico anterior, e reutilizadas para a nova batelada. As células livres foram

centrifugadas (Centrifuga Quimis Q222T) a 3000 xg por 5 min, e lavadas com agua destilada
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estéril e centrifugadas novamente. Em seguida, foram ressuspendidas em 60 mL de 4gua
destilada estéril e adicionadas ao novo Erlenmeyer contendo novo meio de fermentagao.

A cada fermentagdo com células imobilizadas foram coletadas amostras nos tempos 0,
6 12, 18 e 24 h para determinagdes analiticas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e de pH Ja para as fermentagdes com células livres a amostragem ocorreu em 0, 12,
18, 24 h. Além disso, no tempo 0 h da batelada 1 e no tempo 24 h das bateladas 3 e 5 foram
amostradas esferas de alginato de célcio para analise morfologica em Microscopio Eletronico

de Varredura (MEV).
3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 Determinacao da concentracio de células imobilizadas por espectrofotometria

Para realizar a determinagdo da concentragdo de células imobilizadas nas esferas de
alginato, nos pontos inicial e final de cada batelada, foi desenvolvida uma nova metodologia
(Figura 11), a qual consiste na dissolucao de 5 esferas, amostradas nos tempos correspondentes,
em 10 mL de citrato de sodio 1 % — composto utilizado por Puligundla et al. (2011) que mostrou
sua capacidade de dissolver as esferas — com auxilio de agitador magnético (5000 rpm) . A
absorbancia das misturas foi lida em espectrofotometro (Hitachi U-2900) no comprimento de
onda de 600 nm. A partir desse dado foi possivel obter a massa de células contida nas 5 esferas

amostradas, utilizando-se a Eq. 1:

Figura 11 — Metodologia de determinagdo da concentracao de células imobilizadas

&

5 esferas

600 nm

=
=

Na3C6H507 (] 0/0)

Valores de absorbancia (Absy; )
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ms = [((absy X FD) — absg) X 0,2305] xVy (D

Onde m5 é a massa de células em 5 esferas, Absm € a absorbancia da mistura, FD € o
fator de dilui¢do, Absg € a absorbancia do branco, Vm ¢ o volume da mistura (0,01 L) e 0,2305
¢ o coeficiente angular da curva padrao (ANEXO 1).
Para calcular a concentragao de células das amostras coletadas durante a fermentacao
utilizou-se a Eq. 2:
n° esferas total

my X—m——————
n° esferas amostradas (2)

C Celulasfermentaqéoz vV
F
Onde m5 é a massa de células em 5 esferas, n° esferas total € 940, n° esferas

amostradas ¢ 5 ¢ Vr ¢ o volume total da fermentacao (0,02 L).

3.5.2 Determinacao da concentracio de células livres por espectrofotometria

A concentragdo de células livres no meio foi determinada nos ensaios com células
livres, na qual a totalidade celular encontrava-se misturada ao meio, e nos ensaios com células
imobilizadas, para averiguar a existéncia de liberacdo de células do interior das esferas para o
meio de fermentagdo. A determinacdo ocorreu a partir da leitura da absorbancia das amostras,
coletadas nos tempos ja citados, em espectrofotometro (Hitachi U-2900) no comprimento de
onda 600 nm. As absorbancias foram convertidas a concentragdo de biomassa utilizando-se
curva-padrao, construida a partir de da leitura em espectrofotometro (600 nm) de suspensoes
da levedura cuja concentragdo era conhecida. Dilui¢cdes foram realizadas conforme necessario

e os resultados foram multiplicados pelo valor do fator de diluigao.

3.5.3 Analise morfologica das esferas de alginato de calcio

A morfologia das esferas de alginato de célcio contendo as células da levedura foi
analisada através da microscopia eletronica de varredura (MEV). A preparacdo das esferas
consistiu na submersao em glutaraldeido 2,5% por 2 h para fixagdo das células. Apds, foram
mergulhadas em solucdo de etanol com concentragdes crescentes (10, 20, 30, 50, 70%) por 20
min cada (PULIGUNDLA et al., 2011).

As esferas foram secas no ponto critico e recobertas com uma fina camada de ouro
para evitar o acimulo de carga elétrica do feixe primario e melhorar o nivel de emissdo de
elétrons secundarios durante o processo de obtencdo das micrografias. Os ensaios foram

realizados em um Microscopio Eletronico de Varredura da marca Jeol, modelo JSM — 6390 LV
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do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina. A avaliagdo das esferas foi realizada utilizando micrografias com ampliagdes entre 25

e 5000 vezes e feixe de elétrons com energia 10 kV.

3.5.4 Determinacio da concentracio de analitos

As concentragdes de xilose, glicose, etanol, acido acético, xilitol e glicerol foram
determinadas através de CLAE por indice de refragcdo. Para tal, as amostras do meio de
fermentagao foram centrifugadas a 8000 xg por 10 min e o sobrenadante foi separado e filtrado
em filtros (membrana PVDF) de 0,22 pm para analise no Cromatografo Liquido (LC-20A
Shimadzu). A técnica foi realizada utilizando coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 1,00 UM,

1

7,8 mm x 9 um, Bio-rad), com fluxo de 0,6 mL.min" ¢ com temperatura de detector e coluna

igual a 50 °C e solu¢do 5 mM de acido sulfurico como fase movel.

3.5.5 Determinacio de pH
O acompanhamento do pH do meio de fermentagao foi feito com pHmetro (Kasvi

K39-1420A).

3.6ANALISE DE DADOS

3.6.1 Parametros cinéticos de fermentacao

A analise dos dados obtidos foi realizada com o célculo dos pardmetros cinéticos por

meio das equagdes apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros cinéticos de fermentagao

Parametro Equacao Unidade N:;llzl;:(;;la
Velocidade especifica maxima de (X_f) _ ) B
crescimento In X;) ~H¥max h )
Velocidade especifica de 1 dX )
crescimgnto =3 b “)
X dt
Velocidade especifica de consumo 1 ds TP )
de substrato Hs=% <_ a> &8
Velocidade especifica de formagao _1.dP P
de produto HP=3 Gt ggh ©)
Fator de conversao de substrato em Vo e X — X 1 %
células X575 s, &8
Fator de conversdo de substrato em Vo e P —P 1 ®)
produto PST s — s &8
Fator de conversao modificado de - Pr—PR 1 )
substrato em produto PST s, &8
. Yp/s
Rendimento n=—-—— %100 % (10)
P/ Sestq
P—P
Produtividade volumétrica global L S L1.h! 11
g Qp g

t
Onde: % = velocidade instantdnea de crescimento celular (g.L! h''); X = biomassa celular (g.L!); Pre P=

concentragdo final e inicial de produto (g.L"), respectivamente; S; € S;= Concentragdo final e inicial de substrato
(g.L"), respectivamente; t = tempo (h); Yp/s estq Fator de conversao estequiométrico de substrato em produto com

valor de 0,511 gp gs™\.

3.6.2 Balanc¢o de massa para fermentac¢ées em batelada
O balanco de massa para crescimento celular, consumo de agucares e produgdo de
etanol das fermentagdes e estudo do reciclo foi realizado com equagdes obtidas a partir do

balanco global (Eq. 11).

Variagao global = Entrada-Saida +(Geragao/Consumo) (11)

O fechamento dos balangos depende, além da concentracdo de agucares, produtos e
subprodutos e da quantidade de gas carbonico gerado durante a fermentagdo. A determinagao
desses valores foi realizada através da estequiometria da reagdo de conversdo de xilose em
etanol (Eq. 14).

3CsH,,05— 5C,HsOH+ CO, (14)

A partir dessa equagdo, consideraram-se os seguintes fatores teéricos de conversdo: a)

Y ctanolxitose= 0,511 g.g7!; b) Y co, /xilose=0-488 g. g!. Foram considerados os rendimentos obtidos
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em cada fermentagdo para corrigir a massa de CO» gerada. Para isso, foi realizada propor¢ao
entre os fatores de conversdo teoricos para etanol e CO: e o real obtido para etanol, a fim de

obter-se o valor correspondente para CO».

3.6.3 Analise estatistica
A andlise dos resultados e verificacdo da existéncia de diferenga significativa foram
realizadas no software Statistica® 12.5. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA), seguido

de um teste de comparacao entre médias (Tukey) a um nivel de significancia de 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FERMENTACAO COM ELEVADA CONCENTRACAO INICIAL DE ACUCARES
REDUTORES UTILIZANDO S. passalidarum IMOBILIZADA

Com o objetivo de verificar a possibilidade de imobilizar células de S. passalidarum
para a producdo de E2G a partir de um meio rico em xilose, simulando o hidrolisado
hemiceluldsico obtido por meio de pré-tratamento acido diluido, cinco bateladas sucessivas
(B1, B2, B3, B4, B5) em triplicata bioldgica foram realizadas com concentragdo elevada de AR
inicial (ARE) de aproximadamente 120 g.L"!, baseado em Nikolic et al. (2010). A levedura S.
passalidarum ¢ geralmente utilizada em fermentacdes com concentragdes iniciais de AR em
torno de 90 g.L ™! (BIAZI et al., 2020; BONAN et al., 2020; NEITZEL et al., 2020), entretanto,
a imobilizacdo de microrganismos ¢ conhecida por promover diversas vantagens, como a
protegdo das células contra condigdes ambientais extremas (MILESSI et al., 2020a; PHILLIPS,
COLIN R.; POON, 1988), desta forma, alta concentragdo de AR foi testada (ARE).

A Figura 12 apresenta o perfil de etanol, células, xilose e glicose para as cinco
bateladas sucessivas utilizando células imobilizadas. A concentragcdo de células esta
apresentada como células totais presentes na fermentagdo que corresponde a soma das células
imobilizadas no interior das esferas de alginato de célcio (vide item 3.5.1) e das células livres
no meio (vide item 3.5.2). E possivel verificar que a glicose foi 100 % consumida em todas as
bateladas, como mostra a Figura 12, porém na B5 o actcar foi consumido em sua totalidade
ap6s 18 h, enquanto que para as quatro primeiras bateladas, o consumo se deu antes de 18 h.
As 24 h de fermentag@o ndo foram suficientes para o consumo total da xilose, sendo a maxima
porcentagem de consumo de AR nas bateladas iniciais (B1 e B2) na faixa de 70,01 — 65,69 %,
como apresentado na Tabela 7. O consumo total de AR diminuiu nas bateladas seguintes
alcancando apenas 43,07 £4,74 % em B5. A diminui¢do do consumo de xilose pode ter ocorrido
devido a saturacao do suporte devido aos componentes do meio e produtos, que foram sendo
acumulados ao longo da reutilizagdo das esferas, dificultando a difusdo. Outra hipotese ¢ a
saturacdo do sistema pelas leveduras que perderam atividade (morte celular) conforme a
reutilizagdo, ndo permitindo sua renovagao devido a ocupagao do espago fisico no suporte.

Além das sugestdes ja citadas, o baixo consumo de xilose ocorreu, possivelmente,
devido a inibicdo por substrato ocasionada pela elevada concentragdo de xilose no meio de
fermentacdo. A elevada concentracao de acucares pode ocasionar choque osmotico nas células

da levedura e diminuir a transferéncia de calor e massa, algo ja dificultado pela imobilizagao
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(NIKOLIC et al., 2010). Biazi et al. (2020) também verificaram que a concentragio de substrato
inibiu o crescimento celular, na qual a glicose ocasionou repressdo do consumo de xilose para
geragdao de células, em todas as condicdes testadas (26, 27, 28, 30 e 32 °C). Assim, uma
alternativa para contornar esse efeito pode ser a diminui¢ao da concentragao inicial de substrato,

cujos resultados sdo apresentados no topico seguinte.

Figura 12 — Concentragao de AR, células, células e etanol ao longo do tempo de fermentacao
do ensaio com células imobilizadas e concentracdo elevada de agucar, sendo B1, B2, B3, B4 ¢

BS5 as respectivas bateladas
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Tabela 7 — Parametros cinéticos do ensaio com células imobilizadas e elevada concentragao

de AR
Parametros/bateladas 1 2 3 4 5
AR consumido (%) 70,01 £2,10* 65,69 +£2,13*  57,77+3,22> 54,60+0,64> 43,07 +4,74°
Etanol produzido (g.L") 22,04 +0,77*° 2239+1,05 1836=231"% 16,10+0,74> 1559=1,61°
Yess (gp g5 hl)** 0,26 + 0,032 0,29 +0,05* 0,28 0,032 0,24 + 0,012 0,30 + 0,05°
Qp (gp L1 h!) ** 0,92 +0,03®  0,93+0,04* 0,76 = 0,10 0,67 +0,03¢ 0,65+ 0,07°
Rendimento (%) 52,03 +£598* 57,54+£9,11*° 5470+6,70° 47,72+2,94* 59,20+ 10,49*
* Letras minusculas diferentes na linha diferenciam estatisticamente as bateladas do ensaio pelo teste de Tukey

(p <0,05).
* *Ypss € 0 fator de conversdo de substrato em produto e Qp a produtividade volumétrica

A concentragdo maxima de etanol obtida (Figura 12) na B1, B2 e B3 ndo apresentou
diferenca significativa entre si, variando entre 20,35 + 2,23 e 22,39 £+ 0,69 g.L'l, assim como
B3, B4 e B5 também ndo diferiram, ficando a faixa de 15,59 — 18,36 g.L"!. Nikolic et al. (2010)
avaliaram o efeito da imobiliza¢do na produgdo de bioetanol a partir de hidrolisado de milho
com a cepa S. cerevisiae var. ellipsoideus e relataram que a imobilizagdo em alginato de calcio

aumentou a tolerancia das células a elevada concentracdo de agucar, ocasionada pela difusao
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nas esferas que permite a transferéncia de menor concentragdo no seu interior. As células
imobilizadas toleraram até a faixa de 200 g.L"! enquanto as células livres foram inibidas a partir
de 176 g.L"" (NIKOLIC et al., 2010).

A concentragdo de células totais (Figura 13) aumentou ao longo de todas as bateladas
e atingiu valor maximo na BS5, sendo 30,46 + 0,55 g.L"!, no entanto, ndo se determinou a
atividade (com a coloragdo em azul de metileno) destas leveduras livres e fixadas ao suporte
para se diferenciar vivas, mortas. A Figura 13 mostra as células totais, células imobilizadas e
células livres presentes em cada uma das bateladas do experimento, monitoradas conforme
metodologia previamente descrita. E possivel observar que a liberagdo de células livres para o
meio de fermentacdo aumenta com a reutilizagao dos suportes, atingindo a maior concentracao
na B5 (5,40 £ 0,04 g.L'!). Esse aumento da concentragio de células livres pode ser resultado
da saturagdo dos suportes, que aumentou com as vdrias reutilizacdes dos mesmos. Uma
alternativa viavel para melhorar os parametros ao longo das bateladas seria a substitui¢ao de
uma porcentagem dos suportes antigos (purga do sistema) por suportes novos, compostos pelas

células liberadas na batelada anterior.

Figura 13 — Concentracao de células totais, de células imobilizadas e de células suspensas no
meio ao longo do tempo de fermentacdo do ensaio com células imobilizadas e concentracao
elevada de agtcar, na qual B1, B2, B3, B4 ¢ B5 correspondem as bateladas
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Os fatores de conversdo dos agticares (glicose + xilose) em etanol, como observado na
Tabela 7, ndo apresentaram diferenga significativa entre as bateladas, variando de 0,24 £+ 0,01
20,30 £ 0,05 g.g”!. As maiores produtividades foram obtidas na Bl e na B2 (0,92 + 0,03 g.L"!
e 0,93 £ 0,04 g.L'"), as quais também apresentaram os maiores valores para AR consumido e

fator de conversao.
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As velocidades de consumo de substrato (glicose e xilose) e formagao de produto do
ensaio ARE sdo apresentadas na Figura 14. A velocidade de consumo da glicose diminui ao
longo da fermentacao devido a disponibilidade deste carboidrato. A velocidade de producao de
etanol manteve-se constante ou com pouca variagao por todo o tempo de fermentagado, sendo a
maior velocidade encontrada na B2 (1,42 + 0,18 g.L"".h™"). A velocidade de consumo da xilose
nas duas primeiras bateladas foi de aproximadamente 2,40 = 0,60 g.L™!.h"! no tempo 0 h, ndo
apresentado grande variacao no decorrer do tempo. Entretanto, a partir de B3 as velocidades

iniciaram em valores menores, demonstrando dificuldade no consumo deste carboidrato.

Figura 14 — Velocidades de consumo de glicose e xilose e de produgao de etanol ao longo do
tempo do ensaio com células imobilizadas e elevada concentragao de AR, sendo B1, B2, B3,
B4 e BS as respectivas bateladas
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As velocidades especificas (Figura 15) apresentaram os mesmos comportamentos da
velocidade instantanea. glicose diminuiu ao longo da fermentacdo, devido a disponibilidade
deste carboidrato. O valor de etanol manteve-se constante ou com pouca variagdo por todo o
tempo de fermentagio, sendo o maior valor alcancado na B2 (0,06 = 0,00 g.g"'.h™!). Os maiores
valores iniciais de [ixilose foram observados na B1 e na B2, sendo 0,12 + 0,04 ¢ 0,07 £ 0,04 g.&
! h!, respectivamente. Nas bateladas em que se observou o menor consumo de xilose (a partir
de B3, vide Figura 12), também foi observada mudancga no perfil de pixiiose, Na qual os valores
iniciais foram menores que B1 e B2, sendo no maximo 0,05 = 0,03 g.g”!.h"! e embora tenha sido
observado um aumento ao longo do tempo, os valores finais foram iguais ou menores que os

valores finais para B1 e B2.
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Figura 15 — Velocidades especificas de consumo de glicose e xilose e de produgdo de etanol
ao longo do tempo do ensaio com células imobilizadas e elevada concentracao de AR, sendo
B1, B2, B3, B4 e B5 as respectivas bateladas
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A concentracao de xilitol (Figura 16) foi maior quanto maior o consumo de xilose.

Assim, as maiores concentragoes alcangadas foram de 5,04 + 0,15, 4,85 £ 0,33 ¢ 4,14 £ 0,34

g.L!, para as fermentagdes B1, B2 e B3, respectivamente. Na B5 a concentragdo apos 24 h foi

de apenas 1,45 + 0,52 g.L"!. A concentragio de glicerol e 4cido acético foram baixas, variando

de 0,28 20,44 g L.

Figura 16 — Concentragao de xilitol, glicerol e acido acético ao longo do tempo do ensaio com
células imobilizadas e elevada concentracdo de AR, sendo B1, B2, B3, B4 e BS5 as respectivas
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Os valores de pH para a fermentagdo com S. passalidarum imobilizada com ARE

(Figura 17) iniciaram na faixa de 5 — 6. O maior valor obtido foi na B1 no tempo 0 h (5,83 +

0,06), diminuindo antes das 12 h e seguindo praticamente constante até o fim das 24 h de

fermentacdo. As demais bateladas foram semelhantes entre si, apresentando decaimento da
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faixa de 5—6 até 4 — 5. O pH nao foi corrigido ao longo das fermentag¢des, somente monitorado.
Vale ressaltar que o pH praticado industrialmente para E1G ¢ entre 4,5 e 5,5 (valor 6timo
também para a levedura S passalidarum (Bonan et al., 2021)) e que o controle do pH ¢ muito

dificil devido aos grandes volumes dos tanques industriais.

Figura 17 — pH ao longo do tempo do ensaio com células imobilizadas e elevada concentragdo
de AR, sendo B1, B2, B3, B4 ¢ BS5 as respectivas bateladas

6 B1 B2 B3 B4 B5
.\
\\ .
L] i i .
\ \\ \\\ \\ I
AN \ ~ - T
4 \._,.7 -m —u— m —mm “m s = m - m—m
==
= 3
24
14
U T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24 0 6 12 18 24 0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tempo (h)

4.2 FERMENTACAO COM CONCENTRACAO MODERADA INICIAL DE ACUCARES:
CELULAS LIVRES X CELULAS IMOBILIZADAS

Com o intuito de verificar a possibilidade de imobilizar células de S. passalidarum
para a producdo de E2G a partir de um meio rico em xilose, simulando o hidrolisado
hemiceluldsico obtido por meio de pré-tratamento 4cido diluido (vide Tabela 1), cinco bateladas
sucessivas (B1, B2, B3, B4, B5) em triplicata bioldgica foram realizadas para comparacao da
producdo de E2G em um sistema de células livres e outro com células imobilizadas, ambos
com concentragio de acucares redutores moderada (ARM) inicial entre 70 — 90 g.L’!
(NEITZEL et al., 2020).

A Figura 18 apresenta os perfis de concentracdo de glicose, xilose, células e etanol
para as fermentagdes em bateladas sucessivas com células livres (Figura 18a) e imobilizadas
(Figura 18b). A concentracdo de células estd novamente apresentada como células totais
presentes nas fermentacdes, que, para as células imobilizadas, corresponde a soma das células
imobilizadas no interior das esferas de alginato de célcio (vide item 3.5.1) e das células
suspensas no meio (vide item 3.5.2). E possivel observar que o consumo de glicose foi completo
em ambas as condi¢des e em todas as suas respectivas bateladas. O consumo simultaneo de

xilose e glicose foi observado para as fermentagdes com células imobilizadas (Figura 18b) entre
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os instantes 0 e 5 h de fermentagdo. Vale ressaltar que este comportamento foi observado
somente com células imobilizadas devido ao maior numero de amostras coletadas,
possibilitando esta visualizagdo, o que nao descarta a possibilidade do mesmo comportamento
ter ocorrido para as fermentagdes com células livres. O mesmo comportamento no consumo de
AR foi relatado por Long et al. (2012) e Hou (2012), que utilizaram células livres de S.
passalidarum na concentragio inicial de 1,23 g.L"!. No entanto, o efeito de repressdo catabdlica,
caracterizado pelo consumo sequencial de glicose seguido de xilose ¢ reportado na literatura
para esse microrganismo (BIAZI et al., 2020; BONAN et al., 2020; NAKANISHI et al., 2017),
e tem sido amplamente discutida para fermentagdes com S. passalidarum em que se utilizam
glicose e xilose como principais fontes de carbono (BONAN et al., 2021). A repressao
catabolica ¢ observada no metabolismo da maioria dos microrganismos e ¢ o fenomeno que
ocorre quando o consumo da glicose presente no meio impede a expressdo de genes que
codificam enzimas necessarias para metabolizagdo de outros acucares (FARIAS; MAUGERI-
FILHO, 2021). Isso ¢ uma questdo que deve ser resolvida para melhorar o processo de
producdo de E2G e os resultados obtidos para células imobilizadas sdo promissores para este
fim.

Na Figura 18 ainda € possivel observar que o consumo de xilose foi praticamente
completo para as fermentagdes com células livres, sendo o maximo valor para AR residual de
4,33 £ 0,25 gL' na B1 (Figura 18a). Em contrapartida, as 24 h de fermentagdo nio foram
suficientes para o consumo completo da xilose para as fermentagdes com células imobilizadas,
apresentando agucar residual méaximo de 29,54 + 2,50 g.L"! na B5 (Figura 18b). Para o ensaio
com as células livres, a reutilizagdo das cé€lulas parece ter melhorado o consumo de xilose, ja
que na B1 houve xilose residual e na B2 o acucar foi consumido apo6s 18 h, enquanto a partir
de B3 o consumo completo de xilose ocorreu antes das 18 h de fermentacdo. Esse
comportamento nao foi observado para o ensaio com células imobilizadas, na qual a reutilizagao
das células dificultou a absor¢ao de xilose, fazendo com que esse AR fosse acumulando com o
decorrer das bateladas. Isso sugere que a imobilizagdo dificultou o consumo de agucar pelas

células.
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Figura 18 — Concentracdo de glicose, xilose, células e etanol ao longo do tempo de
fermentagdo com concentracdo moderada de AR, sendo (a) células livres e (b) células
imobilizadas e B1, B2, B3, B4 e B5 as respectivas bateladas
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A concentragdo final de etanol obtida (Figura 18) ao final das bateladas sucessivas foi
maior para o ensaio com cé¢lulas livres, quando comparada as células imobilizadas e alcangando
seu valor maximo na B1 (35,5 £ 0,00 gL™!). Nas demais bateladas a concentracdo foi um pouco
inferior, mas se manteve aproximadamente constante, variando de 29,82 a 31,43 g.L'l. Para o
ensaio com células imobilizadas, a maior concentragio obtida foi na B2 (21,60 + 1,34 g.L'™),
com sutil diminui¢io nas bateladas subsequentes. E possivel observar que, para as células livres,
o perfil de produgdo de etanol muda quando o consumo de agucar muda de glicose para xilose,
0 que ndo acontece com as células imobilizadas, que permanece com a mesma taxa de produgao
(inclinacdo).

De acordo com Ndubuisi et al. (2020), embora a imobilizagdo em alginato de calcio

confira vantagens ao processo fermentativo, como a facilidade de reutilizagdo e a protecao
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celular contra inibidores e condi¢cdes ambientais estressantes, o suporte pode apresentar
resisténcia a transferéncia de massa, dificultando a utilizagdo por muitas bateladas seguidas, o
que explica a diferenca existente entre o consumo de agtcares entre o ensaio com células livres
e com células imobilizadas, bem como a dificuldade na metabolizagdo de xilose para as
fermentagdes com células imobilizadas, destacando as bateladas finais (B4 e BS). A
transferéncia de massa sendo dificultada pela imobilizagdo em alginato, prejudica o transporte
tanto dos substratos quanto do oxigénio para o interior das células, que ¢ um parametro
importante para o metabolismo de xilose em S. passalidarum. Este mesmo comportamento foi
demonstrado no trabalho de Bonan et al. (2020) que estudaram a influéncia da concentracao
de O> presente no meio de fermentagdo, testando diferentes coeficientes volumétricos de
transferéncia de oxigénio (Kra). Os autores testaram Kra’s de 0 (anaerobiose), 4,9, 8 e 45 h!,
sendo a maior Qp obtida (1,12 g.L-1.h™") foi com o maior Kpa. Além disso, a elevada aeragio
reduziu o tempo de fermentacdo e aumentou a velocidade especifica de consumo de xilose
(BONAN et al., 2020).

Microrganismos que apresentam o efeito Crabtree produzem etanol quando as
concentragdes de acucar sdo elevadas, mesmo em aerobiose. A levedura S. passalidarum ¢
Crabtree negativa, na qual uma das caracteristicas ¢ o aumento da producao de células com o
aumento da aeragdo e a escolha de produzir etanol ou células depende da concentracdo de O»
disponivel para as células (AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008; BONAN et al., 2020). No
caso do ensaio com células imobilizadas no sistema utilizado neste trabalho (shaker), a
transferéncia de oxigénio foi prejudicada, dificultando o consumo de xilose e,
consequentemente, a producao de etanol. Portugal-Nunes et al. (2015) na investiga¢do do efeito
da imobilizagdo de S. stipitis, relataram que o suporte de alginato de calcio limitou a
transferéncia de massa baseado na diferenca de velocidade de consumo de glicose entre o ensaio
com ce¢lulas livres e células imobilizadas. A velocidade de consumo de glicose foi 1,5 vezes
maior para células livres, sendo obtido 0,34 ¢ 0,23 g.L-'.h"! para células livres e imobilizadas,
respectivamente. Neste trabalho também foram observados valores de velocidade de consumo
de substrato mais elevadas para células livres, quando comparadas as células imobilizadas
(Figuras 21 e 22).

Nos ensaios com células livres, a concentracdo de células (Figura 18a) no meio de
cultivo iniciou em aproximadamente 20 g.L"! na B1, sendo a concentragio méxima obtida de
23,99 + 0,36 g.L! na B1. Baixo crescimento celular nas cinco bateladas do ensaio com células

livres foi observado e todas apresentaram constancia na concentragdo celular inicial
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(aproximadamente 20 g.L'), mesmo sem utilizar o processo de purga. Biazi et al. (2020)
também observaram baixo crescimento celular durante as 24 h de fermentagao de hidrolisado
de cana-de-agticar por S. passalidarum, cuja concentragdo iniciou em 20 g.L!, assim como
neste trabalho.

A concentragdo de células totais nos ensaios com leveduras imobilizadas (Figura 19)
ficou na faixa de 18 — 25 g.L'! em todas as bateladas. Como ja citado, as células totais sdo
compostas pelas células no interior das esferas de alginato (vide item 3.5.1) e as células livres
solubilizadas no meio de fermentagao (vide item 3.5.2). A Figura 19 mostra que houve aumento
das células livres ao longo das bateladas sucessivas. Uma possibilidade para pequeno aumento
da concentragdo de células pode ser devido a caracteristicas Crabtree negativa de S.
passalidarum, na qual pouca disponibilidade de oxigénio no meio resulta em baixo crescimento
celular (AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008; SOARES et al., 2020). Neste sentido ¢
possivel inferir que fermentagdes em sistemas com adequado fornecimento de O> (biorreatores
agitados e aerados, por exemplo) poderiam levar a melhores resultados de crescimento

(renovagao) celular e consumo de xilose.

Figura 19 — Concentracao de células total, de células imobilizadas e de células suspensas no
meio ao longo do tempo de fermentacdo do ensaio com células imobilizadas e concentracao
moderada de actcar, na qual B1, B2, B3, B4 e B5 correspondem as bateladas
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A Tabela 8 apresenta os parametros cinéticos do ensaio com células livres e com células
imobilizadas. E possivel observar que no ensaio com células livres ndo houve diferenca
significativa no consumo percentual de AR entre fermentacdes em batelada sucessivas

realizadas com células livres. Para as fermentagdes com células imobilizadas ¢ possivel
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observar que as trés primeiras bateladas ndo apresentaram diferengas significativas entre si, mas
B4 e BS5 foram diferentes, quando comparadas as primeiras e entre si em relagdo ao consumo
de AR. Ainda para estas fermentagdes € possivel notar a diminui¢do no consumo percentual de

AR com o aumento do nimero de bateladas.

Tabela 8 — Parametros cinéticos do ensaio com células livres e imobilizadas e concentracao

moderada de AR
Células livres

Parametros/bateladas 1 2 3 4 5
AR consumido (%) 95,59 + 1,194 99,67 £ 0,014% 99,76 + 0,034 99,60 + 0,26 98,33 + 1,684
Etanol produzido (g.L) 27,975,194 27,36 +0,604% 26,78 +1,534% 25,46+ 0,514 27,34 +0,784?
Yess (g.g' h) 0,30+ 0,06%  0,32+0,00°* 0,32+0,024  0,30£0,024* 0,33 +0,024
Qr (g.L'Lh1) 1,16 £0,22%  1,14+0,02%% 1,12+0,06%* 1,060,024 1,14+ 0,034
Rendimento (%) 58,65+ 11,304 62,49 £ 0,024 62,72 £ 4,344 58,07 + 3,704 65,40 + 3,684

Células imobilizadas
Parametros/bateladas 1 2 3 4 5
AR consumido (%) 82,77 £2.,878 89,34 +232B2 86,71 +£3,608 70,78 +1,298> 58,95+3,278¢
Etanol produzido (g.L'") 13,19+ 1,375 19,53 +£0,98% 15,46+ 1,408 13,19+1,348> 13,28 +4,558®
Yess (g.g! hh)** 0,22 +£0,04*> 0,30 +£0,024%  0,25+0,025° 0,26 +0,024%® (0,27 + 0,044
Qr (g.L'Lh1)** 0,55+ 0,06 0,81 +£0,045% 0,64+0,06%° 0,55+0,06% 0,55=+0,198
Rendimento (%) 42,31+ 7,182 5928 £4.214% 48,57+ 3,305 50,98 + 3,264 53,94 + 7,634

* Letras maiusculas diferentes para o mesmo pardmetro na coluna diferenciam estatisticamente os ensaios com
células livres e células imobilizadas.

Letras mintsculas diferentes na linha diferenciam estatisticamente as bateladas de um mesmo ensaio.

A diferenciag@o estatistica foi realizada através do teste de Tukey (p < 0,05).

** Ypss € 0 fator de conversdo de substrato em produto e Qp a produtividade volumétrica

A concentracdo de etanol produzida (Tabela §) para as fermentagdes em batelada
sucessivas com células livres ndo apresentou diferenca significativa entre si. Ja para os
resultados de produgdo de etanol nas fermentacdes em bateladas sucessivas para células
imobilizadas nota-se o aumento da concentragio de produto de B1 para B2 (13,19 + 1,37 g.L"!
19,53 +£0,98 g.L” I respectivamente), no entanto, a concentragao atingiu patamares proximos
a B1 para as fermentagdes B3, B4 e BS5. Assim, os melhores resultados foram observados no
ensaio com células que ja passaram por pelo menos uma reutilizacao nas bateladas, similar ao
relatado por Lee et al. (2011), que estudaram a producao de E1G por cé€lulas de S. cerevisiae
imobilizadas em alginato de cdlcio 2 % (m/v). O mesmo comportamento também foi relatado
por relatado por Neitzel et al. (2020) no reciclo de células livres de S. passalidarum. Lee et al.
(2011) estudaram a producao de E1G por células de S. cerevisiae KCTC 7906 imobilizadas em

alginato de calcio, 2 % (m/v). Os autores reutilizaram as células imobilizadas por cinco
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bateladas sucessivas e compararam ao ensaio utilizando células livres. Os autores observaram
dentre as cinco bateladas com células imobilizadas, os melhores resultados foram os obtidos na
terceira repeti¢ao, apresentando menor tempo de fermentagao (10 h) e fator de conversao de
substrato em produto de 100 % em relacdo ao tedrico estequiométrico, 1,13 vezes maior que
para células livres.

Ainda analisando os resultados apresentados na Tabela 8 nota-se que Yp/s € Qp para
as fermentagdes com células livres ndo apresentaram diferenca significativa entre as bateladas,
variando de 0,30 £ 0,06 20,33+ 0,02 g.g"'e1,06£0,02a 1,16+ 0,22 g.L"".h"!, respectivamente.
Os rendimentos também ndo demonstraram diferenga significativa e mantiveram-se na faixa de
58,07 £ 3,70 a 65,40 + 3,68 % para estas fermentacdes. Neitzel et al. (2020) realizaram
fermentagdes em batelada alimentada sucessivas com células livres (concentracgao inicial de 90
g.LY) de S. passalidarum em meio simulando hidrolisado hemiceluldsico e observaram
diferenca significativas nos pardmetros cinéticos quando comparadas as cinco bateladas e, os
cinco valores para cada um dos parAmetros ficaram nas faixas de 0,39 a 0,46 g g'.L"! e de 1,29
a 1,79 gL'l .h!, para fator de conversdo e produtividade, respectivamente (NEITZEL et al.,
2020). Para as fermentagcdes com células imobilizadas o maior fator de conversdo e
produtividade foram observados na B2, de 0,30 = 0,02 g.g’ e 0,81 = 0,04 gL'.h!, sendo
diferente significativamente dos valores obtidos nas demais bateladas (Tabela 8). Em relagao
ao rendimento, B2 também apresentou o valor méximo do parametro, de 59,28 + 4,21 % e
diferente significativamente das demais. Na fermentagdo de hidrolisado de mucilagem de café
por células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de célcio, Orrego et al. (2018), utilizando
50 g.L'! de ART inicial, obtiveram Ypsigual a 0,33 0,01 g.g”' € 0,94 + 0,07 gL"".h"" para
fator de conversdo e produtividade, respectivamente, valores similares aos observados neste
trabalho.

Os polimeros utilizados para imobiliza¢ao de células podem dificultar a transferéncia
de massa dos acucares e do etanol entre o meio e as células, e vice versa, criando
microambientes. Esse comportamento limita a atividade metabolica da levedura e diminui a
producdo do produto de interesse € o Ypss, quando comparados aos sistemas com células livres
(NORDMEIER; CHIDAMBARAM, 2018). A concentragdo utilizada dos polimeros para
imobilizacao de células também influéncia no consumo de agticares como observado por Lee
et al. (2011), que estudou a imobilizacdo de S. cerevisiae em alginato de célcio em
concentragdes de 2 e 2,5 %. Ercan et al. (2013) avaliaram a imobilizagdo de S. cerevisiae

também em alginato de célcio nas concentracdes de 2, 2,5 ¢ 3 %. Ambos os autores relataram
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que os melhores resultados foram obtidos quando foi empregada a concentracdo de 2 % de
alginato, a mesma concentracdo utilizada neste trabalho. Neste sentido, o método de
imobilizacao em superficie (adsor¢ao ou ligacao covalente ao suporte) se apresenta como uma
alternativa a imobilizacdo com alginato de calcio (método de envolvimento/encapsulamento)
para producao de E2G por S. passalidarum.

Gajula et al. (2011) utilizaram células de S. stipitis imobilizadas em talos de sorgo para
producao de bioetanol a partir de hidrolisado de casca de amendoim. Quando comparados os
ensaios com c¢lulas livres e imobilizadas, os melhores resultados para Ypss, Q, e titulo de etanol
foram obtidos para as células imobilizadas, sendo 0,47 g.g’!, 0,243 gL 'h! e 20,45 gL,
respectivamente. Além disso, Gajula et al. (2011) ndo observaram variagao significativa nos
valores dos pardmetros até a quinta batelada, na qual as células foram reutilizadas. Singh et al.
(2013), ao compararem o desempenho de células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de
calcio e bagaco de cana-de-actcar observou resultados melhores, em relacdao a Ypis (0,44
g.gh), Qp (0,42 g.L1.h") e titulo de etanol (15,4 g.L'") — para a imobilizagdo em bagaco. O
bagaco permitiu a utilizacdo das células por até dez ciclos, sem grande perda nos parametros,
enquanto as esferas de alginato puderam ser recicladas por até quatro.

Embora o tipo de suporte seja capaz de influenciar no comportamento da levedura, vale
ressaltar que os ensaios foram realizados em um meio considerado ideal para o metabolismo do
microrganismo, um meio com acucares sintéticos e sem a presenga de compostos inibidores,
como furfural, hidroximetilfurfural, compostos fendlicos e acidos orgénicos, diferente do que
aconteceria se 0 HH obtido a partir de pré-tratamento com H2SO4 diluido fosse utilizado como
meio de fermentacdo, ja4 que esses compostos estdo presente e quantidades consideraveis.
Mesmo em um ambiente ideal e considerando as dificuldade de transferéncia de massa
ocasionadas pelo suporte de alginato de calcio, o desempenho das células imobilizadas, embora
ndo tenham sido superiores ao das cé€lulas livres, ainda apresentaram bom desempenho. A
superioridade dos parametros da células imobilizadas, quando comparados aos das células
livres, pode se tornar mais evidente em um ambiente menos ideal, sendo assim, seria de extrema
importancia realizar a fermenta¢do em HH para avaliagao.

A producdao de xilitol para as fermentagdes com células livres (Figura 20) foi
observada atingindo valor maximo na B1 (7,67 + 0,54 g.L'"). A produgdo desse co-produto
decresceu conforme a reutilizacdo das células na bateladas subsequentes (Figura 20a). Esse

mesmo comportamento foi observado para as fermenta¢des com células imobilizadas, porém
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atingindo concentracdes de xilitol ainda menores, sendo o valor maximo na B1 (3,24 + 0,11

gL

Figura 20 — Concentragao de xilitol, glicerol e acido acético ao longo do tempo de
fermentagdo em batelada sucessivas usando (a) células livres e (b) células imobilizadas, na
qual B1, B2, B3, B4 ¢ BS5 correspondem as bateladas
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subprodutos s3o obtidos no processo fermentativo. A

acido acético (Figura 20) obtidas foram baixas para

ambas as condigdes estudadas. A concentragdo final de glicerol obtida nas fermentacdes com

células imobilizadas foi aproximadamente constante para as bateladas, variando de 0,24 + 0,01

a 0,28 £ 0,05 g.L'!. A concentracio de 4cido acético para as fermentagdes com células livres

alcangou seu valor maximo na B1 (0,29 + 0,04 g.L™!). O glicerol é um dos subprodutos

produzidos na metabolizagao de glicose e xilose por S. passalidarum e ¢ muito importante para

obtenc¢do de diversos produtos na industria de cosméticos, farmacos, alimentos, entre outras.
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As leveduras produzem glicerol a partir da redu¢do de fosfato de dihidroxiacetona para glicerol-
3-fosfato com auxilio da enzima glicerol-3-fosfatase (MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2021). A
producao de glicerol associada a produ¢ao de etanol foi baixa, quando comparado aos trabalhos
da literatura (CADETE et al., 2012; NAKANISHI et al., 2017). Nakanishi et al. (2017) também
observaram produg¢ao de glicerol mais elevada no primeiro ciclo e diminui¢do da concentragao
nos demais ciclos, entretanto, diferente deste trabalho, as concentracdes chegaram a zero.
Cadete et al. (2012) na fermentagdo de hidrolisado de bagago de cana-de-agucar obtiveram
concentracdes maximas de glicerol de 0,05, 0,1, 0,2 ¢ 0,6 g.L! para as cepas de S. passalidarum
estudadas (UFMG-HMD-1.1; UFMG-HMD-14.1; UFMG-XMD-16.2 e UFMG-XDM-23.2).
As velocidades de consumo de substrato e formacgao de produto para ambas as condi¢des
estudadas estdo apresentadas na Figura 21. E possivel notar que a velocidade de consumo de
glicose diminui com o tempo para ambas as condi¢des estudadas. A velocidade de consumo da
xilose apresentou marcada variacdo para as fermentagdes utilizando células livres. Na Bl a
velocidade de consumo de xilose iniciou em 2,27 = 0,09 g.L'.h"!, finalizando as 24 h em 2,98
+0,13 g.L"1h!. A partir da B3, em 0 h a velocidade de consumo de xilose foi de cerca de 6,65
+0,38 gL'l .h!, chegando a zero no tempo 24 h. A velocidade de produgio de etanol também
iniciou as primeiras bateladas com valores mais baixos que as demais, sendo 2,38 +£ 0,13 ¢ 1,94
+ 0,034 g.L ! na Bl e na B2, respectivamente. Na B5 a velocidade chegou a 3,13 = 0,00 g.L!,
respectivamente. Sabe-se que o acumulo de etanol no meio de cultivo contribui para inibi¢ao
do metabolismo da levedura o que prejudica a conversdo de acucar a etanol e
consequentemente, diminui as velocidades de consumo e produgao (SCHMIDELL et al., 2001).
As velocidades de consumo de glicose ndo apresentaram grandes diferencas entre as bateladas

ou entre 0s ensaios.
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Figura 21 — Velocidades de consumo de xilose e glicose e de formagdo de etanol ao longo do
tempo de fermentacgao, sendo (a) células livres e (b) células imobilizadas e B1, B2, B3, B4 ¢
B5 as respectivas bateladas
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As velocidades especificas de consumo de substrato e formagdo de etanol estdo
apresentadas na Figura 22. Comportamentos semelhantes as velocidades discutidas foram
observadas quando comparados os parametros de cada ensaio individualmente. Para células
livres o comportamento, decrescente em relacdo ao tempo e crescente em relacdo as bateladas
e os valores maximos obtidos para taxa especifica de consumo de xilose, de glicose e de
producio de etanol foram, 0,37 + 0,05, 0,11 £ 0,01 ¢ 0,18 + 0,01 g.g”! h'!, respectivamente. O
comportamento decrescente em relacdo ao tempo de fermentagdo também foi observado por
Neitzel et al. (2020). Entretanto, os valores maximos obtidos para taxa especifica de consumo
de xilose, de glicose e de produgdo de etanol foram, aproximadamente, 0,16, 0,90 e 0,11
g.g’l.h! respectivamente.

Em relacao as células imobilizadas, sdo poucos os artigos que discutem as velocidades

especificas ja que a quantifica¢do das células contidas no suporte de imobilizagdo ¢ extremante
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dificil. Entretanto, neste trabalho foi desenvolvida uma técnica para quantificagdo — descrita no
topico 3.5.1 — da concentragdo de células no interior das esferas de alginato de calcio utilizando

espectrofotometria. Com isso, ¢ possivel observar o comportamento de pixilose, Hglicose € Metanol

(Figura 22b).

Figura 22 — Velocidades especificas de consumo de agticares e formacgao de produto ao longo
do tempo de fermentagdo com (a) células livres e (b) células imobilizadas, sendo B1, B2, B3,
B4 e BS as respectivas bateladas
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Em relacdo aos valores de pH, nos ensaios com células livres ¢ possivel notar a
constancia do comportamento do pH nas cinco bateladas, apresentadas na Figura 23. Em todas
o maior pH foi obtido no ponto inicial, seguido de queda significativa nas primeiras 12 h e
constancia ou leve aumento nas horas seguintes. O valor maximo de pH entre as 5 bateladas foi
na B1 com 4,78 £+ 0,03 no tempo inicial, chegando a 3,87 = 0,01 em 24 h. O comportamento

decrescente de pH também foi observado nos ensaios com células imobilizadas, sendo o maior
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pH também na B1. Diferente do ensaio com células livres, neste, o pH iniciou-se em 5,81 +
0,06 no tempo 0 h, decaindo até¢ 4,04 + 0,02 no decorrer das 24 h. Conforme citado
anteriormente, fermentagdes alcoodlicas geralmente ocorrem com pHs na faixa de 4,5 — 5,0. A
diminui¢do do pH durante o processo ocorre devido a produgdo de acidos, como acido acético,
e também etanol que alteram as caracteristicas iniciais do meio de fermentacdo (MARTINEZ-

JIMENEZ et al., 2021).

Figura 23 — pH ao longo do tempo de fermentacdo de cada batelada com células livres e
células imobilizadas, sendo B1, B2, B3, B4 ¢ B5 as respectivas bateladas

—&— Células imobilizadas Células livres
7
6 B1 B2 B3 B4 B>
"
\\
59 0 " " b B
> AN \\ N AN
\
| Lot \\g \ \\ \
4 s —=* ea—p——r b -y = —a |l

pH

Tempo (h)

A diferenca dos valores de pH iniciais da B1 do ensaio com células livres e com células
imobilizadas pode ser explicada pela presenca do alginato de calcio, que apresenta carater
basico, componente das esferas utilizadas como suporte para imobilizacdo das células de S.
passalidarum. E possivel que a presenga de Ca*" no inicio da fermentacio tenha ocasionado a
diferenca inicial dos pHs. Lopez-Menchero et al. (2021) analisaram o efeito do recobrimento
de um sistema de células de fungo e levedura na fermentagao de meio com elevada concentragao
de agtcar (25 % glicose) e mosto de uva (220 g.L"! de AR). Para tal, os autores comparam o
desempenho do sistema recoberto com o sistema sem recobrimento, com células imobilizadas
em alginato de célcio e com células livres. Os resultados mostraram que dos ensaios, o Unico
que apresentou diferenca na acidez foi o utilizando as esferas de alginato de calcio e justificaram
que as esferas, por serem compostas de 10 vezes mais alginato célcio quando comparado as
células apenas recobertas — 2 e 0,2 %, respectivamente —, ocasionam o acimulo de Ca*" no

meio de fermentagdo. Do ponto de vista da fermentacao de HH, quanto mais baixo o pH do
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meio, mais nocivos se tornam os inibidores, assim a faixa de pH um pouco mais elevada no

ensaio com cé¢lulas imobilizadas seria uma vantagem.

4.3 COMPARACAO DOS ENSAIOS COM CELULAS IMOBILIZADAS EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ACUCAR INICIAL

A comparacgao entre os dois ensaios com células imobilizadas (com concentragao de
acucar elevada (ARE) e moderada (ARM)) foi realizada a partir da analise da influéncia da
concentracdo de substrato inicial no fator de conversao modificado de substrato em produto
Y’ps (Figura 24a), AR residual (Figura 24b), Qp (Figura 24c) € pxilose — Na qual foram
considerados os valores maximos de Lixilose para cada uma das bateladas — (Figura 24d). O valor
de Y’p;sndo apresentou diferenca significativa entre B1 e BS5, como mostra a Tabela 9, quando
comparados os dois ensaios, entretanto, para B2, B3 e B4, todos os valores alcangados foram
mais elevados para ARM. Comportamento similar foi observado por LIU et al. (2009) que
utilizou células imobilizadas de S. cerevisiae ¢ avaliou o comportamento de Yrp/s com diferentes
concentracdes de melaco (90 a 200 g.L™!) em um reator de leito fluidizado com fermentacio
continua. Embora o pardmetro ndo seja calculado exatamente da mesma forma como no
presente trabalho, a mesma tendéncia foi observada: diminui¢do de Ypis com o aumento da
concentracdo inicial de agtcar. Singh et al. (2013) na avaliagdo do alginato de céalcio como
suporte de imobilizagdo para levedura S. cerevisiae para a producdo de E2G, também
observaram diminui¢do nos valores dos parametros — Ypss, Qp, titulo de etanol e conversado de
agucares em etanol — com o passar das bateladas, sendo possivel a reutiliza¢dao das células por
até quatro ciclos. O Ypss alcangou 0,42 g.g”! na Bl e apenas 0,33 g.g”! na B2,

Para Qp (Figura 24c) todos os valores foram iguais ou estatisticamente superiores para
ARE, quando comparadas as suas bateladas com as de ARM. Os maiores titulos de etanol foram
observados (Figura 12 e 18b) para os ensaios que resultaram em maior Qp. Nikolic et al. (2010)
avaliaram a influéncia da concentragdo inicial de glicose na fermentacgado (98, 125, 150 e 176
g.L), utilizando células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de calcio e observaram que
a maior concentra¢dao de bioetanol (9 % m/m) foi alcangada na maior concentracdo inicial de
AR utilizando sistema com células livres. Em ambos os ensaios (ARM e ARE) os valores de
Qp diminuiram quando comparadas as bateladas iniciais e finais. O mesmo comportamento —
diminui¢ao da Qp com aumento do reciclo das células imobilizadas — foi observado por Singh
et al. (2013) na utilizagdo de células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de calcio para a

producido de E2G, na qual foi obtido 0,33 g.L".h"'na B1 ¢ 0,27 g.L"".h"' na B4.
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Figura 24 — Influéncia da concentragdo inicial de agucares redutores (AR) no (a) fator de
conversdao modificado (Y’pss), (b) na concentragdo de AR residual, (c) na produtividade (Qp) e
(d) na velocidade de consumo de xilose maxima da batelada (pxilose)
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Em relagdo a concentra¢ao de AR residual (Figura 24b) em ambos os ensaios houve
aumento desta concentracdo ao longo das bateladas, sendo os valores obtidos na BS5
aproximadamente o dobro da B1. Maiores valores de AR residual foram obtidos para o ensaio
com ARE, em que para todas as bateladas, os valores foram no minimo 2,34 vezes maiores
quando comparado aos valores de ARM. A maior razdo entre valores foi obtida em B2 na qual
a concentracio de AR residual de ARE foi 5,18 vezes do que a de ARM. E provavel que a maior
concentragdo de AR residual no ensaio com ARE pode ser explicada pela inibi¢ao por substrato,
que diminuiu o consumo de xilose presente no meio de fermentacao, o que também contribuiu
nos valores de Lixilose. Os valores de [ixilose maxima (Figura 24d) foram estatisticamente iguais ou
superiores, quando comparadas as bateladas, para o ensaio com ARM (Tabela 9). E possivel

que para o ensaio com ARE mais xilose se difundiu para o interior das esferas do que as células
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que estavam 14 foram capazes de metabolizar, gerando certa inibi¢ao por substrato, ocasionando
entdo a diminuicao da pxilese. ARM levou a maiores velocidades especificas de consumo de

xilose durante o tempo de fermentagao.

Tabela 9 — Parametros cinéticos dos ensaio com células imobilizadas com concentragao
moderada (ARM) e concentracdo elevada de agucares (ARE)

ARM
Parametros/bateladas 1 2 3 4 5
AR residual (g.L!) 12,76 £ 1,664° 7,75 £ 1,85%¢ 9,68 £3,324¢ 20,98 £2,424° 29,54 + 1,774
Y’ess (g.g71)** 0,18 £ 0,024° 0,27 £0,024% 0,21 £0,014%® 0,18 £0,01%° 0,18 + 0,06*°
Qe (g.LLhY** 0,55 + 0,065° 0,81 £0,04% 0,64 £0,06®  0,55+0,06%°  0,55+0,194®
Ixitose (g.g L hT)** 0,14 + 0,014 0,14 +0,01%  0,14+0,01**  0,11+0,024° 0,07 + 0,044°
ARE
Parametros/bateladas 1 2 3 4 5
AR residual (g.L™) 35,69 £ 0,965 40,19 +2,78B 48 15+ 3,338 5504 +0,88B> 69,22 + 8,615
Y’ess (g.g71)** 0,18 £ 0,0242 0,19+0,03%  0,16+0,02%* 0,130,018 0,13 £0,022°
Qe (g.LLhY** 0,92 + 0,034 0,93 +£0,04% 0,76+ 0,104 0,67 £0,03% 0,65+ 0,074°
Ixitose (g.g L hT)** 0,11+0,0182 0,10 + 0,028 0,12+0,014 0,10+ 0,014 0,05+ 0,02"°

* Letras maiusculas diferentes para o mesmo parametro na coluna diferenciam estatisticamente os ensaios com
células livres e células imobilizadas.

Letras mintsculas diferentes na linha diferenciam estatisticamente as bateladas de um mesmo ensaio.

A diferenciag@o estatistica foi realizada através do teste de Tukey (p < 0,05).

** Ypss € o fator de conversdo de substrato em produto, Q, a produtividade volumétrica e pyiiose € @ velocidade de
consumo de xilose

E de comum conhecimento que diversos metabolitos podem ter agdo inibitoria,
dependendo da sua concentragdo no meio (SCHMIDELL et al., 2001), incluindo as fontes de
carbono utilizadas. Quando o substrato se torna inibitdrio, ele acaba dificultando a produ¢ao de
produto e existe a tendéncia da diminuigdo da sua velocidade de consumo. Para seu ensaio com
células imobilizadas de S. cerevisiae, Nikolic et al. (2010) avaliaram as concentracdes de AR
inicial de 150, 176 e 200 g.L! e foi observada diminui¢do do titulo de etanol a obtido na
concentracdo de 200 g.L*!, ocasionado pela inibi¢io de substrato. Ozmihci e Kargi (2007)
avaliaram o efeito da concentraciio de substrato (variando ente 52 e 312 g.L™!) na producio de
bioetanol a partir de pd de soro de queijo utilizando células livres de K. marxianus e observaram
diminuicdo da velocidade de consumo de aglicar em concentragdes acima de 75 g.L! devido a
inibicao de substrato.

As limitagdes encontradas para a producdo de etanol nos ensaios com células
imobilizadas estdo provavelmente ligadas também a velocidade de transferéncia de substrato e

produto entre meio e interior e superficie do suporte e vice versa, ¢ a capacidade de
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metabolizagdo de agucar pela levedura. E possivel perceber que a velocidade de produgio de
etanol varia pouco com o tempo (vide Figuras 15 e 22b), o que possivelmente mostra que o
substrato apresentou uma capacidade constante de se difundir para o interior dos suportes ¢
entrar em contato com as c€lulas. Uma alternativa para tentar melhorar os parametros nao
dependentes do tempo ¢ o aumento do tempo de duragdo da fermentagdo, ja que foi observado
AR residual em ambos os ensaios, sendo em maior concentragdo no ensaio ARE. Outra
alternativa seria a fermentagao em regime de batelada alimentada como proposto por Nikolic
et al. (2010) e Ozmihci e Kargi (2007), ou ainda em leito fluidizado continuo.

Com os resultados obtidos ¢ possivel verificar que ARM permitiu o melhor
desempenho da levedura S. passalidarum imobilizada na metabolizagdo da xilose e,

consequentemente, na produgdo de etanol.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA DAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

As Figuras 25 e 26 apresentam a morfologia da parte externa e interna das esferas de
alginato de célcio utilizadas nos ensaios com células imobilizadas com concentra¢do de actcar
moderada (Figura 25) e elevada (Figura 26) obtidas a partir da andlise de MEV,
respectivamente. Para a producao das esferas, foi utilizada uma concentracao de 2 % de alginato
de célcio baseado em Ercan et al. (2013). De acordo com estes autores, a concentragdo de 2 %,
mais baixa por eles estudada, apresentou melhor equilibrio entre porosidade e forca.

O controle, nos ensaios ARM e ARE correspondem a esfera de alginato de calcio
contendo as células de S. passalidarum, ndo utilizadas em nenhuma batelada. Em ambos os
controles (Figura 25d, Figura 26d) nota-se uma camada de gel na superficie da esfera que une
as células de levedura, formando uma estrutura densa € com poucos poros, assim como
observado por Malik et al. (2021). O corte interno referente aos controles (Figura 25g, Figura
26g) mostra que a imobiliza¢do de células foi bem-sucedida no suporte, sendo possivel observar
as células envolvidas por ele ao longo da esfera.

Apos trés bateladas (Figura 25e, Figura 26e) sucessivas e ap0s cinco bateladas (Figura
25f e Figura 26f) foi possivel observar o aumento da porosidade do material em ambas as
condi¢des estudadas. E plausivel afirmar que visivelmente ARE ndo influenciou um
comportamento diferente no degaste das esferas, ja que visivelmente em ambos 0s casos
ocorreu o aumento de porosidade de forma semelhante. O desgaste das esferas pode explicar o
aumento da concentragao de células livres no meio de fermentagdo, mostrado na Figura 21, ja

que as células, que sdo naturalmente capazes de transitar entre os poros do suporte (MALIK et
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al., 2021), com o aumento da porosidade, tém mais caminhos para seguirem para fora do
material. Entretanto, a quantidade de células no interior das esferas (Figuras 25h,i e Figuras
26h,1) ndo apresentou grande diferenga visual.

A ocorréncia do desgaste e aumento da porosidade observados talvez possa ser
explicada pela evolugdo de CO> durante o processo. Quanto maior a producao de etanol,
consequentemente, maior ¢ a producao de CO> pelo metabolismo celular e este precisa ser
eliminado, assim a passagem pelo suporte pode ter contribuido para aumento da porosidade.
Aparentemente, o aumento da porosidade nao facilitou a transferéncia de massa ja que ndo foi
observada interferéncia direta entre o aumento de porosidade ¢ o padrdo de consumo de
acucares e producdo de etanol. Quando comparados os dois ensaios (ARM e ARE) ndo houve
variacao visivel entre o comportamento da porosidade e o aumento da concentracao de AR, em
ambos os casos o desgaste foi similar com ao longo das bateladas. Além disso, embora seja
possivel notar o desgaste das esferas quando analisadas as figuras com maior aproximagao, o
formato das esferas ndo foi comprometido com a sua utilizagdo nas 5 bateladas quando
comparadas ao controle. O tamanho a esfera, que era de aproximadamente 3 mm de didmetro,

permaneceu o mesmo durante todos os experimentos.
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Figura 25 — Caracteristicas morfoldgicas das esferas de alginato de calcio, no ensaio ARM
antes das bateladas, apos 3 bateladas e apos 5 bateladas, sendo: (a), (b), (c) a visdo total da
esfera; (d), (e), (f) a superficie da esfera e (g), (h), (i) o interior da esfera
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Figura 26 — Caracteristicas morfoldgicas das esferas de alginato de célcio, no ensaio ARE,
antes das bateladas, apos 3 bateladas e apos 5 bateladas, sendo: (a), (b), (c) a visdo total da
esfera; (d), (e), (f) a superficie da esfera e (g), (h), (i) o interior da esfera

CONTROLE BATELADA 3 BATELADA S

4.5 BALANCO DE MASSA DOS ENSAIOS COM CONCENTRACAO MODERADA DE
ACUCAR: CELULAS LIVRES X CELULAS IMOBILIZADAS

Os balangos de massa foram realizados para os ensaios com células livres (Figura 27)
e células imobilizadas (Figura 28) utilizando 1 kg de AR na entrada como base de célculo. A
determinac¢do da quantidade de CO; gerado durante o processo, necessaria para fechamento dos
balangos, foi feita por meio da estequiometria de reagdo levando em consideracao o rendimento
obtido para cada fermentagdo, como descrito na metodologia. Vale ressaltar que ndo foram
encontrados estudos que descrevem o balango de massa para células imobilizadas. Ambos os
ensaios iniciaram com aproximadamente a mesma proporc¢ao de glicose e xilose (vide Figura
18). Em todas as bateladas, para ambos os ensaios, a glicose foi completamente consumida e

foi observada a formacdo de etanol como produto principal, além de subprodutos em menor
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quantidade, xilitol, acido acético e glicerol, assim como relatado por Bonan et al. (2021) nos
balangos de massa dos ensaios com diferente proporgdes de xilose e glicose, utilizando células
livres de S. passalidarum.

No ensaio com células livres foi possivel observar que embora exista xilose residual
ao final das bateladas, os valores sdo baixos, sendo no maximo 0,044 + 0,012 kg. Para células
imobilizadas os valores de xilose residual foram mais elevados, alcancando 0,411 + 0,033 kg
em B5. A maior produgao de etanol foi para as células imobilizadas que, realizando a conversao
para litros, a partir da densidade (0,7915 kg.L!), obteve na faixa de 0,36 a 0,42 L de etanol a
partir de 1 kg de AR. O ensaio com células imobilizadas alcancou a faixa de 0,22 a 0,34 L de
etanol nas bateladas Nakanishi et al. (2017) realizaram o balangco de massa da fermentagao
utilizando HH e células livres de S. passalidarum e obtiveram uma producao de 382,08 L de
etanol a partir de 1000 kg de actcar. Realizando a conversdo ¢ possivel afirmar que foram
obtidos 0,31 L de etanol a partir de 1 kg de agtcares, valor que se encaixa na faixa obtida nos
ensaios com células livres. Quando somadas as quantidade de etanol produzidos em todas as
cinco bateladas realizadas para cada uma das condigdes ¢ possivel realizar uma comparagao
global entre os ensaios. As quantidades totais obtidas sdo de 1,55 + 0,08 kg de etanol para o

ensaio com células livres e 1,03 £ 0,08 kg de etanol para o ensaio com células imobilizadas.
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Figura 27 — Balango de massa das bateladas do ensaio com células livres, na qual B1, B2, B3,
B4 e B5 correspondem as bateladas

Kilose 0,044 £0,012 kg
B1 —1 [ 7| Etanol 0.286+0.059 kg

: Xilitol 0,076 0,004 kg
Glicerol 0,005 = 0,000 kg
Acido acético 0,003 = 0,000 kg

1'kg de agucar Céhulas 0,043 = 0.006 kg
Kilose 0,799 0,000 kg C0,0.309 = 0.006 ke

Glicose 0,201 £ 0,000 kg Outros 0,233 = 0,054 kg

HKilose 0,003 0,000 kg
B2 __1 [ "| Etanol 0.318%0.000 kg

1 Xilitol 0,065 £ 0,001 kg
Glicerol 0,004 £0,000 kg
Acido acético 0.000 = 0,000 kg

1 kg de agicar Céhdlas 0,037 = 0.015 kg
Kilose 0.827 £0,000 kg C0,0.310= 0,007 ke

Glicose 0,173 £ 0.000 kg Outros 0,263 0,023 kg

XKilose 0,002+ 0,000 kg

B3 ] ["| Etanol 0319 =0.022 kg

XKilitol 0,048 £ 0,003 kg
Glicerol 0,004 0,00 kg

| Acido acético 0,002 % 0.000 kg
1 kg de acicar Células 0,023 + 0,001 kg
Kilose 0.825+0,001 kg CO,0.289% 0,004 kg
Glicose 0175 +0.001 kg Outros 0312 + 0,029 kg

Kilose 0,004 +0,003 kg
B4 ) ["| Etanol 0,295 =0.018 kg

‘ Xilitol 0.055 £ 0,001 ke
Glicerol 0,003 0,00 kg
Acido acético 0,002 % 0,000 kg
Céhilas 0,023 + 0,010 kg
C0,0287+0012ke
Outros 0,331 £ 0,021 ke

1 kg de acucar
Kilose 0,824 +0,016 kg
Glicose 0,176 £0,016 kg

Kilose 0.015+0,014 kg
BS ] ["| Etancl 0.3280.024 kg
' Nilitol 0,046 + 0,000 kg

Glicerol 0,004 £0,000 kg
| Acido acético 0,001+ 0.001 kg

1kg de acicar Céhdlas 0,026 = 0,025 kg
Kilose 0.827 +£0,003 kg C0,0.323=0.015 ke
Glicose 0,173 £0,003 kg Outros 0,257 0,050 kg




Figura 28 — Balango de massa das bateladas do ensaio CI70

B1 —‘lr

1 kg de acucar
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B2 ——l
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B3 —_‘lr
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Glicose 0,211 £0,001 kg

B4 —

1 kg de acucar
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—
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Céhulas 0,013 £ 0,013 kg
C0,0.259+0.022 kg

Outros 0,322 £ 0,063 kg

Kilose 0,132 £0,037 kg
Etanol 0,214 = 0,006 kg

Xilitol 0.022 £ 0.016 kg
Glicerol 0,004 0,000 kg
Acido acético 0,002 + 0,000 kg
Céhulas 0,004 £ 0,000 kg

C0, 0,205 0.006 kg

Outros 0,416 £ 0,029 kg

Kilose 0,292 +£0013 kg
Etanol 0,184 0,014 kg
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Outros 0,323 = 0,032 kg

Kilose 0,411 +0.,033 kg

Etanol 0,184 = 0,060 kg

Xilitol 0.009 £0.012 kg
Glicerol 0,002 0,002 ke
Acido acético 0,000 =+ 0,000 kg
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C0, 0,176+ 0.057 ke

Outros 0,216 £ 0,117 kg
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5 CONCLUSOES

A levedura S. passalidarum foi imobilizada em alginato de calcio para sua aplicagdo
nas fermentagdes com concentracao de AR elevada e moderada. O método de imobilizagao por
envolvimento em alginato de cdlcio apresentou facil execucdo, bom custo-beneficio e
viabilidade para utilizacdo em células da levedura estudada, gerando uma resposta inédita ja
que nao sao descritos estudos de imobilizagdo para S. passalidarum na literatura.

O ensaio em ARE provou a possibilidade de utilizagdo de células da levedura
imobilizadas para obtengdo de bioetanol, entretanto a porcentagem de AR consumido foi baixa,
alcangando apenas 70,01 + 2,10 % na melhor batelada (B1). Um aumento da concentracao de
células livres foi observado, demonstrando a perda de células do suporte para o meio de
fermentacao.

A comparagao do sistema de células imobilizadas com o sistema de células livres foi
possivel para a concentracdo moderada de AR. O Ypss foi similar para ambos os ensaios
chegando a cerca de 0,30 e 0,33 g.g™! para células imobilizadas e livres, respectivamente. A Qp
foi mais elevada para células livres (1,16 g.g.”'.L!) do que pra células imobilizadas (0,81
g.g. 'L, Na comparagdo foi possivel observar que a transferéncia de massa foi fator
determinante para a piora dos parametros de fermentagdo e tornou-se notorio a necessidade de
uma ambiente com oxigénio para a metabolizacdo eficiente da xilose por S. passalidarum,
sendo essa uma levedura Crabtree negativa.

Quando comparados os ensaios com células imobilizadas (ARM e ARE), trés dos
quatro parametros (Y’pss, AR residual, Qp € pxilose) analisados apresentaram resultados mais
positivos para ARM. O ensaio ARM alcangou valores maximos de Y’ps de 0,27 = 0,02 g.g”!,
de pxilose de 0,14 + 0,01 g.g’".h"!, ambos valores maiores ou iguais aos obtidos em ARE. Para
AR residual, ARM alcangou valor méaximo de 29,54 + 1,77 g.L!, contra 69,22 + 8,61 gL’
alcangados em ARE. O tnico pardmetro na qual os valores foram melhores para ARE foi a Q,
no qual o maior valor foi de 0,93 = 0,04 g.L"'.h!. Assim, a concentragio moderada de substrato
se mostrou mais promissora para producdo de bioetanol por células imobilizadas de S.
passalidarum, entretanto o sistema ainda ndo foi tdo satisfatorio quando comparado ao sistema
com células livres.

A andlise morfoldgica das esferas de alginato de calcio foi possivel através de MEV,
que possibilitou a visualizacdo das células imobilizadas na sua superficie e em seu interior. O
desgaste das esferas ao longo das bateladas foi perceptivel e houve aumento da porosidade do

suporte. O aumento da concentragdo de células livres foi observado com o aumento da
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porosidade, portanto uma alternativa poderia ser a modifica¢ao do suporte de alginato de célcio
com o recobrimento de outra substancia ou a troca do suporte por outro que promova a melhora
da transferéncia de massa.

O balango de massa foi realizado para os ensaios com cé€lulas livres e imobilizada em
concentragdo moderada de AR. O balango para células imobilizadas nio foi encontrado em
estudos da literatura sendo uma inovagao deste trabalho. Com os balangos ficou claro o aumento
da concentracdo de acticares residuais ao final de cada batelada, sendo esta cerca de 10 vezes
maior para as células imobilizadas.

A utilizagdo de S. passalidarum imobilizada para produ¢do de E2G ¢é promissora,
entretanto ¢ necessario estudo mais aprofundado da difusdo de massa através das esferas de
alginato de cdlcio, a fim de garantir a difusdo ideal de substrato e O para favorecer o
metabolismo da levedura, o que seria o principal problema encontrado. E interessante a busca
por novos suportes que garantam as condi¢des de fermentagdo, principalmente a concentragao
de O, extremamente necessaria para o consumo de xilose pela levedura. Outra alternativa para
esta questdo ¢ a utilizagdo de outras técnicas de imobilizagdo. A imobilizagdo na superficie do
suporte, seja por adsorcao, ligagdes covalentes ou ligagdes eletrostaticas, tem potencial para
facilitar a transferéncia de massa entre as células e o meio enquanto possibilitam o reciclo das
mesmas. Um possibilidade de suporte ¢ o bagaco de cana-de-actcar, na qual a técnica de
imobilizacao utilizada € a adsor¢do, que facilitaria a transferéncia de massa, e, além disso ele ¢
a principal matéria-prima do processo de producio de E2G. E extremamente importante compor
um sistema para a realizacdo da fermentagdo que promova a adequada transferéncia de Oz e
que contorne a questdo inibitéria do substrato, como um sistema em batelada alimentada ou
continuo em leito fluidizado que permita a utilizacdo de concentragdes elevadas de substrato
sem inibir a levedura. Também, poder-se-ia testar a regeneragdo dos suportes ou substitui¢do
parcial para melhorar o desempenho da levedura e aumentar a produtividade e evitar a saturagao
do suporte.

Além das questdes ja citadas, outra sugestdo para trabalhos futuros € a aplicagdo das
esferas de alginato em meio com hidrolisado celuldsico, que seria interessante para comparagao
do comportamento das células (imobilizadas e livres) em um sistema menos ideal, na qual
existem inibidores que comprometem o desempenho das células livres. O meio sintético
utilizado neste trabalho, ndo proporciona nenhuma dificuldade de crescimento celular e
producdo de etanol para as células livres, enquanto o metabolismo das células imobilizadas,

quando comparado ao das células imobilizadas, acaba sendo comprometido devido a
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dificuldade da transferéncia de massa imposta pelo suporte. Um meio contendo inibidores
promove um ambiente ndo ideal tanto para células imobilizadas quanto para livres, € nesse caso
¢ possivel que o suporte, por mais que ainda limite a transferéncia de massa, proteja as células
do inibidores existentes no hidrolisado hemicelul6sico e promova melhores resultados que as

células livres.
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ANEXOS

ANEXO 1 - CURVA-PADRAO DE S. passalidarum
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