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RESUMO

A acerola ¢ uma fonte muito rica de diversos compostos bioativos e agucares. O bagaco de
acerola € uma importante biomassa devido ao seu conteudo de carboidratos e 6timo potencial
para producao de produtos de alto valor agregado. O Brasil possui dominio de sua exportagdo
e faz o seu beneficiamento de forma industrial. De cerca de 70.000 toneladas de acerola
produzidas, 30% deste volume ¢ bagaco, descartado pela industria de sucos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial fermentativo da levedura recombinante S. cerevisiae MP-C5H1,
capaz de consumir a xilose, utilizando o hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de acerola, rico
em pentoses provenientes da fracdo hemicelulosica, como meio de cultura. A fim de produzir
um hidrolizado hemicelulosico rico em agtcares (xilose, arabinose, glicose), para fermentacao,
uma hidrolise acida foi realizada com 0,5, 1,0 e 1,5% de H2SO4 diluido. O rendimento de
extragdo da xilose e arabinose, baseados na composicgao lignocelulésica do bagaco de acerola,
foram superestimados, o que pode estar relacionado com a presenca de arabinose de cadeias de
pectina, ndo previsto no protocolo de caracterizagdo. O hidrolisado hemicelulésico com
concentragdo de acido diluido de 1,5% H2SO4 foi escolhido para fermentagdo em biorreator,
em batelada devido aos bons resultados obtidos na extracdo dos agucares. As hidrolises
proporcionaram concentragdes de acticares de 8,9 g/L para xilose, 5,4 g/L para arabinose, 1,3
g/L para glicose e 3,9 g/L para celobiose. Para realizacdo da fermentacdo, o hidrolisado foi
preparado e concentrado aproximadamente 5 vezes, seguido de uma hidrolise enzimadtica,
atingindo as seguintes concentragdes: 29,3 g/L. de xilose, 23 g/L de arabinose, 12,4 g/L de
glicose e 6,1 g/L de celobiose. Considerando a alta concentracdo de arabinose encontrada no
hidrolisado, fez-se uma fermentacao prévia com diferentes concentragdes totais de agucar em
meios sintéticos, sendo o meio A (100 g/L — (40 g/L de xilose, 27 arabinose e 23 glicose)) e
meio B (204 g/L (80 g/L de xilose, 54 arabinose e 46 glicose) para avaliar a interferéncia da
alta concentragao de arabinose no meio de cultura. Nos meios sintéticos fermentados em frascos
agitados, ndo houve interferéncia da alta concentracao de arabinose e nao houve seu consumo,
mas houve repressdo catabdlica pelo excesso de glicose no meio sintético B. No meio sintético
A, a xilose e a glicose foram 100% consumidas até 24 h e a produtividade volumétrica global
de etanol foi (1,97 g/L/h) e para xilitol (0,81 g/L/h). No meio sintético B, a glicose foi 100%
consumida nas primeiras 24 h, porém a xilose so6 foi esgotada apos 48 h. A produtividade
volumétrica global de etanol foi (1,90 g/L/h) e para xilitol (0,65 g/L/h). Na fermentagdo do
hidrolisado hemicelulésico, xilose e a glicose foram consumidas apenas 53% de 84,5% do seu
conteudo inicial, respectivamente, at¢ 9 h de processo e foi alcangado uma produtividade
volumétrica global de etanol de (1,07 g/L/h) e de (0,20 g/L/h) para xilitol. Nao houve consumo
da arabinose. Destaca-se que com os parametros cinéticos avaliados na fermentacdo com o
hidrolisado hemicelulésico de acerola nos indica perspectivas de utilizagdo como meio de
cultura e demostra potencial para a produgdo de produtos de alto valor agregado através da
fermentagdo como etanol, xilitol e arabinose.

Palavras-chave: Residuo de acerola; Pentoses; Fermentacao.



ABSTRACT

Acerola is a rich source of several bioactive compounds and sugars. Acerola bagasse is an
important biomass due to its carbohydrate content and great potential for production of high
value-added products. Brazil is in control of its exports and transformation from it industrially.
Of'the approximately 70,000 tons of acerola produced, 30% of this volume is bagasse, discarded
by the juice industry. The aim of this study was to evaluate the fermentative potential of the
recombinant yeast S. cerevisiee MP-C5H1, capable of consuming xylose, using the
hemicellulosic hydrolyzed of acerola bagasse, rich in pentoses from the hemicellulosic fraction,
as a culture medium. In order to produce hydrolyzed rich in sugars (xylose, arabinose, glucose)
for fermentation, tests with diluted acid hydrolysis were performed with 0.5, 1.0 and 1.5%
(H2S04). The extraction yield of xylose and arabinose, based on the lignocellulosic composition
of the acerola bagasse, was overestimated, which may be related to the presence of arabinose
from the structure of pectin, not foreseen in the chemical characterization protocol. The
hydrolyzed with a diluted acid concentration of 1.5% H>SO4 was chosen for fermentation in a
bioreactor, in a single batch, due to the good results obtained in obtaining the sugars. The
hydrolysis achieved sugar concentrations of 8.9 g/L for xylose, 5.4 g/L for arabinose, 1.3 g/L
for glucose, and 3.9 g/L. for cellobiose. To complete the fermentation, the hydrolyzed was
prepared and concentrated approximately 5 times, followed by enzymatic hydrolysis, reaching
the following concentrations: 29.3 g/L of xylose, 23 g/L of arabinose, 12.4 g/L of glucose and
6.1 g/L cellobiose. Considering a high concentration of arabinose found in the hydrolyzed, a
previous fermentation was carried out with different total sugar concentrations in synthetic
media, with medium A (100 g/L - (40 g/L of xylose, 27 arabinose, and 23 glucose) ) and medium
B (204 g/L (80 g/L of xylose, 54 arabinose, and 46 glucose) to evaluate the interference of the
high concentration of arabinose in the culture medium. In the synthetic media fermented in
agitated flasks, there was no interference with the high concentration of arabinose and there
was no consumption, but there was catabolic repression by excess glucose in synthetic medium
B. In synthetic medium A, xylose and glucose were 100% consumed within 24 h and the global
volumetric productivity of ethanol was (1.97 g/ L/h) and xylitol (0.81 g/L/h). In synthetic
medium B, glucose was 100% consumed in the first 24 h, but xylose was only depleted after
48 h. The global volumetric productivity of ethanol was (1.90 g/L/h) and xylitol (0.65 g/L/h).
In the hydrolyzed fermentation, xylose and glucose were consumed only 53% of 84.5% of its
initial content, respectively, up to 9 h of process, and a global ethanol volumetric productivity
of (1.07 g/L/h) and (0.20 g/L/h) was achieved for xylitol. There was no consumption of
arabinose. It is noteworthy that the kinetic parameters evaluated in fermentation with acerola
hydrolyzed, indicate perspectives for use as a culture medium and demonstrate the potential to
produce high-value-added products through fermentation such as ethanol, xylitol, and
arabinose.

Keywords: Acerola Residue; Pentoses; Fermentation.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata DC.) € considerada uma superfruta, contendo altos
teores de acido ascorbico e diversos compostos bioativos de interesse farmacéutico como
carotenoides, antocianinas e flavonoides. Além da industria farmacéutica, a acerola vem sendo
aproveitada por diversas industrias multinacionais de todo o mundo para producdao de
suplementos alimentares (POLETTO et al., 2021; PRAKASH; BASKARAN, 2018). Entre os
residuos de acerola gerados a partir da industria de sucos, o que mais chamam atencdo sdo o
bagacgo, proveniente da etapa de prensagem e a borra, proveniente da etapa de clarifica¢do
(ALVES, 2021; BORGES et al., 2021).

A estrutura do bagaco de acerola, bem como dos demais biomassas lignocelulosicas, ¢
composta majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina (RASHID et al., 2021). Assim
como as demais biomassas lignoceluldsicas, a estrutura hemicelulosica ¢ constituida por
cadeias de polissacarideos como as xilanas, que possuem em sua estrutura a xilose e as
arabinoxilanas que possuem a arabinose. Além da fragdo hemiceluldsica, também se destaca a
fracdo péctica para as frutas, com as cadeias de arabinogalactanas, compostas de agucares como
arabinose ¢ galactose (ANTONISAMY et al., 2023; SEYFRIED et al., 2016). Porém, estes
acucares ndo estdo prontamente disponiveis para serem utilizados, ¢ necessario descontruir
estas cadeias de polissacarideos através de pré-tratamentos da biomassa, como o tratamento de
hidrolise termoquimica para obteng¢do de hidrolisados hemiceluldsicos ricos em pentoses e
hexoses (BRETHAUER; STUDER, 2015).

A xilose ¢ um agucar encontrado em abundancia na estrutura das biomassas
lignoceluldsicas, porém, dentre os agticares pouco encontrados na natureza, ou se encontrados,
em pequenas quantidades, a arabinose chama atencao por ser um agucar sem valor caldrico que
possui um potencial a ser utilizado como adocante (AHMED et al., 2022). A arabinose ¢ o
actcar mais valorizado no mercado mundial. Por causa de seus efeitos benéficos a satde, a
demanda pela industria farmacéutica e alimenticia estd em crescimento e atualmente a arabinose
tem um custo de aproximadamente 59 dolares ao quilograma, e em 2010, chegou a ser
comercializada a 70 dolares ao quilograma (CHENG et al., 2011; SGANZERLA et al., 2021).

O conceito de biorrefinarias e a utilizacao de biomassas lignoceluldsicas para a obtengao
de biocombustiveis, bioenergia e bioprodutos de alto valor, com interesse de superar o uso de
produtos derivados de combustiveis fosseis ou produzir produtos de fontes renovaveis, como
os biocombustiveis (CHERUBINI et al., 2009). Este fato atribuido a origem do residuo de

acerola e a caracteristica de seus constituintes, as pentoses xilose e arabinose. A xilose vem
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sendo amplamente explorada como o aglicar foco da industria de etanol de segunda geracao,
sendo o seu consumo como fonte de carbono a ser transformado em etanol, o alvo para a maioria
das modificagdes genéticas em leveduras.

O desafio da utilizagcdo dos hidrolisados hemicelul6sicos em processos fermentativos ¢
constante, pois possuem uma matriz complexa e podem carregar inibidores de enzimas e
leveduras, oriundos da hidrdlise no pré-tratamento (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2019;
PEREIRA et al., 2021). A eficiéncia da levedura escolhida para este processo ¢ importante,
visando o custo efetivo do processo e a total conversao da xilose em produtos valorizados (LIU;
HUANG; GENG, 2018). A Saccharomyces cerevisiae ¢ o hospedeiro mais comum para
importantes modificagdes genéticas para consumo e fermentagdo a partir de pentoses como a
xilose, sendo considerada uma levedura robusta e resistente a compostos inibidores (LIMA et
al., 2019). Produtos de altos valores podem ser obtidos através de fermentagdes de hidrolisados
hemiceluldsicos, como biocombustivel etanol, o xilitol e a arabinose como adogantes.

Neste contexto, o presente trabalho teve o interesse de estudar a extragdo de pentoses a
partir do hidrolisado hemiceluldsico do residuo de bagago de acerola e avaliar o potencial de
sua utilizagdo como meio de cultura para fermentacao e obtencdo de produtos de alto valor

agregado utilizando a levedura S. cerevisiae recombinante.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o potencial fermentativo da levedura S.
cerevisiae recombinante usando um hidrolisado hemiceluldsico rico em pentoses (xilose e

arabinose) obtido sob condi¢des de hidrolise acida do bagaco de acerola.

1.1.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de acido sulfurico diluido na extragao
dos agucares da cadeia hemicelulosica do bagaco de acerola.

B) Avaliar a cinética de fermentacdo de um meio sintético (xilose, arabinose e glicose)
com duas diferentes concentragdes iniciais de aglicares e se a presenca da arabinose
tem algum efeito inibitorio sobre a levedura.

C) Avaliar a cinética de fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico obtido do bagaco

de acerola em biorreator.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 RESIDUO DE ACEROLA

A acerola (Malpighia emarginata DC.) ¢ considerada uma das frutas mais ricas em
diversos compostos de interesse farmacéutico, e felizmente o Brasil foi um dos primeiros paises
a iniciar o seu aproveitamento de forma industrial, possuindo o dominio da exportacao.
Entretanto um fator muito importante € seu estagio de maturagao, sendo a acerola verde o seu
mais alto estdgio de aproveitamento de compostos bioativos (BELWAL et al., 2018;
PRAKASH; BASKARAN, 2018). Contendo altos teores de acido ascorbico (1500 - 4500
mg/100g), carotenoides, fitonutrientes como flavonoides e antocianinas, a acerola ja foi
classificada como uma superfruta e ja vem sendo utilizada por industrias multinacionais de todo
mundo na producdo de suplementos alimentares e nutracéuticos (POLETTO et al., 2021;
PRAKASH; BASKARAN, 2018).

O Brasil produz cerca de 70.000 toneladas de acerola por ano e 40% deste volume ¢
transformado em residuos, sendo 30% cascas e sementes e 10% restos de polpa de etapas de
clarificagdo de sucos (IBGE, 2017; POLETTO et al., 2021). Baseado nos processos tradicionais
de producao de suco de acerola, dois principais residuos sdo formados, o bagago e a borra. O
bagaco ¢ proveniente da etapa de prensagem da fruta e constitui cerca de 20 a 30% do seu peso,
e tem um papel importante devido a seu maior volume em relacdo aos outros tipos de residuo.
A partir do bagaco ja foram extraidos agtcares, compostos fenolicos totais entre outros (Figura
1). A borra, ¢ o residuo proveniente da etapa de decantacdo do suco e apresenta contetido de
compostos fendlicos totais, acido ascorbico, entre outros (Figura 1) (ALVES, 2021; BORGES
et al., 2021; SANCHO et al., 2015).
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Figura 1 - Esquema geral da producdo industrial de suco de acerola e os principais residuos gerados (bagago e
borra).

' Lavagem [ Prensauem‘ Decanlac;éol Suco
O[] ""*M*ﬁ*-.*m

2 Residuo

AA: 1.500-4.500 mg/100 g AA: Nd AA: 158.2 mg/ g extrato
Catequina: 3.8 mg/g CFT: 106,8 mg/g extrato CFT: 203 mg/g extrato
Fibra dietética total: 1.1g/100 g DPPH: 38.17 EC50 pg/mL Catequina 2208 pg/ g

Bagaco: residuos da etapa da prensagem constituido de sementes e cascas; Borra: residuo da etapa da decantagdo
constituido de restos de polpa; AA: Acido Ascorbico; CET: compostos fendlicos totais; DPPH: 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil. Dados: (POLETTO et al., 2021; USDA, 2019).

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.1.1 Composic¢ao lignocelulésica do bagago de acerola

Os residuos, como as cascas e sementes desta superfruta vem sendo explorados como
matéria prima para outras aplicacdes com beneficios a saide (CHANG; ALASALVAR;
SHAHIDI, 2019). Estudos vém sendo desenvolvidos na caracterizagdo nio s6 de compostos
bioativos, mas também no aproveitamento de outras fragdes da acerola, como as fibras. Valores
médios de celulose, hemicelulose e lignina estdo descritos na Tabela 1, além de outros
componentes, sendo a varia¢ao dos resultados atribuida a diferentes métodos de caracterizagao
aplicados. Além das fibras, destaca-se o potencial aproveitamento de agucares, como a
arabinose, a qual ja foi quantificada em diferentes estudos com contetido de 6,58 g/100g de

residuo Sabino et al., (2020) e 3,96 g/L de arabinose no bagago de acerola em Alves (2021).
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Tabela 1 - Faixas de valores médios de composicao fisico-quimica de residuo de acerola (sementes, cascas e
polpa).

Composto (%)
Cinzas 04-24
Extrativos 14,5-149
Lignina 20,1 - 28,4
Holocelulose* 44,0 - 44,3
Celulose 24,7 - 43,8
Hemicelulose 17,2 - 19,3
Lipideos n.d.
Fibras Totais 83,5 - 28,6
Proteina bruta 8,5-11,5

*Holocelulose= acelulose + hemicelulose; n.d. — ndo determinado
Fonte: Adaptado de (CAETANO et al., 2011; CARMO; NAZARENO; RUFINO, 2018; MARQUES et
al., 2016; SILVA; DUARTE; BARROZO, 2016)

2.2 DEFINICAO DE MATERIA-PRIMA LIGNOCELULOSICA

A lignocelulose ¢ um material complexo que constroi a espinha dorsal estrutural de
todas as paredes celulares das plantas e € composto principalmente de celulose, hemicelulose e
lignina. A celulose ¢ um polimero de glicose, ligadas por ligagdes B-1-4 glicosidicas. A lignina
¢ um polimero reticulado anamorfico das trés unidades de fenilpropano sp-cumaril, dlcool de
coniferas e sinapilico. A hemicelulose ¢ um heteropolimero de agucares C5; xilose, arabinose,
acucares C6; manose, glicose, galactose e acidos uronicos. Geralmente a classificagdo da
hemicelulose ¢ feita através do monossacarideo mais presente, sendo denominadas de xilanas,
arabinoxilanas ou arabinogalactanas, por exemplo (BRETHAUER; STUDER, 2015;
SEYFRIED et al., 2016).

A acerola ¢ descrita como uma planta dicotiledonea e esta caracteristica taxondmica,
indica diferentes formas de armazenamento de polissacarideos nas sementes (EMBRAPA,
1996). Segundo Antonisamy et al. (2023), o endosperma de cotilédones de dicotiledoneas tem
como principal fontes de reservas de armazenamento, as arabinogalactana e xiloglucanos e nas
cascas, a maior fonte de armazenamento de carboidratos provém da celulose e pectina.

Polissacarideos constituidos por arabinose e ou galactose sdo associados a
polissacarideos pécticos, incluindo estruturas de polissacarideos do tipo arabinanas, galactanas
e arabinogalactanas. As arabinogalactanas geralmente sdo classificadas em arabino-4-
galactanas (Tipo I ou AG-I) e arabino-3, 6-galactanas (Tipo II ou AG-II). As estruturas do tipo
arabinanas, AG-I e AG-II s3o frequentemente encontradas ligadas as pectinas

ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I), conforme mostra a Figura 2 (SEYFRIED et al., 2016).
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No trabalho de Alves (2021) foi realizado a caracterizagdo quimica do bagaco de
acerola, encontrando cerca de 5,5 g/100 g de arabinose quando a etapa de remogao de extrativos
nao foi aplicada. Realizando a mesma andlise com remogao dos extrativos, o conteudo reduziu
para 1,6 g/100 g. Isso indica que a arabinose foi removida nos extrativos durante a etapa de
extragdo com agua, comportamento esse que ocorre geralmente com as cadeias de pectinas
ainda presentes no bagaco de acerola. O mesmo ocorreu com Sabino et al. (2020), que
quantificou arabinose do bagaco de acerola removendo-a com agua, e também citou sua

natureza péctica a partir das arabinogalactanas.



Figura 2 - Estruturas de pectinas e de polissacarideos contendo arabinose e ou galactose.

1 RG-I1 1L HG 11 Api/Xilogalacturonana RG-1 1
I " LU " 1
\ (N
L 3
Ty {
A 1 vy s §
o B . 4
pqg ¢ ’ > (5
NIRRT N G b o S S Y
N 1 . \
AR A C N 4 » {310
- f s 4 !
., D Y 42y §
7 v : -
. o >
P SH ke 4 9
T
SRR
B-D-GlcpA B-D-XylpA
p-L-Araf

a-L-Rhap B-L-Rhap
i o " *
A 7 =2k

O-Metil (metil esterificado)
na carboxila (C-6)

0
@ —(i— —3 w—:_{o

Ligacio glicosidica

7

a-L-Fucp

\=CS

f-D-Apif

O-Acetil na posicdo C-3
(0-3) e/ou C-2 (0-2)

cict,

@ Atomo de oxigénio presente nos anéis (furanosidicos e

piranosidicos)

2-0-Me-a-D-Xylp

7

[N

B-L-AcepA

0

f-D-Dhap

Lt el

o

f

Kdop

HG:homogalacturonana; RG-I: ramnogalacturonana tipo I; RG-II: ramnogalacturonana tipo II; A
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Fonte: (SEYFRIED et al., 2016).
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2.3 METODOLOGIAS PARA ACESSAR AS CADEIAS DE
POLISSACARIDEOS DE BIOMASSAS LIGNOCELULOCICAS

Quando se trata dos polissacarideos, sabe-se que eles ndo estdo disponiveis em sua
forma natural. E preciso realizar um bom pré-tratamento na biomassa escolhida, para que seja
possivel extrair a maior quantidade de acticares possiveis (KUMAR et al., 2020). Comumente,
0s pré-tratamentos t€ém como objetivo romper a parede celular e melhorar o acesso aos agtcares.
Os acidos tém o comportamento de liberar agucares monoméricos com a reducao do pH. Os
tratamentos alcalinos, geralmente desacetilam ligagdes éster de carboidratos-lignina, levando a
uma extracdo parcial da lignina. Estes pré-tratamentos facilitam o acesso de enzimas em uma
posterior hidrolise enzimatica (BRETHAUER; STUDER, 2015).

Os pré-tratamentos comumente mais realizados sdo os mecanicos, quimicos, quimico-
mecanicos e os bioldgicos (KUMAR et al., 2020). O trabalho de Khaire; Moholkar; Goyal
(2021) cita alguns tratamentos utilizados como a auto hidrélise utilizando diéxido de carbono
supercritico, tratamentos alcalinos, tratamentos acidos, tratamentos apenas com agua e
tratamentos fisicos como os de explosdo a vapor ou aquecimento por micro-ondas. Dentro
destas grandes areas de divisdo, observa-se diversos tipos de pré-tratamentos, como os citados
por Bedd et al. (2019), os métodos termoquimicos, utilizando a temperatura e reagentes
quimicos como os acidos fracos ou diluidos, geralmente resultando em um hidrolisado rico em
xilose e arabinose.

Em uma ideia geral, os métodos de pré-tratamentos visam extrair altos rendimentos de
acucar, porém minimizando a degrada¢ao dos mesmos, o que pode gerar novos compostos com
efeitos inibitorios em processos biologicos como a fermentacdo. Os inibidores podem ser
divididos em trés grandes grupos, os acidos organicos de cadeia curta e aldeidos, aldeidos
derivados de agucar e compostos aromaticos (BRETHAUER; STUDER, 2015; SJULANDER;
KIKAS, 2020).

2.3.1 Hidrolise acida

Viarios acidos ja foram estudados nos tratamentos de biomassas lignocelulosicas,
dentre eles os acidos fracos, acidos fortes, acidos diluidos, acidos organicos € minerais. Dos
acidos minerais, os mais comumente utilizados sdo o acido sulfurico, acido cloridrico e acido
fosforico (SUN et al., 2016). O tratamento com 4cidos diluidos ¢ um dos pré-tratamentos mais

promissores, direcionado diretamente a despolimerizagdo da hemicelulose. Ocorre também
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certa alteragdo na lignina tornando-a mais condensada e a celulose fica mais acessivel com
algumas transformagdes de descristalinizagdao, modificacao nas microfibras e entdo a formagao
de monossacarideos (DU PASQUIER; PAES; PERRE, 2023).

Os procedimentos realizados com acidos diluidos podem levar a formacdo de
monossacarideos, oligossacarideos € compostos de degradagdo. Dentre os oligossacarideos
podemos observar os mais comuns para biomassas lignoceluldsicas, os xilo-oligossacarideos
que sdo derivados das xilanas da hemicelulose e os celo-oligossacarideos da celulose. Estas
macromoléculas sao emergentes e tem sido estudada como prebidticos (VALLADARES-
DIESTRA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2022).

A utilizacdo dos acUcares a partir das hidrolises da biomassa podem ser utilizadas para
produgdo de produtos de alto valor agregado através da hidrolise separada da fermentacgao
(SHF) (separate hydrolysis and fermentation) (KHAIRE; MOHOLKAR; GOYAL, 2021). A
SHF pode ser realizada a partir de hidrolise enzimética e fermentacdo ou hidrolise
termoquimica e em seguida hidrélise enzimatica e fermentacdo. A utilizagdo deste método pode
ser empregada para produgao de etanol de segunda geracao e outros produtos como o xilitol
(BEDO et al., 2019).

Com o objetivo de extrair a pectina e produzir xilo-oligossacarideos das cascas de
cacau, Valladares-Diestra et al. (2022) utilizaram o tratamento com acido citrico em diferentes
concentragdes e em diferentes temperaturas, em reator com agitacdo mecanica. O sélido filtrado
foi utilizado para uma posterior hidrolise enzimatica. O maior rendimento de extragdo de
pectina foi 20,31% com tratamento usando 2,07 % de 4cido citrico a 120 °C por 10 min. Para a
recuperagdo de XOS, os maiores valores foram encontrados em temperaturas acima de 170 °C,
de 31,5 a 64,7 mg/g de cascas de cacau, e os arabino-oligossacarideos apenas em temperaturas
acima de 170 °C, cerca de 11 mg/g.

Para a producao de etanol, Saleem et al. (2022) realizou uma hidrdlise 4cida em cascas
de roma e em seguida fermentacdo alcodlica. O 4cido utilizado foi o acido sulfurico diluido em
uma razao de 1:10 e incubado em Shaker de agitacdo, com diferentes concentragdes de acido e
tempo. Os melhores resultados foram através da concentragdo de 3% de acido sulftrico, 75 °C
por 19,7 min, onde 150 g/L de carboidratos totais foi alcancado. Destaca-se que nesta
concentragdo a caracterizagao quimica do material pré-tratado indicou a menor porcentagem de
hemicelulose resultante (14%), a partir de 29% de hemicelulose do material ndo tratado, ou

seja, 0 maior percentual de extragao.
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2.3.2 Hidrolise enzimatica

Os hidrolisados hemiceluldsicos obtidos dos pré-tratamentos de biomassas podem ter
quantidades consideraveis de oligossacarideos, os quais nem sempre sdao utilizados como
substratos por diversos microrganismos. Por este motivo, a hidrélise enzimatica do hidrolisado
pode ser necessaria para aumentar o rendimento dos produtos de fermentagdo quando o
hidrolisado hemicelulosico for utilizado com esse objetivo (VALLADARES-DIESTRA et al.,
2022).

Viérios parametros precisam ser controlados quando se realiza a hidrélise enzimatica,
como o tipo de substrato, o tempo do pré-tratamento, pH e temperatura, porém tém-se vantagens
de custo-beneficio e menos agressividade ao meio ambiente. O consorcio entre 0s
microrganismos € entre as enzimas vem sendo utilizado como um fator importante de
rendimento de hidroélise devido a complexidade das biomassas lignocelulésicas (WONGFAED
et al., 2023).

A hidrélise enzimdtica consiste na utilizagdo de enzimas para quebrar ligagdes de
cadeias grandes em agucares. A transformac¢do enzimatica consegue despolimerizar a celulose,
a hemicelulose produzindo hexoses, pentoses e novas técnicas estdo sendo aplicadas na
degradagdo da lignina, para producdo compostos fendlicos de alto valor agregado (MENEZES
et al., 2023). Explorando as rotas de cinética de despolimerizacdo, um fato conhecido ¢ a
presenga de inibidores inevitaveis durante a desconstrucdo da biomasssa. Taxas de
despolimerizagdao sdo bastante afetadas pela presenca de lignina insoluvel, pelo coquetel de
enzimas escolhido, a razdo entre substrato e enzima, e sua afinidade. Outra possivel inibi¢ao
pode ocorrer pelos proprios agucares produzidos, principalmente a glicose e a xilose (BAKSI
et al., 2023).

Para a desconstru¢do das células da parede celular de plantas em geral, geralmente
emprega-se as enzimas celulases e hemicelulases. Geralmente as enzimas sdo empregadas
como misturas ou coquetéis que normalmente atingem sitios ativos diferentes e/ou sdo
sinérgicas entre si. Dentre as celulases podem ser empregadas enzimas como endo-exo
glucanases e B-glicosidases capazes de fracionar celo-oligossacarideos e celobiose. Outras
enzimas empregadas sdo as pectinases e laccases (BAKSI et al.,, 2023; BRETHAUER;
STUDER, 2015).

Algumas enzimas mais especificas produzidas foram citadas no trabalho de Kurakake
et al. (2011), onde foi estudado a obtengdo de L-arabinose através do crescimento em meio de

cultura com a bactéria Arthrobacter aurescens MKS5 usando arabinoxilanas extraidas de cascas
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de milho como substrato. Este microrganismo foi capaz de produzir enzimas como as
arabinofuranohydrolase e arabinofuranosidase, hidrolisando a arabinoxilana e liberando
somente L-arabinose. Este trabalho também apresentou a utilizacdo de B-xilosidase e [3-

xilanases que ndo tiveram um bom efeito nas arabinoxilanas.
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2.4 FERMENTACAO DE HIDROLISADO HEMICELULOSICO

A Saccharomyces cerevisiae ¢ o hospedeiro mais utilizado em todo mundo para
construir leveduras geneticamente modificadas para o consumo de xilose. Apesar de ser
naturalmente incapaz de captar e consumir xilose do meio de cultura, atualmente ferramentas
ohmicas estdo sendo utilizadas para dirigir modificagdes genéticas bem-sucedidas. A levedura
apresenta elevados titulos em etanol, tolerancia a altas concentragdes de etanol e a agucares, e
¢ considerada uma levedura robusta inclusive para competir contra inibidores ¢ contaminantes
em processos fermentativos (LIMA et al., 2019).

O objetivo da Engenharia Metabolica € usar ferramentas genéticas para modificar as
rotas metabolicas, para a produgdo de produtos especificos como os aminoacidos e para a
utilizacao ou degradacao de substratos alternativos como as pentoses da hemicelulose de plantas
(LIU, 2013). O foco das modificagdes genéticas da S. cerevisiae para consumo de pentoses
como a xilose e arabinose, estd na industria de etanol de segunda geracdo para aproveitamento
da conversao de hexoses e pentoses liberadas em pré-tratamentos e hidrolises enzimaticas de
materiais lignocelulosicos (LIMA et al., 2019).

Em estudo recente, descreve-se que ainda hd muitas melhorias e estudos a serem
realizados em cepas de S. cerevisiae modificadas por engenharia genética para o consumo de
xilose. Por exemplo, a utilizacdo da xilose continua lenta em relacao a da glicose pela levedura,
que afeta a velocidade de formacao do produto, e consequentemente a produtividade de etanol
(NARAYANAN; SANDSTROM; GORWA-GRAUSLUND, 2023).

Apesar de alguns fungos e leveduras serem capazes de utilizar a arabinose como fonte
de carbono e de energia, ndo sdo capazes de utiliza-la para fermentagdo. Algumas cepas de
leveduras S. cerevisiae ja foram modificadas geneticamente para conseguir metabolizar a
arabinose, sempre com o intuito de melhorar a producao de etanol através da conversao de todos
0s agucares presentes na biomassa utilizadas como matéria-prima de fermentagdes (OEHLING
et al., 2018; WISSELINK et al., 2007).

Tendo em vista que a arabinose ¢ um agucar de alto valor agregado em todo mundo
pelas tendéncias de utilizagdo na industria farmacéutica e alimenticia. A produgao comercial da
arabinose consiste basicamente em varios métodos rebuscados como cromatografias de
separag¢do, colunas de troca idnica e utilizagdo de enzimas especificas (endo- e exo-arabinases),
os quais elevam muito os custos. O valor de custo por quilograma de arabinose, em 2010 chegou
a ser mais de 70 dodlares ao quilo. Por este motivo, alguns trabalhos ja comegaram a explorar a

pesquisa da biopurificacdo da arabinose através de processos biotecnoldgicos como a
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fermentagdo, com intuito de ser um processo mais simples e aproveitar os residuos de industrias

como a de cana de agucar, de espigas de milho entre outros (CHENG et al., 2011).

2.4.1 Arabinose presente no hidrolisado hemicelulosico

A arabinose ¢ um agucar importante que constitui o residuo de acerola. A levedura usada
neste trabalho nao tem a capacidade de utilizar este agticar como substrato € como previsto ndo
foi consumida em nenhuma das fermentacdes, em meio sintético ou no hidrolisado
hemicelulosico. No final da fermentagao, além da arabinose, ha a presenga de outros compostos
como o etanol, xilitol e glicerol. Além disso, apresenta agucares residuais quando o hidrolisado
hemiceluldsico foi usado como meio de cultivo. Devido a presenca desses compostos a
separacao da arabinose pode ser onerosa. A arabinose possui um papel importante na area da
saude e vem sendo estudada como ingrediente funcional de alimentos e na area farmacéutica
(POL; PUHLMANN; MARS, 2022). Como se torna um agucar residual em fermentagdes nas
quais a levedura ndo ¢ capaz de consumi-la, como no caso deste trabalho, uma das opg¢des seria
sua separacao do hidrolisado hemiceluldsico e aproveitamento.

Alguns trabalhos publicados ja apresentaram resultados para a purificacdo da L-
arabinose através do uso de leveduras. No trabalho de Park et al. (2001), foi utilizado a levedura
Williopsis saturnus var. saturnus para efetivo consumo de D-xilose da arabinoxilana extraida
de fibras de milho, em um tempo de 72 h, restando apenas a L-arabinose no meio. A arabinose
foi separada das células por centrifugacdo, seguida de descolorizagdo com carvao ativado e
purificacdo por passagem em coluna de resinas de troca catidnica e anidnica. Ap0s estas etapas,
a solucdo foi concentrada por evaporagdo e submetida a cristalizagdo para obtencdo de
pequenos cristais de L-arabinose com a utilizagdo de uma solucdo de etanol e temperatura
controlada. No processo foi obtido 21,9 g de L-arabinose, com uma perda de 7 g.

Outro trabalho utilizando a biopurificagdo da arabinose através de leveduras foi feito
por Cheng et al. (2011). Apds uma sele¢ao de 30 cepas de diversas leveduras, Pichia anomala
Y161 foi selecionada como fermentadora de xilose e ndo fermentadora de arabinose em um
meio de cultura sintético. A partir de 8 L de fermentagdo rico em xilose, um rendimento de
103,1 g de arabinose foram recuperados e 45 g perdidos no processo, ¢ utilizou etapas
semelhantes a Park et al. (2001), com carvao ativado, filtragdo, coluna de resinas de troca idnica,
temperatura e solugdo de etanol para obter a purificagdo dos menores cristais.

No trabalho de Bed¢ et al. (2019) foi utilizado o farelo de trigo como matéria prima.

Apos hidrdlise acida utilizando 4cido sulftrico, foi obtido um hidrolisado hemiceluldsico rico
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em xilose e arabinose. Este hidrolisado hemicelulosico foi fermentado com a levedura Ogataea
zsoltii com objetivo de produzir xilitol e purificar a arabinose no mesmo experimento somente
pela fermentacgao. A levedura consumiu todos os agticares e ndo houve producao de alcoois. Foi
alcangado uma pureza de até 93,8% de arabinose.

Assim como Fehér et al. (2015), que realizou a biopurificagdo da arabinose somente
com a fermentagao utilizando a levedura Candida boidinii em um hidrolisado hemicelulosico
de residuos industriais de fibras de milho hidrolisado com &cido sulfurico, alcangou 90% de
pureza, porém nao conseguindo realizar a etapa de cristalizagdo por ndo ter consumido o agticar

galactose.

2.4.2 Perspectivas e importancia da utilizagdo da arabinose

O contetido de agucares disponiveis nos alimentos tem ficado cada vez maior e
associado ao sedentarismo se torna um problema, pois, as pessoas consomem mais carboidratos,
proteinas e gorduras e se exercitam cada vez menos. Substincias alternativas ao agucar
convencional vém sendo estudadas nas ultimas décadas, sendo sintéticas ou naturais, mas que
devem ter um gosto semelhante a sacarose. Outros aspectos que devem possuir sao as
propriedades ndo toxicas, ndo cancerigenas ¢ sem efeitos na glicose sanguinea ou insulina
(BELTRAMI; DORING; LINDNER, 2018).

Existe cerca de 40 tipos de agucares raros descritos na literatura, classificados desta
forma por estarem presentes em pequenas quantidades em frutas, vegetais, graos e mel. Alguns
efeitos benéficos a saude estao sendo estudados através destes acgticares, incluindo a arabinose.
A arabinose (L-arabinose), ¢ um agucar sem valor calérico, com um sabor muito similar a
sacarose, possuindo apenas metade da dogura da sacarose e vem sendo estudado como adogante
(AHMED et al., 2022)

A empresa Betawell® ja possui a aprovacio de geralmente reconhecido como seguro
(GRAS), para o ingrediente Betawell® Arabinose, proveniente da polpa de beterraba. O uso
proposto de Betawell® Arabinose ¢ como aditivo em alimentos e bebidas para populagio em
geral como fonte de carboidrato em substituigdo parcial da sacarose em 2 a 30%, ou como
substituicdo completa de outros sistemas edulcorantes como mistura de arabinose/sacarose com
uma composi¢ao de arabinose de 2-30% (FDA, 2018). Alguns estudos demonstram atividades
benéficas a saude pela arabinose, como observa-se na Tabela 8.

Baseado nas evidéncias benéficas a satide relacionadas ao consumo de arabinose ¢

valido destacar que estudos para avaliar a viabilidade econdmica da recuperacao da arabinose
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sdo validos para valorizagdo desse residuo. Além disso, conforme Sganzerla et al. (2021), a
arabinose ¢ um dos agucares de maior valor no mercado mundial, tendo um custo de 59

dolares/kg, seguido da galactose 21 dolares/kg.



Figura 2 - Atividades benéficas a saude pela utilizagdo de L-Arabinose.

Método

Teste

Melhores resultados

Referéncias

Eficacia da L-Arabinose
na Reduc¢ao das
Respostas Glicémicas e
Insulinémicas: O Efeito
Modificador do Amido e
da Gordura

L-arabinose e D-xilose:
pentoses doces que
podem reduzir as
respostas pés-prandiais
de glicose e insulina

Efeitos protetores da L-
arabinose na sindrome
metabolica induzida por
dieta rica em
carboidratos e gorduras
em ratos

Efeito protetor de
arabinose e polpa de
beterraba contra o
estresse oxidativo
induzido por alta glicose
em células LLC-PK1

Controle: 50 g de sacarose em agua - Gordura:
controle + 22 g 6leo - Amido: controle + 50 g de
amido; e todos os trés com ¢ sem a adigdo de 5 g
de L-arabinose.

No experimento A, foram testadas trés bebidas:
(1) L-arabinose, (2) D-xilose e (3) bebida
controle. No experimento B, foram testados dois
muffins: (1) L-arabinose e (2) muffin controle.
Todos 0s produtos consistiam em
aproximadamente 50 g de carboidratos
disponiveis, e L-arabinose ou D-xilose foi
adicionado como 10% de sacarose.

Foram testados os niveis de expressdo de genes
relacionados a 4cidos graxos, em ratos com dieta
alta em carboidratos por 6 semanas. Foi analisado
também aspectos fisicos e fisioldgicos dos ratos.

Os efeitos protetores da L-arabinose e da polpa de
beterraba sacarina (SBP) no estresse oxidativo
induzido por glicose alta foram investigados
usando células LLC-PK1

A adicao de L-arabinose a bebida controle reduziu os
picos de glicose e insulina em 15% e 52%; para a bebida
gordurosa em 8% e 45%; ¢ para a bebida amilacea em
7% e 29%. Reduziu significativamente as respostas
glicémicas e insulinémicas pos-prandiais em individuos
saudaveis. Teste clinico com analise sanguinea foi
realizado apos ingerir as bebidas:

Os picos de glicose e insulina foram menores apos a
bebida L-arabinose e D-xilose do que a bebida controle
(P <0,01). Apos o consumo do muffin, as respostas de
glicose ndo foram significativamente diferentes. Teste
clinico com andlise sanguinea foi realizado apos ingerir
as bebidas e o muffin.

Apos o tratamento com L-arabinose, os ratos tiveram
uma redugdo no peso corporal, pressao arterial sistdlica,
pressdo arterial diastolica, glicemia de jejum,
triglicerideos, colesterol total, insulina sérica e respostas
inflamatdrias. Um estudo posterior mostrou que o
tratamento com L-arabinose aumentou
significativamente a expressdo para enzimas de
oxidagdo de &cidos graxos e oxidacgdo de glicose, mas a
expressao do gene de sintese de acidos graxos foi
reduzida.

A arabinose exibiu atividades inibitorias mais fortes no
estresse oxidativo induzido por glicose alta do que o
SBP. Esses achados indicam que a L-arabinose ¢ o SBP
sdo agentes antioxidantes promissores com atividades
protetoras contra a hiperglicemia

(POL,;
PUHLMANN;
MARS, 2022)

(POL; MARS,
2021)

(HAO et al.,
2015)

(SONG et al.,
2012)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.4.3 A levedura Saccharomyces cerevisiae MP-C5H1

A construcdo da cepa MP-C5H1 ¢ derivada de outras duas linhagens geneticamente
modificadas da S. cerevisiae. Primeiramente, foi utilizada a cepa industrial de S. cerevisiae
CAT-1. A CAT-1 ¢ uma linhagem diploide para produgado de etanol e foi isolada em uma planta
de produgdo industrial de etanol (usina VO Catanduva, Sao Paulo/ SP) em 1998/1999. Esta
cepa foi escolhida entre diversas linhagens industriais pelo seu desempenho em crescimento
em xilulose, e foi transformada com os genes de metabolizacao de xilose (BASSO et al., 2008;
GONCALVES, 2014).

A MP-C5, se trata de uma linhagem geneticamente igual a CAT-1 (isogénica), porém
com modificagdo utilizando a técnica de constru¢do de plasmideos, o AURI::;pAUR-
XKXDHXR que possui sequéncias que codificam para o promotor e terminador da enzima
fosfofrutocinase (PFK) para a sobre-expressao dos genes XYL1(XR) e XYL2(XDH) de S.
stiptis, e sobre-expresdo do gene XKS1(XK) de S. cerevisiae. Sendo XYLI1 (codificando para
xilose redutase) e XYL2 (codificando para xilitol desidrogenase) de S.stiptis ¢ XKS como
auxiliar no desempenho para produgdo de etanol a partir de xilose. Este plasmideo possui a
habilidade de integrar-se cromossomicamente no 16cus AURI1 de S. cerevisiae. Por ultimo, a
linhagem MP-C5H]1, isogénica a MP-C5, foi modificada para super expressar a forma truncada
do transportador HXT1 (transportador de hexoses como a glicose), sem os primeiros 56
aminoacidos da proteina, conferindo estabilidade na membrana (GONCALVES, 2014;
PEREIRA et al., 2021). Por fim, obteve-se a cepa MP-C5H]1, capaz de utilizar a glicose e a
xilose como fonte de carbono e para fermentacdo alcoolica. Os produtos de fermentacao
produzidos pela cepa MP-C5H1, durante a co-fermentacdo de xilose e glicose, foram o etanol,
xilitol e glicerol. Estes produtos foram obtidos através de estudos para a fermentacdo de
hidrolisados hemicelulosicos de cana-de-actcar por Pereira et al. (2021).

As duas linhagens MP-C5 e MP-C5H1, foram desenvolvidas pelos ex-alunos de
Doutorado Davi Ludvig Gongalves e Angela A. dos Santos, do Departamento de Bioquimica

da UFSC sob orienta¢ao do Prof. Dr. Boris U. Stambuk.



32

3  MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO RESIDUO
O bagaco de acerola seco (BA), (Malpighia emarginata DC.), constituido por sementes
e pele, foi gentilmente cedido por uma industria processadora de acerola localizada no
municipio de Ubajara-CE. O lote de amostra foi recebido no ano de 2022. A industria utiliza o
fruto imaturo devido ao alto contetido de vitamina C para produzir extratos concentrados. O
bagaco foi moido em moinho de facas (1,5 a 2 mm), tipo Willey (DeLeo, Porto Alegre, Brasil)

e armazenado em local escuro, seco e arejado até sua utilizagao.

Figura 3 - Bagaco seco de acerola constituido de sementes e peles.

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2 CARACTERIZACAO DO BAGACO DE ACEROLA

A caracterizacdo quimica realizada neste estudo ¢ baseada em metodologias de
caracterizagdo de bagaco e palha de cana-de-agucar (CNPEM, 2019). O procedimento visa
facilitar a identificagdo dos componentes através da fragmentagdo da biomassa em partes
menores. Esta caracterizagdo determina a porcentagem de extrativos, celulose, hemicelulose,
lignina soluvel e insoltivel, lignina total e cinzas insoluveis em meio 4cido, através dos calculos
analiticos descritos a seguir. As analises foram realizadas para o bagaco antes e apos o pré-

tratamento acido.

3.2.1 Determinacao de extrativos (%)
A caracterizagdo do BA iniciou-se com a etapa de remocgao de extrativos utilizando um

cartucho de extracdo confeccionado com papel filtro e cerca de 1,5 a 2,0 g de biomassa em base
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seca moida. Utilizou-se um extrator do tipo Soxhlet e adicionou-se 400 mL de solu¢do de
ciclohexano-etanol na proporcao 1:1, onde sob aquecimento realizou-se ciclos até completar 8
h. Apos esta primeira etapa, a solucao foi substituida por 4gua permanecendo por mais 24 h em
ciclos.

Apds completado o procedimento no extrator, filtrou-se o conteudo para a obtengao da
biomassa livre de extrativos usando um cadinho de fundo poroso e com o auxilio de membrana
de fibra de vidro, previamente tarados e secos em estufa a 105 °C por 24 h. O calculo de
porcentagem de extrativos ¢ apresentado pela Equagdo 1 (Eq. 1) abaixo:

E(%) = (*ER-HEE) % 100 (Eq. 1)

Sendo:
E: O teor de extrativos da biomassa expresso em %; MBSM: massa de biomassa seca

e moida (g); M: massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g).

3.2.2 Determinagdo do teor de celulose e hemicelulose (%)

Primeiramente realizou-se a pesagem de 0,3 g da biomassa em base seca ¢ livre de
extrativos, com granulometria < I mm, em tubos especificos para hidrdlise 4cida. Adicionou-
se cuidadosamente 3 mL de acido sulftrico 72% (m/m) ao tubo de hidrolise, onde aqueceu-se
a 30 °C em banho termostatico por 60 min, agitando o contetido a cada 10 min com um bastao
de vidro. Adicionou-se 84 mL de agua destilada, fechou-se os tubos de forma firme e
autoclavou-se por 60 min a 121 °C. Resfriou-se os frascos até temperatura ambiente e filtrou-
se o conteido a vacuo em um cadinho de fundo poroso com membrana de fibra de vidro
previamente tarados, e recolheu-se a fragcdo liquida em um kitassato e reservou-se o volume
para analise de lignina soltuvel, carboidratos, acido acético e outros produtos de degradagdo. O
cadinho foi direcionado a uma estufa de secagem, onde secou-se por 24 h a 105 °C.

Do conteudo reservado da filtracdo, realizou-se as analises de determinagdao da
concentragdo em g/L dos analitos que constituem os carboidratos estruturais através da
Cromatografia Liquida de Alta Precisao (CLAE). Para os analitos glicose, celobiose, arabinose,
xilose, acido acético e acido formico, utilizou-se o equipamento Shimadzu Prominence LC-
20A (Shimadzu, Téquio, Japao) com uma coluna Bio-rad® Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm)
e detector de indice de refragdo (IR) RID-20A. A inje¢ao de 10 puL da amostra foi eluida com 5
mmol/L de HoSO4 em uma vazao de 0,6 mL/min. A temperatura do forno foi mantida a 35 °C

e o tempo de execucdo foi de 30 min.
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Para complementar a caracterizacdo, analisou-se 5-hidroximetilfurfural e furfural em
outro equipamento CLAE, com detector de matriz de diodos (DAD). Os compostos foram
separados a 30 °C com Nova-Pak C18 (4 um, Waters) usando acetonitrila/agua (1:8 com 1%
de acido acético) como fase movel a uma taxa de 0,8 mL/min.

Para obtencdo das porcentagens, utilizou-se os calculos abaixo conforme as Equacdes 2

e3:

0/ ((0,90ngli)+(0,95><Ccelo)+(1,29><CHMF)+(3,53><CAC.Férm))*V E
Cel (%)= | e x[1 - (£)] x 100 (Eq. 2)

Hemi (%)~ | 072 2] x 100 (Eq. 3)

((0,88><Cxil)+(0,88><Cara)+(0,72><CAC.Acét)+(1,37><CFur))*V] 1 P
x[1-(

Sendo:

Cel (%) o teor de celulose da biomassa expresso em %; CGli a concentragdo de glicose
expressa em g/L; CCelo a concentragdo de celobiose expressa em g/L; CHMF a concentracao
de HMF expressa em g/L; CAc.Form a concentragdo de acido formico expressa em g/L; Hemi
(%) o teor de hemicelulose expresso em %. C Xil € a concentracdo de xilose expressa em g/L;
Carab a concentragio de arabinose expressa em g/L; CAc. Acét a concentracio de acido acético
expressa em g/L; CFUR ¢ a concentragdo de furfural expressa em g/L; V o volume final (L) da

filtracdo e MBE a massa de biomassa livre de extrativos (bs) (g).

3.2.3 Lignina insolivel em meio acido (%) e Cinzas (%)

Os cadinhos com o conteudo retido na filtragdo da etapa anterior, ja secos, sao pesados
para obtengdo dos dados necessarios para determinar o conteido de lignina insolivel, como
mostra a Equacdo 4. A seguir, foram encaminhados para a mufla e calcinados a 575 °C, onde
permaneceu por 180 min. Apds desligar a mufla e a mesma atingir temperatura de 105 °C,
armazenou-se os cadinhos no dessecador, e em seguida realizou-se a pesagem para

determinag@o de contetido de cinzas, como descrito na Equacao 5.

__ [MCpR—-(Mcinzas+MCp) E
LI(%) = | L ] [1-=] x 100 (Eq. 4)
Mcinzas (g) = Mcpc — Mcp (Eq. 5)
Sendo:

LI: teor de lignina insolivel em %; MCpR : Massa do cadinho de placa porosa com os

residuos solidos (g); Mcinzas : Massa de cinzas insoltiveis em meio acido (g); MCp: Massa do



35

cadinho de placa porosa (g): MBE: Massa de biomassa livre de extrativos (bs) (g) e E: teor de

extrativos (%). MCpC : Massa do cadinho de placa porosa (g) com as cinzas.

3.2.4 Lignina solavel em meio acido (%)

Determinou-se o conteudo de lignina presente no liquido filtrado da etapa anterior
(3.2.2), utilizando 8,5 mL do mesmo e 1,5 mL de NaOH 6,5 mol/L para ajuste do seu pH para
aproximadamente 12-12,5. Diluiu-se a amostra por cerca de 10x e realizou-se a leitura da
absorbancia na faixa de 280 nm no espectrofotometro UV -vis (Hitachi, modelo U-2900, Japao),
com absorbancia entre 0,2 ¢ 0,8. Antes da leitura das amostras, realizou-se a leitura de um
branco conforme descrito na metodologia. O contetido de lignina soluvel foi calculado de

acordo com a Equacdo 6.

Ls(%) =[] x [1 - (&)] x 100 (Eq. 6)

MBE 100

LS (%) ¢ o teor de lignina solivel, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m);
CLS ¢ a concentracao de lignina soluvel, expressa em g/L; V é o volume final da filtracao,
expresso em L; MBE ¢ a massa de biomassa livre de extrativos (base seca em gramas); E ¢ o

teor de extrativos totais, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m).

3.2.5 Lignina total (%)
O valor de lignina total ¢ a soma dos teores de lignina insoluvel e soltvel conforme a

Equacao 7.

LT(%) = LI(%) + Ls(%) (Eq. 7)

3.3 HIDROLISE ACIDA DO BAGACO DE ACEROLA PARA OBTENCAO DO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO

3.3.1 Pré-tratamento acido
Com base nas extragdes de Monteiro et al. (2019), usando semente de agai, os residuos
de acerola foram submetidos ao pré-tratamento com acido sulfurico (H2SOs4) diluido para a
extragdo da fracdo polissacaridica hemiceluldsica.
Utilizou-se as concentragoes de 0,5, 1,0 e 1,5% de H2SOs4, que serdo representados
neste trabalho respectivamente por tratamentos A, B e C. Para isto, adicionou-se 50 mL da

solugdo acida em 5 g de residuo em base seca em frascos de vidro de 250 mL resultando em
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uma razao solido:liquido de 1:10. Para uma melhor absor¢do da solugdo acida pelo residuo
seco, os frascos permaneceram em repouso por cerca de 15 min. Autoclavou-se os frascos a
121 °C por 30 min. Em seguida, ja resfriados, filtrou-se o conteudo em papel filtro previamente

tarado.

3.3.2 Caracterizagdo da fracao sélida
A fracao solida recuperada em papel filtro foi lavada com dgua destilada quente até sua
neutralizacdo e submetida a secagem em estufa de ar quente a 105 °C por 24 h e armazenada

para caracterizacao quimica lignocelulosica (item 3.1).

3.3.3 Caracterizagao da fracao liquida

3.3.3.1 Agucares e produtos de degradagdo
A fracdo liquida recuperada foi submetida a caracteriza¢do de agucares e produtos de
degradagdo por CLAE (xilose, arabinose, glicose, acido acético e acido formico, HMF e

furfural), como ja descrito anteriormente no item 3.1.4.

3.3.3.2 Compostos fendlicos totais

Realizou-se a quantificagdo de compostos fenolicos totais com base na andlise
colorimétrica utilizando o reagente Folin-Ciocalteu segundo a metodologia de (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

Em microplacas de 96 pogos, adicionou-se aos pocos 15 pL dos hidrolisados dos pré-
tratamentos (diluidos quando necessario) em 240 ul. de dgua destilada e 15 pL de Folin-
Ciocalteu (0,2 M). Em seguida, adicionou-se 30 pL. de Na,CO320%, onde, na auséncia de luz,
a reacdo permaneceu por 1 h. As microplacas foram levadas ao equipamento leitor de
microplacas (Multileader Infinite M200 TECAN, ZH, Switzerland) com absorbéancia de 765
nm. Nas microplacas, foram dispostos nos pogos, a curva padrdo com acido géalico para
comparar com as leituras de absorbancias dos hidrolisados. As absorbancias foram obtidas

através do software, em um computador acoplado ao equipamento.

3.3.4 Concentracgao do hidrolisado hemiceluldsico por evaporacdo
Com o intuito de obter um hidrolisado hemicelulosico concentrado e em quantidade
suficiente para a realizagdo de ensaio de fermentacao, realizou-se um novo pré-tratamento

acido, em aumento de escala. Hidrolisou-se 640 g de residuo seco em 6,4 L de solucdo acida,
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nas mesmas condi¢des do item anterior (3.2.1). Para isso, 180 g de residuo foram adicionados
em 1,8 L de solugdo de acido diluido em um frasco de capacidade de 2 L, permitindo a sobra
de um headspace. Este procedimento foi repetido por 2 vezes. Para completar as 640 g, foi
realizado 2 hidrélises em frascos de 2 L, contendo 140 g de residuos e 1,4 L de solucdo acida
diluida.

O hidrolisado hemicelulésico foi evaporado a vacuo em equipamento Rotaevaporador
(Fisatom, modelo 801, SP, Brazil), até a redugao do volume inicial (5 L) em aproximadamente

5x. O hidrolisado foi armazenado sob resfriamento em frasco de vidro para posterior utilizagao.

3.3.5 Hidrolise enzimatica do hidrolisado hemicelul6sico

Realizou-se a hidrolise enzimatica do hidrolisado hemicelulésico concentrado visando
hidrolisar a celobiose e aumentar a concentracao total de agucares. A escolha dos parametros
(pH 5, 50 °C e 6% - g enzima/g celulose) utilizados na hidrélise foram baseados na ficha técnica
do coquetel enzimatico Cellic® CTec2 (NOVOZYMES, 2010). Seguindo a metodologia
descrita por NREL (2008?), a atividade enzimatica do coquetel foi determinada e encontrou-se
o valor de 92.5 FPU/mL (unidades de papel filtro).

Inicialmente, corrigiu-se o pH do hidrolisado concentrado (pH = 0,2) com NaOH em
pérolas, até alcangar o pH ideal para atividade da enzima escolhida (pH = 5). Destaca-se nesta
etapa, a possivel variacao do contetido de acticares obtidos inicialmente, podendo haver diluigao
do hidrolisado hemicelulosico. Em um frasco de vidro de 1 L contendo o hidrolisado
hemicelulosico concentrado, com volume final de 450 mL utilizou-se a concentracao 6% m/m
(cerca de 4,0 FPU/g celobiose, ou 0,44 g enzima) em 450 mL do coquetel enzimatico. Utilizou-
se a concentragdo enzimatica em relacdo a celobiose por se tratar de um liquido hidrolisado e
ndo mais de um material s6lido (celulose). Conduziu-se a reacdo em equipamento Shaker
(Tecnal TE-424), em uma agitacdo de 150 rpm por 3 h a 50 °C. A nova concentracdo de actcares
foi determinada através da CLAE. A Figura 4 mostra um resumo das analises de pré-tratamento

da biomassa lignocelulosica de acerola.
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Figura 4 - Resumo das analises de pré-tratamento

L Femumeat |

Hidrolisado
Massa de ‘ﬁ% hemiceluldsico
entrada: 640 g
(base seca) m 121 °C a l 3
: 30 min Evaporacio
Volume: 6.4 L f
solucio de - pidrslisg
acido sulfirico e pnrimiticy
1,5% l 1
— [ Liquor de 1
Caracterizacao acerola
guimica da fracdo P ‘-m::
liquida e sélida TG para fermeniagao

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 PROPAGACAO DA LEVEDURA E FERMENTACAO DO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO

3.4.1 Levedura S. cerevisiae MP-C5H1

A cepa gentilmente cedida pelo departamento de Bioquimica da UFSC pelo Professor
Dr. Boris Stambuk foi mantida em freezer a -80 °C. O armazenamento ocorreu em criotubos
contendo meio YPDX (1% extrato de levedura, 2% peptona, 1% dextrose e 1% xilose, em m/v)
e glicerol 50 % (1:1) conforme realizado e descrito por Pereira, (2020). A levedura S. cerevisiae
MP-C5H1, conforme detalhado no item (2.4.3), possui a modificacdo genética para consumo e

fermentacgao da xilose.

3.4.2 Propagacao da levedura em batelada alimentada

Anteriormente a propagacdo da levedura em biorreator, foram realizadas as etapas de
pré-indculo e indculo detalhados no Quadro 1, em incubadora Shaker (Nova Etica Incubadora,
430), sob agitagdao de 150 rpm a 30 °C.

O pré-inoculo foi realizado inicialmente através da reativagdo de um criotubo retirado
do freezer -80 °C (3.4.1) foi realizado um repique em placas contendo YPDX égar (adicdo de
1,5% &gar) para reativacao (estufa a 30 °C por 48 h) e posterior inoculacdo de uma alcada da

placa nos frascos Erlenmeyer contendo 0,25 L de meio de cultura (Quadro 1). A transferéncia
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de células do pré-inoculo para o indculo foi realizada utilizando 10% do volume total desejado

para o inoculo (0,5 L), de forma asséptica.

Quadro 1 - Meios de cultura utilizados nas etapas de pré-indculo e indculo em shaker e propagacdo da levedura
em biorreator.

Etapa Meio de cultura (g/L) Tempo (h) | Volume (L)

20 glicose;
Pré-indculo 10 extrato de levedura; 12 0,25
20 peptona

20 glicose;

10 extrato de levedura;
“Indculo 20 peptona; 24 0,50
2,4 ureia;

1 MgSO,.7H,0

30 glicose;

3 extrato de levedura;
5 peptona;
*Propagac¢io 2.4 ureia; 24 2,8
1 MgS0,.7H,0;
2 KH,PO,
*Pulso 24 el 0,66 0,12

2 KH,PO,
127 glicose;
3 extrato de levedura;

2 Volume: volume total de meio de cultura, sendo 10% deste volume, o volume do indculo. ® Pulso realizado
anteriormente a etapa de alimentacdo, aproximadamente 5 min. € inicio ap6s a propagacdo completar § h.
Fonte: Elaborado pelo autor.

‘Alimentacdo 16 1,50

A propagacao foi realizada em biorreator (New Brunswick BioFlo 110) de 5 L, com um
volume inicial de 2,8 L, incluindo o uso de 10% do indculo. O procedimento de propagacao se
da incialmente em batelada, e apds 8 h inicia-se a fase de batelada alimentada, a qual teve
duragdo de 16 h, até o término da propagacdo. O pulso foi inserido no biorreator através de
bomba peristaltica de forma rapida “pulso” anteriormente a alimentacdo, cerca de 5 min. A
alimentacdo foi realizada no biorreator através de bomba peristaltica a 1,56 mL/min e
composi¢ao ja descrita no Quadro 1.

O biorreator (Figura 5) foi operado a 30 °C, sem controle de pH, com aeragdo inicial de

0,1 volume de ar por volume de meio por minuto (vvm) e ajustes de controle de agitacdo e no
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volume de ar, para que a concentragdo de oxigénio dissolvido permanecesse superior a 50% em
relacdo a saturagdo do ar atmosférico (cerca de 700 a 900 rpm, conforme a demanda). A dorna
de fermentagdo, juntamente com todos os aparatos de montagem, foi previamente esterilizada
em autoclave a 121 °C, por 20 min. Todos os parametros e metodologia da etapa de propagagao
foram baseados no trabalho de (PEREIRA, 2020).

Apos o término da propagagdo, a biomassa com alta densidade celular foi retirada da
dorna de fermentagdo, centrifugada (Eppendorf, 5804R), ressuspendida e lavada em agua
destilada estéril, e em seguida despejada em um frasco de vidro estéril de 1 L. O frasco com
concentragdo de 166,8 g/L. de células foi armazenado em temperatura de 4 °C para posterior uso

na fermentacdo. Todas as etapas da propagacao estdo resumidas na Figura 6.

Figura 5 - Biorreator New Brunswick BioFlo 110 de 5 L, durante a realizagdo da propagacao.
Y o '

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6 - Etapas da propagacédo da levedura.

8. cerevisiae

gl ST MP-C5H1
] J -
Pré-Inéculo Inéculo - /!
-= . L
24h-30°C

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4.3 Andlise gravimétrica de crescimento celular e concentragdo de analitos

Aliquotas foram coletadas a cada 4 h durante todo processo e analisadas para obtencao
dos valores do crescimento celular em massa seca. O volume de 1 mL foi coletado em duplicata
diretamente de uma seringa acoplada ao biorreator € em seguida distribuido em microtubo de
1,5 mL previamente seco e pesado. Apos, os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm em
centrifuga (HsiangTai, CN2160). O sobrenadante recolhido deste processo foi congelado e
armazenado até futura analise em CLAE, para obtencdo da concentragdo de analitos presentes
sendo eles, glicose, glicerol e etanol como mencionado no item 3.1.4 e a uma temperatura de
50 °C. O contetdo precipitado foi lavado com agua destilada, ressuspenso e em seguida
centrifugado novamente. O novo conteudo sobrenadante foi descartado e o microtubo com o
precipitado foi levado a estufa a 105 °C por 24 h, resfriado em dessecador e pesado em balanga

analitica (Sartorius, PRACTUM224-10BR).

3.4.4 Fermentacdo em meio sintético

Duas fermentagdes foram realizadas em meio sintético contendo glicose, xilose e
arabinose, sendo realizadas em triplicata, simultaneamente em Shaker (Nova Etica Incubadora,
430), sob agitagdo de 220 rpm a 30 °C por um periodo total de 72 h. As fermentagdes foram
realizadas em frascos tipo Erlenmeyer de 0,5 L, com volume de trabalho de 0,2 L. Os frascos
foram tampados com algodao hidréfobo, coberto com papel kraft. Todos os frascos e meios de
cultura foram previamente esterilizados a 121 °C por 20 min.

A fermentagdo (A) foi realizada simulando concentragdes totais aproximada de agucares
obtidos no hidrolisado hemicelulésico concentrado do residuo de acerola, e a fermentacao (B)
foi realizada com aproximadamente o dobro da concentragdo de aguicares obtida no hidrolisado
hemicelulosico concentrado. A concentragdo inicial de levedura utilizada foi 10 g/L,
previamente preparadas na etapa de propagacdo (3.4.2). No quadro 2, foi detalhado a

composicao dos meios sintéticos utilizados.
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Quadro 2 - Meios de cultura utilizados na etapa de fermentacdo dos meios sintéticos em Shaker.

Etapa Meio de cultura (g/L) Tempo (h) | Volume (L)
23 glicose;
27 arabinose

. 40 xilose
Fermentagdo A 3 extrato de levedura: 72 0,20
2,4 ureia
1 MgS0,.7H,0;
46 glicose;

54 arabinose

- - 80 xilose 79 0.20
ermentagao 3 extrato de levedura; ,
2,4 ureia

Fonte: Elaborado pelo autor

Durante a fermentacao, o volume de 1 mL foi coletado através de micropipetas de forma
asséptica em capela de fluxo laminar e em seguida distribuidos em microtubos de 1,5 mL
previamente seco e pesado. Apos os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm em
centrifuga (HsiangTai, CN2160). O sobrenadante recolhido deste processo foi congelado e
armazenado até futura analise em CLAE, para obten¢do da concentracdo de analitos presentes
sendo eles, glicose, xilose, arabinose, etanol, glicerol, xilitol e acido acético.

O conteudo precipitado foi lavado com agua destilada, ressuspenso e em seguida
centrifugado novamente. O novo contetido sobrenadante foi descartado € o microtubo com o
precipitado foi levado a estufa a 105 °C por 24 h, resfriados em dessecador e pesados em balanca
analitica (Sartorius, PRACTUM224-10BR), para acompanhamento de da concentracdo celular

durante a fermentacao. Na Figura 7 observa-se o esquema de fermentagao em meio sintético.
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Figura 7 - Fermentac¢des nos meios sintéticos A e B.

H"‘ meios sintéticos I
Fermentacio A | Fermentacio B

(zL) (z/L)

23 glicose; 4646 glicose; Fermentacio A

26,9 arabinose | 33,94 arabinose
39,54 xilose 79,08 xilose
3 exfrato de 3 exfrato de

levedwra; levedura;
2.4 ureia 2 4 ureia
1 Mz80, TH,0; | 1 M=S0, TH,O:

Fermentacio B

_ -

72h-30°C - 130 rpm
Incubadora Shaker

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.5 Fermentacao em batelada do hidrolisado hemicelulésico do residuo de acerola

A fermentagao foi realizada em duplicata em dois biorreatores (New Brunswick BioFlo
115) de 1,5 L (Figura 8), simultaneamente, previamente esterilizados em autoclave a 121 °C
por 20 min. O volume de trabalho utilizado de 0,5 L, foi composto por 0,45 L de hidrolisado
hemicelulosico do residuo de acerola preparado conforme descrito no item 3.3 (3.3.1 a 3.3.5).
O hidrolisado hemiceluldsico foi suplementado em capela de fluxo laminar de forma asséptica
com todos os componentes estéreis, com 2,4 g/L de ureia (previamente esterilizada via filtracao
por membrana 0,22 pum), 1 g/L de MgSO4.7H>0. Foi utilizado uma concentragao celular inicial
de alta densidade de 10 g/L (ou 29 g da biomassa obtida na etapa de propagagao) de levedura
S. cerevisiae MP-C5H1 e o volume foi completado com agua destilada estéril até 0,5 L. Apos
o preparo do hidrolisado hemiceluldsico, houve a inser¢do deste meio no biorreator através de
bomba peristéltica. Os biorreatores foram operados em uma temperatura de 30 °C a 150 rpm,
sem controle de pH, por um periodo total de 72 h.

Aliquotas de 2,5 mL foram retiradas a cada 3 h durante as 24 h iniciais da fermentagao,
e a cada 6 h até completar 72 h, para analise gravimétrica de crescimento celular (item 3.4.3) e
determinac¢do da concentracdo dos analitos (celobiose, glicose, xilose, arabinose, glicerol,
xilitol, etanol, acido acético e acido féormico) por CLAE. Apos o término de todo processo
fermentativo, o hidrolisado hemiceluldsico fermentado foi retirado das dornas de fermentagao

dos biorreatores e centrifugado em centrifuga (Eppendorf, 5804R) a 5000 rpm por 10 min. Apos
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centrifugado, o sobrenadante foi armazenado sob congelamento. Observa-se um esquema da

fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico na Figura 9.

Figura 8 - Biorreator New Brunswick BioFlo 115 de 1,5 L alimentado com o hidrolisado hemicelulésico do
residuo de acerola durante o processo fermentativo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 - Fermentagdo do hidrolisado hemicelulésico.

Fermentacio
Liquor (g/L)
12 dicose;
22 arahinose
30 xilose
3 extrato de
levedura;
2.4 ureia
1 Mz80, TH/O:;

72h-30°C- 150 rpm

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4.6 Viabilidade celular

Em uma cadmara de Neubauer, as analises de viabilidade celular foram realizadas como
descrito em Norris; Et Ribbons, 1969) seguindo a metodologia de coloragdo com azul de
metileno. A andlise foi realizada nos pontos: 0, 3, 12, 21, 36, 48, 60 e 72 h. A solucdo foi
propriamente diluida (0,025%) e em seguida a suspensao de células e corante foram misturados
em uma propor¢ao 1:1. A nova solugao foi despejada delicadamente na superficie da camara
de Neubauer com laminula e foi realizada a contagem. Na contagem das células, considerou-se
como células vivas aquelas sem coloragao e as células mortas coradas em azul, em microscopio

trinocular (Olympus, CX21FS1).

3.5 CALCULOS E ANALISE DE DADOS

3.5.1 Parametros cinéticos de fermentagdo e propagacgao

Os calculos realizados para andlise de dados das cinéticas de fermentagdo e propagagao
foram descritos através das equagdes no Quadro 3, com base nos calculos e ajustes descritos

por Liu (2013) e Schmidell et al. (2001).
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Quadro 3 - Parametros cinéticos usados para avalia¢do das etapas de propagacdo e fermentacao.

Descricao Equacao Unidade Numero
s oy | o= 57 /e (Eq. 8)
o | = Sy gi/e: (Eq. 9)

Rendimento n= % * 100 % (Eq. 10)

ol ol | Op = gL (Eq. 11)
e e = e T b (Eq. 12)

**Velocidade especifica X ) _ 1

maxima de crescimento In (Xo = Wymaxxt h (Eq~ 13)
*Velocidade especifica 1 dP gy/gx/h

de formagdo de produto Mo =% "¢ (Eq. 14)
*Velocidade especifica 1 —-dS

de consumo de substrato Ms =% * "4t g+/gx/h (Eq. 16)

Pi= produto inicial; Pf= Produto final; Si= substrato inicial; Sf= substrato final; t=tempo; X= massa de levedura;
dX/dt= derivada da biomassa/derivada do tempo; dP/dt= derivada do produto/derivada do tempo; dS/dt=derivada
do substrato/derivada do tempo; Est= 0,511 (fator de conversdo estequiométrico de substrato em produto).
*calculado com ajuste sigmoidal de Boltzmann. **Calculado com ajuste linear.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados deste trabalho, utilizou-se o software Statistica®

10.0. Através do software, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, bem
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como as médias e desvio padrdo (£), a um nivel de significancia de 5% de probabilidade

(p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO DE ACEROLA

A Tabela 2 mostra a composi¢do quimica do bagaco de acerola antes e apds os
pré-tratamentos 4cidos com H>SO4 diluido A (0,5%), B (1,0%) e C (1,5%). Os valores sdo

apresentados em porcentagem massica em base seca.

Tabela 2 - Caracterizagdo quimica do bagaco de acerola e sélido insolivel recuperado dos pré-tratamentos.

% componente BA A B C
Celulose 22,5+02° 29,7+ 1,74 235+1,5 24,5+0,5°
Hemicelulose 8,8 +0,2° 1,7 +0,4° 0,0 +0,0° 0,0 +0,0°
Xilose 6,5+02° ],7ﬂ:0,4b 0,0+0,0° 0,0+0,0°
Arabinose 0,710,0” 0,0+£0,0° 0,0+£0,0° 0,0+£0,0"
Acido Acético 0,7i0,1b 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
Furfural 0,610,1b 0,0+£0,0° 0,0+£0,0" 0,0+£0,0"
Lignina Total 28.0+0,4"  39,50+0,6°  43,6+0,0 43,6+ 0,5
Lignina Insoluvel 21,310,21’ 36,12+0,4°¢ 39.8+0,0° 397+08"
Lignina Soluvel 6,7+0,1° 3,52+0,1° 37+ 00° 38+0,2°
Extrativos 28,0+ 0,5 4,8 +0,1° 4,4+0,1° 4,7+0,0°
Cinzas - - - -
Total 87,4+ 0,4° 75,9 +3,0° 71,5+ 1,3 72,9+ 1,0°

BA: bagaco de acerola; A: 0,5% de H,SO4; B: 1,0% de H2SO4; C: 1,5% de HoSOs. Médias com a mesma letra na
mesma linha ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0, 05)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores da composi¢ao quimica encontrados para o bagaco de acerola, celulose
22,5%, hemicelulose 8,8%, lignina total 28%, extrativos 28% e cinzas 0% (Tabela 2) diferem
dos resultados encontrados na literatura, para as principais commodities lignoceluldsicas. A
cana-de-agucar, palha de arroz, espigas de milho, madeiras duras e macias, por exemplo, que
apresentam uma faixa de 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulose e de 10-25% de lignina
(RASHID et al., 2021). Diferentemente das commodities citadas, o bagaco de acerola € oriundo
de uma fruta, o que pode ocasionar nesta diferenca de composicao.

Valores encontrados por Mesquita (2018), em um estudo da composi¢ao da fragao
fibrosa de diversas frutas, mostraram que a casca e as sementes de acerola apresentaram valores
de 32,07% para celulose semelhante as commodities citadas acima. Porém, os autores
encontraram 8,94% de hemicelulose e 22,04% de lignina de forma semelhante a este estudo, o

que pode ser atribuido pelo tipo de amostra coletada e sazonalidade.
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No trabalho de Alves (2021), o conteudo de hemicelulose presente no bagaco de acerola
foi quantificado usando metodologia similar a este estudo. E importante destacar que a autora
usou bagaco de acerola proveniente do mesmo fornecedor, porém de um lote mais antigo
(2020). O conteudo de hemicelulose encontrado foi de 12,6%, em que 8,9% era xilose e 1,6%
era arabinose. A caracterizagdo também foi realizada sem executar a etapa de remocdo dos
extrativos, onde verificou-se uma perda de agucares (xilose e arabinose) durante essa etapa, ja
que o conteudo desses agucares considerados como hemiceluldsicos foi de 18,7%. No trabalho
desenvolvido por Ioannidou et al. (2022), citou-se a diferenca entre resultados de caracterizagao
quimica, comparando residuos de engago de uvas, com e sem a remog¢do de extrativos. Os
resultados demonstraram perdas de acucares como celobiose, glicose, arabinose, manose e
glico-oligossacarideos transferidos para a 4gua na etapa de remog¢ao de extrativos, reduzindo o
teor de celulose e hemicelulose. Neste trabalho, a caracterizacdo foi realizada apenas com a
etapa de remogao de extrativos conforme descreve a metodologia usada.

Apos o tratamento acido (A, B e C), o contetido de hemicelulose foi verificado apenas
no solido recuperado do tratamento mais brando (A-0,5% H>SOs). Houve a reducdo do
conteudo de hemicelulose de 8,84% no bagago de acerola para apenas 1,7% no tratamento A,
sendo estatisticamente diferente. Nos pré-tratamentos B e C o conteido de hemicelulose nao
foi detectado nos so6lidos recuperados, indicando que houve total solubilizagdo desta em forma
de analitos de xilose, arabinose e acido acético no hidrolisado hemicelulésico (Tabela 2).

Segundo Valladares-Diestra et al. (2022) a fragdo hemiceluldsica e a dos extrativos € a
mais suscetivel a solubilizagdo durante o pré-tratamento acido. Como observado na tabela, o
conteudo de extrativos reduziu de 28% para aproximadamente 4,8% nos tratamentos A, B e C.
J& o aumento da porcentagem de lignina observado nas fragcdes solidas acontece devido a
solubilizacao de conteudo celuldsico, hemiceluldsico e de extrativos, o que justifica o aumento
significativo do contetido de lignina total observado neste trabalho, pois a lignina nao ¢
caracteristica de grandes solubilizagdes em meio acido.

Como observado na Tabela 2, a composi¢ao quimica do bagago de acerola apresentou
teor de celulose de 22,5%, sendo significativamente menor que os tratamentos A, B e C. Entre
os tratamentos, o tratamento A apresentou valores significativamente maiores de celulose
(29,7%), seguidos dos tratamentos B (23,5) e C (24,5), que apresentaram menores resultados.
Como a hemicelulose ¢ solubilizada pelo tratamento acido, e a celulose e lignina solubilizadas
apenas parcialmente, a tendéncia ¢ sempre de aumento do conteido de celulose e lignina na

fracdao do sélido insoluvel recuperado apos os pré-tratamentos acidos.
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42 EFEITO DO TRATAMENTO ACIDO NA COMPOSICAO DO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO

O tratamento acido ¢ um dos métodos mais utilizados para uma extracao direcionada
aos acgucares obtidos da hemicelulose, para solubilizd-los em seu maximo e deixa-los
disponiveis para futuras etapas (KUMAR et al., 2020). No presente trabalho, a hidrélise acida
foi realizada para obtencdo principal do conteido de xilose e arabinose, provenientes da
hemicelulose e pectina.

Os aglcares quantificados foram a celobiose, glicose, xilose, arabinose e outros
analitos como o &cido acético e compostos fendlicos totais, conforme Tabela 4. No hidrolisado
recolhido do pré-tratamento 4acido, houve uma maior concentragdo de agucares recuperados no
hidrolisado conforme o aumento da concentragdo do acido. Neste trabalho ndo foi possivel
realizar a quantificacdo da galactose, devido ao tipo de coluna cromatogréfica utilizada (HPX-
87H) nao separar a xilose da galactose em meio acido.

Os tratamentos demonstrados na Tabela 3 foram descritos em etapas. O tratamento A,
B e C sdo respectivamente 0,5, 1,0 e 1,5% de H>SOs. O tratamento D se refere ao hidrolisado
C em aumento de escala, seguido pelo tratamento E (hidrolisado concentrado) e, por tltimo, o
tratamento F, referindo-se ao hidrolisado apds a hidrolise enzimatica (Etapas descritas no item

3.3).

Tabela 3 - Concentrac@o de analitos presente nos hidrolisados obtidos nos pré-tratamentos com acido diluido,
apds concentragdo por evaporagdo e apds hidrdlise enzimatica.
Tratamento  Celo (g/L) Gli (g/L) Xil (g/L) Ara (g/L) Ac. Acét. (g/L) CFT (g/L)

A 2,0+£0,066 05+0,18 44+0,10° 52+0,13*  0,7+0,01° 0,4+ 0,00
B 3,5+0,08° 1,0+£003® 78+0,17° 52+0,12° 124003  04+0,01°
C 39+037°  13+0,12° 894087  54+048" 1,3+0,15 0,5+ 0,00°
D* 32+0,07°  1,1+£0,03°  7,6+0,15 56+017°  1,4+0,01° -
Sk 17,9+043° 594027 403+1,94° 275+146° 2,1+023°  2.8+0,08"
S 6,1+£009" 124+044° 293+08 230+144° 25+0,11° -

A: 0,5% de HoSO4; B: 1,0 de HaSO4; C: 1,5% de H2SOs; *D: hidrolisado C na etapa de aumento de escala; **E:
Hidrolisado D concentrado; ***F: Hidrolisado E ap6s hidrolise enzimatica; Celo: celobiose, Gli: glicose, Xil:
xilose, Ara: arabinose, Ac. Acét: 4cido acético, CFT: compostos fendlicos totais. Médias com a mesma letra na
mesma linha ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0, 05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Da mesma forma que para Monteiro et al. (2019), a aplicagdo de pré-tratamento com

acido sulftrico diluido em sementes de agai, mostrou aumento da disponibilidade de actcares
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na fase liquida devido & quebra das cadeias dos actcares estruturais durante o pré-tratamento,
paralelo ao aumento do fator de severidade da hidrolise acida.

A xilose também ¢ destacada como um actucar soltvel da hemicelulose suscetivel a
degradagdo, e neste trabalho, podemos observar que a xilose € o agicar com maior concentragao
no hidrolisado B, C e D, que também possuem maior concentracdo de acido acético
(BRETHAUER; STUDER, 2015). Observou-se no tratamento A, menores concentragdes com
diferenca significativa na presenca de celobiose, glicose, xilose e acido acético, apenas nao
havendo diferenga para arabinose.

A Tabela 3 mostra que o efeito do pré-tratamento acido C (1,5% H2SOs) resultou em
maior extracao de agucares com 5,4 g/L. de arabinose e a presenca de cerca de 8,9 g/L de xilose.
No estudo de Sabino et al. (2020) foi encontrado 3,3 g/L de arabinose e ndo foi detectado
presenca de xilose da semente e polpa de acerola através da extracdo de agucares apenas com
agua ultrapura a 90 °C por 10 h e 5% de residuo.

Na extragdo de arabinose e xilose realizado por Bed6 et al. (2019), foi utilizado
tratamento com acido sulfurico (1,16 % m/m) em residuo de farelo de trigo, atingindo 8,3 g/L
de arabinose e 10,9 g/L. de xilose no hidrolisado hemicelulésico. Percebe-se a atuagao efetiva
do tratamento acido na extracdo de acucares da fragao péctica e hemiceluldsica de diferentes
biomassas.

No trabalho de Antonisamy et al. (2023), foi realizado uma revisao bibliografica da
composi¢do quimica de agucares e monossacarideos presentes em diversos residuos de frutas,
onde os agucares como glicose, manose, galactose, xilose, arabinose e ramnose foram
reportados diversas vezes para composi¢ao de sementes de frutas. Outro exemplo citado foi a
presenca de agucares como ramnose, arabinose, galactose, glicose e xilose para Sterculia
lychnophora Hance, que se trata da semente de uma arvore medicinal. A presenca especifica de
agucares como ramnose, arabinose, galactose e acidos urdnicos indicam polissacarideos
provenientes da pectina.

No trabalho de Alves (2021), foi realizado a pesquisa de 4cidos urénicos em bagago
de acerola e foi encontrado no pré-tratamento com acido sulftrico a 2,5%, a presenga de 5,43
g/L de 4cido galacturdnico, sugerindo que a arabinose encontrada naquele trabalho, poderia
pertencer a fracao péctica do bagaco de acerola.

Dos tratamentos realizados, foi ainda observado que nao s6 a concentragio de agucares
aumentou conforme aumentaram as concentragdes de acido sulfurico, mas também a
concentragao de acido acético no hidrolisado hemicelulosico dos tratamentos Be C (1,24 ¢ 1,38

g/L) foram maiores que do tratamento A (0,74 g/L) comparando apenas os tratamentos antes
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da concentracdo. Apds a concentracao, o hidrolisado C concentrado, apresentou resultado maior
(2,13 g/L) do que os tratamentos A, B e C.

O 4cido acético ¢ um produto de degradagdao da hemicelulose citado na revisdo
bibliografica de Brethauer; Studer (2015), que destaca os efeitos nao desejados dos pré-
tratamentos, com a geracdo de compostos inibidores tanto para enzimas quanto para
microrganismos usados em fermentagdo. Além do 4cido acético, pode ocorrer a formagao de
acido formico, HMF e furfural, sendo os trés ultimos ndo detectados em nenhum dos
hidrolisados hemiceluldsicos. Os compostos fendlicos totais sdo produtos da degradagao parcial
da lignina que sdo liberados durante o pré-tratamento, os quais também podem ter efeito

inibitério em altas concentragoes.

43 EVAPORACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO E HIDROLISE
ENZIMATICA DA CELOBIOSE

Dos tratamentos realizados, utilizou-se o tratamento C (1,5% H2SO4) como forma de
obtengao do hidrolisado hemiceluldsico a ser usado na etapa de fermentagdo. Para isso, volume
de 6,4 L foi produzido seguido de evaporagdo para atender a concentracdo de agucares
necessaria na etapa de fermentacdo em duplicata em biorreatores com volume minimo de
trabalho de 0,5 L.

Na Tabela 3 sdo encontradas as concentragdes dos ac¢ticares medidos no volume total
obtido (6,4 L), mencionado como tratamento D — aumento de escala. Somado a isso, também
foi realizado uma etapa de concentracdo deste novo hidrolisado hemicelulosico através da
evaporagdo, com o intuito de aumentar a concentragcdo total de aglicares inicial para uma
fermentagdo efetiva. A evaporagao também foi utilizada como método de reduzir inibidores
volateis que poderiam afetar a eficiéncia da levedura. Vale destacar que o volume foi reduzido
em aproximadamente 5 vezes resultando na concentracdo de todos os analitos presentes no
hidrolisado que ndo sdo volatilizados na temperatura e pressdo utilizada. Levando em
consideragdo as estimativas de valores finais, considerando uma concentragao de
aproximadamente 5 vezes, todos os agucares mostraram uma concentracao final condizente
com essa estimativa (observado na tabela 4, tratamento E). Na fragdo condensada recolhida do
processo de evaporagao, foi encontrado o valor de 1,07 g/L de acido acético indicando que parte
deste analito foi evaporado, restando apenas 2,1 g/ no hidrolisado hemiceluldsico

concentrado. O procedimento de evaporacdo obteve efeitos em relacdo a concentracao de
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compostos fendlicos totais presentes no hidrolisado E, pois, o valor inicial do hidrolisado D foi
concentrado e apresentou diferenca significativa (Tabela 3).

No trabalho de Ping et al. (2013) foram citados sobre alguns métodos de detoxificacao
que s3o amplamente utilizados para reduzir os inibidores de hidrolisados hemiceluldsicos,
contudo, muitos acabam reduzindo a quantidade de agucares totais disponiveis, através de
perdas nestes processos, como o uso do carvao ativado, por exemplo. Por estes motivos, a
evaporacao foi o unico método utilizado para reducao de inibidores.

Na hidrélise enzimatica, um complexo de celulases (B-glucosidases-hemicelulases) foi
utilizado para degradar a celobiose em glicose. No hidrolisado E (concentrado), foi obtido 17,9
g/L de celobiose e apds o tratamento enzimatico o resultado obtido foi de 6,12 g/L de celobiose
(hidrolisado F). E possivel observar que o tratamento enzimatico teve atuagdo sobre o contetido
de celobiose presente no meio causando sua redugdo. Paralelo a isto, houve um aumento da
concentragdo de glicose de 5,9 para 12,4 g/L, sendo esta glicose adquirida da quebra da
celobiose, porém a hidrdlise ndo foi completa ja que restaram 6,1 g/L de celobiose no meio.

Na pesquisa de Sjulander; Kikas (2020), foi citado que a atividade dos compostos
fendlicos pode levar a inibi¢do de enzimas, como a desativagado e precipitagdo de celulases por
acido tanico e a inibi¢do de B-glicosidades por vanilina e siringaldeido. Como observado na
Tabela 4, houve perdas no contetido de glicose, xilose e arabinose apos a hidrolise enzimatica
quando comparando ao hidrolisado E (ap6s a evaporagdo). Infelizmente, ndo foi possivel

observar as causas da perda de agucares.

4.3.1 Balango de massa para os agucares do bagago de acerola

Com os resultados obtidos das analises de caracterizagdo quimica do bagago de acerola
e dos demais tratamentos realizados no hidrolisado C, o qual foi escolhido para a seguinte etapa
de fermentacao, foi realizado um balango de massa do processo, considerando um valor inicial
de 640 g, devido a etapa de aumento de escala. A Figura 10 apresenta o balanco de massa de

todas as etapas prévias a fermentacao.



Bagaco de acerola (640 g)

Componente % Massa(g)
Celulose 225 1440
Hemicelulose 88 36.6
Lignina 280 1796

Cinzas 00 00

Extrativos 284 1795
Outros 126 804
Tota 1000 6400

Sélido insolivel pré-tratado (383.28)

Massa de
entrada: 640 g
base seca

Volume: 6.4 L
solucio de
dcido sulfirico
1,5%

Filtracio:
Selido-Liquido

Componente Yo Massa(g)
Celulose 246 942
Hemicelulose 0.0 0.0
Lignina 436 1672
Cinras 00 0.0
Extrativos 48 182
QOutros 27 1035
Total 100,0 3832

121 °C

Figura 10 - Balanco de massa das etapas de caracterizacdo, hidrolise acida, aumento de escala e hidrélise enzimatica.

Hidrolise
Enzimitica

a -
> Evaporacio

Liquor (F)
Componente Massa (g)
Glicose 143
Celobiose 70
HMF 0,0
Xilose 338
Arahinoss 265
Furfiral 0,0
Acido Acético 29
CFT 0.0
Total 844

B
v
Liquor ()
Componente Massa(g)
Glicose 7.0
Celobiose 205
HMF 0.0
Xilose 48 6
Ambinose 358
Furfiral 0.0
Acido Acétice 9.0
CFT 0.0
Total 1210

Liquor (E)
Componente Massa(g)
Glicose 7.6
Celobiose 229
HMF 0,0
Xilose 516
Arabinose 352
Furfural 0,0
Acido Acético 2,7
CFT 36
Total 123 5

CFT: compostos fenolicos totais; HMF: 5-hidroximetilfurfural
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O balango mostra que de 640 g iniciais na etapa de caracteriza¢do, 383,2 g foram
recuperados como soélido insoltvel pré-tratado e deste solido, 94,2 g eram celulose, 0,0 g para
hemicelulose e 167,2 g de lignina. Estas quantidades em massa, sio menores que as do bagago
de acerola, que também apresentava massa para hemicelulose (56,6 g).

Ao somarmos os agucares constituintes da celulose, do hidrolisado e do s6lido insoluvel,
podemos observar que houve uma pequena perda de massa no conteido de celulose. Ao
observarmos a recuperacgado de acucares constituintes da hemicelulose, hé diferencas. No solido
insoluvel caracterizado recuperou-se 119,78% de xilose ¢ 611,54% de arabinose, ambos
extrapolando os 100%. Como j& mencionado anteriormente, o principal responsavel pelos
resultados de recuperagdo no hidrolisado maiores que os iniciais detectados na caracterizagao
do bagaco de acerola, ¢ a etapa de remog¢ao de extrativos do bagago de acerola, conduzindo a
uma perda de agucares e gerando extrapolagdao do resultado no balango.

Também ¢ importante destacar que o balango de massa da caracterizacao do bagacgo de
acerola inicial ndo atingiu 100%. Tal comportamento também foi obtido por loannidou et al.
(2022), que realizou a caracterizacao de residuos da uva e entre seis caracterizagdes diferentes,
cinco apresentaram o total entre 80 e 90% com a remocao de extrativos. Sugere-se uma perda
analitica, pois, a metodologia utilizada foi semelhante e/ou igual a usada neste trabalho.
Portanto, sugere-se que a metodologia de CNPEM (2019) e NREL (2008b), ndo apresentam os
resultados desejados para residuos de frutos, por se tratar de metodologias baseadas em palha e
bagaco de cana-de-actcar.

Na etapa de aumento de evaporacdo, ¢ possivel visualizarmos que a massa nao variou,
apenas houve perdas na massa de 4cido acético de 9 g para 2,7 g. A evaporagdo poderia ser
considerada tanto uma etapa de concentragdo como de detoxificagdo do hidrolisado.

O liquido concentrado foi submetido a uma hidrolise enzimatica com o intuito aumentar
o contetdo de glicose, que de fato ocorreu, partindo de um valor de 7,6 g para 14,3 g. A
recuperagdao dos agucares no hidrolisado F em rela¢do ao hidrolisado E foram, para glicose
188%, pelo ganho de massa apos a celobiose ser convertida em glicose e 30% para celobiose
que perdeu massa apos hidrolise enzimatica. Houve o aproveitamento de 65% da xilose e 75,3%
de arabinose. Apesar do aumento de glicose, ocorreram perdas no conteudo de xilose e

arabinose ¢ a causa desta perda nao foi detectada.
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44 FERMENTACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO

Nesta etapa os resultados da fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico sao
apresentados. Inicialmente, a etapa de propagagdo da levedura, uma etapa importante no
processo de fermentagdo, foi discutida. Em seguida, a analise cinética da fermentacdo da
levedura em meio hemicelul6sico sintético € no hidrolisado obtido do residuo de acerola sao

apresentadas.

4.4.1 Propagacao da levedura S. cerevisiae MP-C5H1

Esta etapa foi realizada em batelada alimentada, ou também denominada de
propagacgdo descontinua alimentada, visando uma maior efetividade na produgdo celular da S.
cerevisiae MP-C5HI1. A alimenta¢do ocorreu em uma vazao constante ¢ os nutrientes foram
adicionados de forma gradual, mantendo os niveis de glicose sempre baixos, assim como sugere
Schmidell et al. (2001). Esta técnica consiste em regular o metabolismo para que o substrato
seja direcionado para o crescimento e ndo deslocado para produgdo de etanol, através de
aumento da eficiéncia de conversao da glicose em células.

O actimulo de etanol na propagagdo de células, pode ser controlado, porém
dificilmente eliminado. Uma caracteristica intrinseca da S. cerevisiae ¢ seu metabolismo
respiro-fermentativo, também conhecido como Crabtree (crabtree-positiva), que apresenta
uma repressao do metabolismo respiratorio conforme a disponibilidade de glicose no meio. A
levedura quando exposta a altas concentragdes de glicose, excede a capacidade da enzima
piruvato desidrogenase, responsavel por oxidar o piruvato em acetil-CoA no ciclo do acido
citrico e gas carbdnico, o que direciona entdo a producdo de piruvato descarboxilase e
consequentemente a produgdo de etanol, este efeito ¢ conhecido como Crabtree short-term
(DOBRESCU et al., 2021; LIMA et al., 2019; TEIXEIRA, 2015).

Como observado na Figura 11, de 0 a 4 h o conteudo de glicose ¢ consumido muito
rapidamente pela levedura e produziu cerca de 6 g/L de biomassa. Apo6s o inicio da alimentagao,
apods 8 h de processo, a glicose foi sendo alimentada de forma lenta, mantendo sua concentragao
em torno de 1 g/L, onde observa-se o crescimento linear de concentracao de biomassa até 20 h,
onde encerra-se o crescimento celular, momento em que ndo houve mais alimentagdo. A
biomassa obtida no final da propagacao apresentou concentragdo de 21 g/L, resultado obtido

através de analise gravimétrica de crescimento celular (item 3.4.3). Apds o processo de
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centrifugacdo de todo liquido propagado retirado da dorna do biorreator, separando as células

do sobrenadante, a concentragao final obtida foi de 166,8 g/L obtido conforme item 3.4.3.

Figura 11 - Cinética de propagagdo da S. cerevisiae MP-C5H1 em regime de batelada alimentada. A seta

indica o inicio da alimentagado da glicose.

Propagacéo - S. cerevisiae MP-C5H1
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A linha tracejada indica o pulso seguido do inicio da alimentagdo em 8 h de processo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Biomassa; Etanol (g/L)

Os resultados de velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) da levedura

foram analisados considerando o periodo de 0 a 4 h. Para obtengdo do pmax, foi realizado o

ajuste linear de crescimento com os valores da biomassa produzida em (g/L). O tempo zero foi

considerado nos calculos, devido ao preparo da levedura anteriormente a propagagdo, com o

pré-indculo, indculo e em seguida a propagacdo em biorreator, onde a levedura ja estava

adaptada ao meio de cultura e em fase de crescimento. A Tabela 4 mostra os resultados dos

calculos realizados na cinética de propagagdo para parametros como fator de conversdo de

substrato em células (Yx/s) e a produtividade (Qx). Os dados foram comparados com o estudo

de Pereira (2020), que realizou o mesmo procedimento com essa levedura.
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Figura 12 - Perfil de crescimento celular da S. cerevisiae MP-C5H1 em biorreator. Os coeficientes angulares das
regressoes lineares indicam pmax distintos para os regimes de condug@o em batelada e batelada alimentada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Pardmetros cinéticos da propagacdo da S. cerevisiae MP-C5H1 em batelada alimentada com meio
contendo glicose.

Glicose Biomassa

Hmax consumida produzida Yxs Qx Fonte

(h™ (2) (2) (2X/gS) (z/L/h)

0.48 280 91,30+ 5,10 0,33+0,02 0,87 +0,04 Este trabalho
0,46 227 89,38+ 0,55 0,39+0,00 1,01+0,00 (PEREIRA, 2020)

Umax calculado de 0 a 4 h (batelada).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparando os valores citados na Tabela 4, podemos observar que a glicose consumida
foi maior neste trabalho, porém os parametros cinéticos de Yx;s € Qx foram discretamente
menores. Os dados de velocidade maxima especifica de crescimento deste trabalho foram
avaliados para a etapa de batelada, onde foi encontrado pimax, de 0,48 h' (R? = 1). Quando
confrontamos os valores apenas de velocidade especifica maxima do regime de batelada de
Pereira (2020), 0,46 h! para um protocolo semelhante de propaga¢io da mesma levedura (S.

cerevisiae MP-C5H1), vemos que nao ha diferenca significativa.
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4.4.2 Avaliacdo da fermentacdo usando meio sintético rico em pentoses

As xilanas sao o tipo de estrutura mais presente na fracdo hemiceluldsica que ocorre na
natureza. Consiste basicamente em xilose, podendo conter outros acUcares em outras
subcategorias como as arabinoxilanas. As arabinoxilanas e outras estruturas contém arabinose,
em menores quantidades, como as da fracdo péctica com a presenga das arabinogalactanas, por
exemplo. Por conseguinte, os hidrolisados hemicelulosicos majoritariamente possuem xilose
em maiores quantidades e arabinose em menores quantidades (BANERIJEE et al., 2019;
SEYFRIED et al., 2016). Sabendo que o hidrolisado obtido do residuo de acerola tem arabinose
na sua composi¢do, foram utilizadas duas concentracdes iniciais diferentes de agucares na
fermentagdo de meios sintéticos (A e B), para avaliar o efeito que a arabinose em maiores
quantidades poderia ter sobre o metabolismo da levedura S. cerevisiae MP-C5H1.

Na Figura 13 (A) e (B), podemos observar a cinética de fermentagdo nos dois meios
sintéticos que foram realizadas com os mesmos parametros de processo (shaker, 150 rpm, 30
°C) e quantidade inicial de células, porém, diferindo na quantidade inicial de agucares.

Para a fermentacdao com o meio sintético A (Figura 13 (A)), foi utilizado um total de =
100 g/L de agucares, sendo xilose (= 44 g/L), glicose (= 26 g/L) e arabinose (= 30 g/L),
simulando as concentragdes obtidos no hidrolisado de acerola concentrado. No inicio da
operacdo, o consumo dos agucares xilose e glicose iniciou de forma concomitante. O
esgotamento da glicose ocorreu nas 4 h e o da xilose apenas em 20 h, ou seja, 100% destes
acucares foram consumidos até as primeiras 20 h da fermentacdo. Como demonstra a Figura 13
(A), a fermentagdo se encerrou nas primeiras 12 h. A presenca da arabinose foi constante, do
comeco ao final da fermentagdo, ndo apresentando nenhum tipo de consumo. O acumulo de
produtos da fermentagdo também foi acompanhado com a produgao de 25,5 g/L de etanol, 9,7
g/L de xilitol e 5,9 g/L de glicerol, todos produtos comuns das rotas metabdlicas gerais da

fermentagdo com hexoses e pentoses.
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Figura 13 - Avaliag@o do crescimento celular, evolucdo do consumo de substrato (glicose e xilose) e formagao de
produtos (etanol, xilitol, glicerol) em meio hemicelulésico sintético com diferentes concentragdes de agticares.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a fermentacdo com o meio sintético B (Figura 13 (B)), a concentracdo inicial total
de acucares foi = 204 g/L, sendo xilose (= 86 g/L), glicose (= 51 g/L) e arabinose (= 65 g/L),
simulando o dobro das concentragdes do hidrolisado hemicelulésico concentrado. Da mesma
forma que a fermentacdo A, o consumo dos acucares xilose e glicose iniciou a0 mesmo tempo,
com o esgotamento da glicose ocorrendo em 12 h da fermentagdo. A xilose ndo foi consumida
por completo, sendo diminuido em 83,7 % do seu contetido inicial em 24 h de processo, que se
entende onde a fermentacao parou de ocorrer. O esgotamento da xilose ocorreu apenas em 48

h, o que nos indica que a levedura estava apenas utilizando-a como fonte de energia e ndo houve
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formacao de produtos a partir de 24 h. Cerca de 51 g/L de etanol, 15,6 g/L de xilitol e 10 g/L
de glicerol foram produzidos.

Ao compararmos as duas fermentacdes citadas acima através da analise estatistica dos
parametros cinéticos (Tabela 5), podemos considerar que as fermentagdes em meio sintético A
encerrado em 12 h e a fermentacdo em meio sintético B encerrado em 24 h foram iguais.
Observa-se também os pardmetros cinéticos, a conversdo total de substratos em produtos
(Tabela 5), foi igual para as duas fermentagdes 1,37 g/g (A) e 1,28 g/g (B). A produtividade de
etanol foi igual entre A e B, apresentando valor de 1,97 g/L/h em relagdo a 1,90 g/L/h
respectivamente. No pardmetro de rendimento de produtividade de etanol, os valores sem

diferenca significativa de 65,16% e 68,3% foram encontrados para fermentacdo com os meios

A e B.
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Tabela 5 - Resultados gerais das fermentacdes em shaker com a levedura S. cerevisiae MP-C5H1 em meio
sintético A (= 100 g/L)) e meio sintético B (= 204 g/L) e em biorreator com hidrolisado hemicelulésico obtido
do residuo de acerola.

Meio sintético A Meio sintético B Liquor
Parametro (g/L)
Glicose ipicial 265+1,6 51,9+1,0 129423
Glicose gnql 0,0+0,0 0,0+0,0 2,0 £2,8
Glicose ¢onsumida 26,5+1,6 51,9+1,0 8,7+ 2,0
Xilose jpicial 446+27 86,9+25 25,0+0,5
Xilose fipar 3,50+0,2 14,1£04 22.8+0,6
Xilose consumida 41,18 +2,0 80,7+12,3 23+0,17
Arabinose jjcial 30,8 +0,4 65,6 3,4 223+34
Arabinose gy 30,8+1,3 61,2+0,8 21,7+0,8
Biomassa gy 14,8 +£0,6 17,0 +0,1 9,0+0,0
Etanol j,icial 2,740,0 4,0+0,2 0,0+0,0
Etanol g, 255+1,8 51,6 +0,6 9,604
Xilitol g 9,7+1,4 15,6 +0,8 1,9+0,1
Glicerol g, 59+0,5 10,2+0,2 24+0,1
*Tempo (h) 12 24 9

Fator de conversao (g/g)

*Yess 1,37 402 1,28 +0,00° 1,66 +0,32°
Yetanols 0,35+0,03" 0,31+0,07 0,72 +0,00°
Yxiitols 0,23 +0,04° 0,17 +0,04° 0,74 +0,45°
Yicerol's 0,79 +0,02° 0,80 +0,07° 0,18+0,01°

Produtividade (Q,) (g/L/h)

Etanol 1,97 0,15 1,90 £0,13° 1,07 +0,05°
Xilitol 0,81+0,12° 0,65 +0,03" 0,20+0,01°
Glicerol 0,49 +0,04° 0,43 +£0,01° 0,27 +0,01°
Rendimento

Etanol (%) 65,16 +1,10 6832+9,60"  *%93.3+8,60

*Corresponde ao tempo em que ndo houve mais consumo de substrato. Yp/s corresponde a conversdo do substrato
consumido (glicose + xilose) em produtos (etanol + xilitol + glicerol).** Calculado ao final de 42 h. Médias com
a mesma letra na mesma linha ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0, 05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para melhorar a produtividade de etanol utilizando S. cerevisiae recombinante, Pereira
et al., (2021) estudou os efeitos de concentragdo celular inicial e proporgdes para a co-
fermentagdo de sacarose e xilose em meios sintéticos. Foi descoberto que em um meio sintético
contento 30% de xilose e 70% de sacarose (que ¢ transformada em glicose pela enzima
extracelular invertase da S. cerevisiae, o consumo destes dois agucares foi 100%. Para
produtividade volumétrica global de etanol (Qp), os autores encontraram 2,05 g/L/h, para

YEtanors 0,43 g/g € Yxiiiwols 0,16 g/g, utilizando concentracgao inicial de 10 g/L de células, 70 g/L
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de xilose e 30 g/L. de sacarosetglicose. A fermentacdo com o meio sintético B apresentou
concentragdes mais proximas as que foram utilizadas por Pereira et al. (2021), e podemos notar
através da Tabela 6, que a produtividade de etanol foi similar (1,90 = 0,13 g/L/h), e assim
confirmar que esta fermentagao foi tao eficiente quanto a fermentagdo destacada como a melhor
em produtividade de etanol no trabalho usado para comparagao.

Foi observado para ambas as fermentacdes (A e B), uma pequena formacgao de células
nas primeiras horas da fermentacao e ap6s as primeiras horas, uma concentragdo constante. A
produgdo de células chegou a 14,8 + 1,00 g/L na fermentacdo A e¢ 17 + 0,10 g/L para
fermenta¢do B. Com concentracdo inicial celular de 11 g/L., Martinez-Jimenez et al., (2022),
encontraram aumento celular em uma fermentagao em meio sintético rico em xilose e sacarose,
por consequéncia da absor¢ao das hexoses. Este trabalho também cita o acimulo de 7,48 g/L
de glicerol, justificando um mecanismo de defesa da S. cerevisiae MP-C5HI1 contra o
rompimento celular por estresse osmotico e como possivel auxilio na biossintese celular.

Os resultados semelhantes obtidos nos parametros cinéticos como fator de conversao e
rendimento de etanol, demostram que a alta concentragdo de arabinose no meio (= 65 g/L), ndo
interferiu no metabolismo da levedura durante a fermenta¢ao. Com essa conclusdo, o topico a
seguir apresenta os resultados da fermentacao para o hidrolisado hemicelulésico do residuo de

acerola.

4.4.3 Avaliagdo da fermentagdo usando o hidrolisado hemiceluldsico obtido do residuo de

acerola

A fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico, em batelada em biorreator, foi iniciada
apos a etapa da propagacao da levedura, onde o creme com alta densidade celular foi recolhido
e armazenado para esta etapa de fermentacdo. Esta etapa ocorreu em duplicata com uma
concentra¢do celular inicial de 10 g/L. Vale ressaltar que esta concentragdo considerada de alta
densidade celular, foi escolhida levando em consideracdo a presenca dos inibidores presentes
no hidrolisado hemicelulésico, como o acido acético e os compostos fendlicos totais, pois, ao
iniciarmos a fermentacdo, uma porcentagem alta de células poderia ndo se adaptar aos
inibidores e haver morte celular.

Com relagdo as fontes de carbono presentes na fermentagdo, o consumo ocorreu de
forma lenta, gradual e incompleta, conforme a Figura 14. A glicose teve uma redugao de cerca
de 12 g/L no ponto inicial para 2 g/LL nas primeiras 9 h, e a partir deste ponto permaneceu

constante e sem alteracdoes de consumo. A xilose apresentou decréscimo juntamente com a
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glicose logo nas primeiras horas, porém de forma lenta, iniciando com = 29 g/L e finalizando
com 13,6 g/L. A xilose nao foi consumida por completo, com uma reducdo de apenas 53% do
seu conteudo inicial até o ponto de 42 h. No trabalho de Zanella (2018), que estudou a co-
fermentagado da glicose e da xilose em hidrolisado hemicelul6sico, 0 mesmo comportamento de
consumo lento da xilose foi encontrado para a levedura S. cerevisiae MP-P5 em um regime de
batelada, porém com adi¢do de compostos furdnicos, onde seu consumo também ndo foi

completo.

Figura 14 - Avaliaggo do crescimento celular, evolugdo do consumo de substrato (glicose e xilose) e formacao de
produtos (etanol, xilitol, glicerol) em meio hemicelulésico obtido do residuo de acerola.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste de Tukey foi aplicado para avaliar se havia diferenca estatistica entre os tempos
de 9 e 42 h para os produtos da fermentacao. Conforme os resultados obtidos nao foi detectado
diferenca significativa. Portanto, a fermentagdo com o hidrolisado hemicelulésico obtido do
residuo de acerola poderia ser encerrado em 9 h. Os dados da cinética desta fermentacdo podem
ser observados na Tabela 5, onde o valor de produtividade de etanol (Qp) foi 1,07 g/L/h e o
fator de conversdo de substrato em etanol (YEwnors) foi de 0,59 g/g. O rendimento de etanol
encontrado (93%) demonstrou grande diferenca ao encontrado por Pereira (2020), que foi cerca
de 65% para fermentacdo com hidrolisado hemiceluldsico de cana-de-agucar, o que sugere um
resultado superestimado. Outros trabalhos realizados com fermentagdo de hidrolisados
hemiceluldsicos, podemos observados na Tabela 6. Nota-se que o pardmetro cinético Y Etanol/s
neste trabalho apresentou valor superior aos encontrados para outros hidrolisados

hemicelulosicos, os quais variaram de 0,26 a 0,45 g/g e considera-se um valor superestimado.
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Resultados inferiores poderiam ser encontrados realizando analises de agucares redutores totais,
que nao foi realizado neste trabalho, aumentando assim, a concentracao inicial de agucares
totais que a levedura consome, modificando o resultado para valores mais adequados a levedura
e o fator de conversdo. A produtividade de etanol (1,07 g/L/h) ficou abaixo na comparagdo com
alguns trabalhos, principalmente de Pereira, (2020) usando hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana de actcar (1,59 g/L/h) e de Dobrescu et al., (2021) na conversao do hidrolisado
hemicelulosico de serragem de abeto (1,47 g/L/h), que foram os maiores valores encontrados.

Neste mesmo parametro, este trabalho ficou acima do encontrado por Vargas et al. (2023) com

a utilizacdo de hidrolisado hemiceluldsico de capim elefante.

Tabela 6 - Resultados obtidos da literatura de fermenta¢des com diferentes hidrolisados hemiceluldsicos e
linhagens de levedura capazes de fermentar a xilose.

Etanol Xilitol
Levedura  Tipo de Biomassa Yoo Q Yo Q Operacio Referéncia
(g/g) (gll/h)  (g/g) (g/l/h)
S. ci)rézsme Capim elefante 0,36 0,18 0,61 0,07 SHF (VARGAS et al., 2023)
S’ Cana de agticar 0,44 - 0,14 - SHF (DIONISIO et al., 2021)
passalidarum
S. cerevisiae . (DOMINGUEZ et al.,
MEC 1133 Paulownia 0,26 0,51 - - SHF 2021)
S. zi;—elv ﬁ)zae Serragem de abeto 0,45 1,47 SHF (DOBRESCU et al., 2021)
C. boidinii Fibras de milho - - - 0,14 SHF (FEHER et al., 2015)
Ogatafa Farelo de trigo - - 0,55 0,23 SHF (BEDG et al., 2019)
zsoltii
S. cerevisiae bagaco cana de
MP-CSH1 acticar 0,39 1,59 0,1 - SHF (PEREIRA, 2020)
S. cerevisiae (LIU; HUANG; GENG,
STXQ Cachos de palma 0,42 - - - SHF 2018)
C.tropicalis . (WANG; LING; ZHAO,
M2012462 Palha de milho - - 0,71 0,94 SHF 2015)
C.tropicalis TR - 0,28 - - (VALLADARES-
P hidrolisado de DIESTRA;
cascas de cacau SHF VANDENBERGHE;
S. cerevisiae - 0,5 - - SOCCOL, 2022)
§. cerevisiae  Hidrolisadode 00y o5 o940 050 sHF Este trabalho

MP-C5H1

bagaco de acerola

SHF: Fermentagao e hidrolise separadas; * hidrolisado contendo majoritariamente glicose proveniente da hidrolise

da celulose.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os parametros cinéticos para o xilitol, conforme dados da Tabela 5, apresentaram
produtividade (Qp) € Yiiiiwols de respectivamente 0,20 g/L/h e 0,74 g/g. No trabalho de Vargas
etal. (2023) e Fehér et al. (2015) foi encontrado valores de produtividade volumétrica de xilitol
menores, 0,07 e 0,14 g/L/h respectivamente, do que neste trabalho. Os demais autores citados
na tabela, apresentam produtividades maiores, entre 0,23 e 0,94 g/L/h. Mesmo comparando os
resultados, ainda ha uma certa peculiaridade na comparagao entre as fermentacdes de diferentes
biomassas, pois cada uma apresenta uma matriz bioldgica complexa e diferente.

Na literatura, a fermentagdo de hidrolisado de bagago de acerola foi citado apenas uma
vez por de Oliveira et al. (2021), porém ndo foi utilizado o hidrolisado hemiceluldsico. No
estudo citado foi avaliado o potencial de uso de residuos de frutas da Amazonia para produgao
de etanol e a acerola estava entre elas. Foi realizado uma hidrdlise 4cida com 1% de acido
sulfurico e em seguida, foi realizado a hidrélise enzimatica do contetido sélido recuperado.
Diferentemente deste trabalho, a fragao utilizada como veiculo da fermentagdo foi o residuo
solido, e ndo o hidrolisado. Como resultado, de Oliveira et al. (2021) encontrou para Y etanol/s
0,12 g/g e para (Qp) 0,15 g/L/h, valores menores do que encontrados neste trabalho. Vale
ressaltar que a levedura utilizada foi a S. cerevisiae convencional, e a fermentagdo ocorreu em
frascos de 250 mL (volume de reagdo de 100 mL em 24 h), com uma concentracdo de glicose
inicial de 7,2 g/L.. Como se tratava de uma levedura convencional, a utiliza¢do de pentoses nao
foi mencionada. Podemos vislumbrar diversas vantagens neste trabalho em relacdo ao trabalho
de Oliveira et al. (2021), como o uso do hidrolisado com maior disponibilidade de actcares,
pentoses e hexoses, e a utilizagdo de uma levedura recombinante capaz de fermentar duas fontes

de agucar (glicose e xilose) e converté-los em etanol.

4.4.3.1 Analise da viabilidade celular durante a fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico de

residuo de acerola

Durante a fermentacao, amostras foram coletadas para avaliar a viabilidade das células
da S. cerevisiae MP-C5HI1 considerando que o hidrolisado hemicelulosico de residuo de acerola
foi obtido através de hidrdlise acida. Sendo assim, além dos aglcares, componentes
pertencentes a classe dos extrativos e fragmentos de lignina estdo presentes no hidrolisado.
Mesmo com alta densidade celular, o consumo dos componentes nao foi completo. Contetidos
provenientes de compostos fendlicos totais e de degradacdo dos aguicares, a partir da hidrélise
poderia estar impedindo o desempenho celular. A Tabela 7 mostra que a viabilidade celular

permaneceu entre 77 e 86% (desconsiderando o valor do primeiro ponto 0 h) o que poderia ser
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melhor, como em Pereira (2020), onde a viabilidade celular da fermentagao do hidrolisado ficou
em 97% (minimo), em consequéncia, melhores resultados cinéticos. A levedura como
demonstra a Figura 15 (1), ndo apresentou deformacgdes na parede celular causada por estresse
e demonstrou caracteristicas especificas da S. cerevisiae, como formato oval, e algumas etapas
do crescimento celular durante a microscopia. O crescimento observado na camara de Neubauer
incluiu as células se dividindo com nucleos separados, células ainda sem divisdo, pequenos

brotos e células mortas (LIU, 2013).

Tabela 7 - Analise da viabilidade celular de S. cerevisiae MP-C5H1 de amostra coletada durante a fermentagio
do hidrolisado hemiceluldsico de residuo de acerola

Células Células

Tempo ]
vivas mortas

(h) (%) (Y0)
0 67 33

3 81 19

12 86 14
21 77 23

36 78 22
48 78 22

60 82 18

72 84 16

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Leitura da viabilidade celular de S. cerevisiae MP-C5H1 de amostra coletada durante a fermentacao
do hidrolisado hemiceluldsico de residuo de acerola através de microscopia em camara de Neubauer.
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Fonte: (1) Elaborado pelo autor (2) (LIU, 2013).

4.4.4 Comparacdo entre as fermentagdes em meio sintético e hidrolisado hemicelulosico do

residuo de acerola

A acerola ¢ uma fruta que apresenta diversos compostos, como agucares, altas
concentragdes de fitoquimicos e compostos bioativos, além daqueles que ainda ndo foram
identificados ou quantificados (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2019). Isto nos conduz a
um pensamento de que o hidrolisado do bagago de acerola deve possuir uma estrutura muito
complexa. Quando comparamos a fermentacdo do hidrolisado complexo de acerola a uma
fermentagdo com meio sintético definido, podemos observar que os valores dos parametros
cinéticos (Tabela 6) da fermentacao foram diferentes. A produtividade volumétrica de etanol e

também os fatores de conversao de substrato em produtos (Tabela 6), foram maiores nos meios
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sintéticos do que no hidrolisado hemicelulosico de acerola. Tal efeito pode ser atribuido a
capacidade da levedura de se adaptar tanto a infinidade de compostos presentes no hidrolisado
quanto aos agentes inibidores de fermentagdo no hidrolisado.

Outros parametros cinéticos que podem ser usados para avaliagdo da fermentacdo sdo
as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e formagao de produto (pp). Vale frisar
que os calculos utilizados neste trabalho foram realizados através do modelo sigmoidal de
Boltzmann, onde obtivemos resultados que simulam todos os pontos das fermentagdes que nao
foram coletados e analisados em CLAE. Ao compararmos a velocidade especifica de consumo
(us) da xilose e da glicose do hidrolisado hemicelulésico de acerola com a fermentagdo A
(Figura 16), a qual apresenta concentracdes de agucar mais proxima, observamos que a
velocidade do consumo da glicose e da xilose foi consideravelmente maior para a fermentacao
A. A glicose foi consumida por completo nas primeiras 2 h e a xilose ao final de 24 h. Em
relagdo a esta comparacdo, podemos observar que a levedura apresentou um consumo mais
lento quando o hidrolisado foi usado como meio de cultivo. Os valores maximos de ps da
glicose para as fermentacdes com meio sintético A, B e com o hidrolisado hemicelulosico foram
de 3,23, 1,57 e 1,26 gs/gx/h, respectivamente. Ja para a xilose os valores de ps foram de 0,34,
0,27 e 0,22 gs/gx/h respectivamente. Para formagao de produto (pp), as velocidades maximas
alcangadas para producao de xilitol foram, no meio sintético A 0,63, no meio sintético B 0,088
e no hidrolisado hemicelulésico foi 0,010 gp/gx/h. Para etanol, na mesma ordem anterior, A

1,12, B 0,75 e hidrolisado hemicelulosico 0,35 gp/gx/h.
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Figura 16 - Perfil de velocidade especifica de consumo (uS) de glicose ne xilose e perfil de velocidade de
formagao de produtos (P), nos ensaios de fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico obtido do residuo de
acerola e com o meio sintético de diferentes concentragdes A ¢ B.
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A velocidade de consumo e de produgdo foram calculadas através de ajuste sigmoidal de Boltzmann usando as
curvas de consumo de substrato e formagao de produto, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Entre os meios sintéticos A e B, observamos uma diferenca no padrdo de consumo da
xilose e da glicose. Na fermentacdo B a xilose foi consumida mais lentamente e de forma
incompleta. Ja a glicose apresentou uma demora de quase 8 h para ser consumida por completo,
diferentemente da A. Existe a possibilidade de a levedura ter sofrido um fendmeno
caracteristico da S. cerevisiae chamado repressdo catabolica em todas as fermentacdes
realizadas neste trabalho. Ao adicionarmos mais glicose no meio fermentativo, podemos ter
desencadeado uma resposta fisiologica da levedura, a remodelagdo do seu metabolismo na
presenta de glicose, chamada repressao catabolica de carbono (TRICHEZ et al., 2023). Este

fato observado na diferenca de inicio do consumo da xilose, que € apds o da glicose e mais
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lento, levando a entender que houve um padrdo de repressao catabolica, com énfase no meio
sintético B e no hidrolisado hemicelulosico.

A presenga de inibidores encontradas no hidrolisado hemicelulosico de acerola ¢
majoritariamente de dcido acético e compostos fenolicos totais. Inibidores como HMF e furfural
ndo foram detectados, mas € importante salientar que mais compostos inibidores ndo avaliados
neste trabalho possam ter sido formados, visto que as formas mais comumente encontradas
derivam da celulose, hemicelulose e lignina. Aldeidos derivados de agucares, acidos organicos,
benzoquinonas, compostos fenolicos e nido fenodlicos, todos estes sdo grupos que contém
diversas possibilidades de produtos de degradagdo. Outra possibilidade de inibi¢do no meio de
cultura do hidrolisado hemiceluldsico de acerola, ¢ a presenga de aglicares em estrutura de
monodmeros e oligdmeros, como a celobiose (SJULANDER; KIKAS, 2020).

No trabalho de Zanella (2018) foi citado que mesmo as leveduras (S. cerevisiae MP-
P5 e EZY-01) sendo capazes de converter o inibidor furfural adicionado a fermentacdo em meio
sintético de co-fermentagdo de xilose e glicose, a presenca de inibidores pode causar um
desequilibrio no metabolismo das células, que vai ser mais expressivo quando a fonte de
carbono for xilose, do que glicose. Em geral, inibidores podem incapacitar proteinas celulares,
membranas ou DNA, acidificar a matriz celular e desconfigurar a configuragdo lipidica da
membrana celular. No caso do HMF e furfural especificamente, pode ainda aumentar a
quantidade de oxigénio reativo intracelular e inativar enzimas da via glicolitica (SJULANDER;
KIKAS, 2020; ZANELLA, 2018).

Algumas estratégias podem ser adotadas para melhorar a produtividade de etanol no
hidrolisado hemiceluldsico de acerola, como a citada no trabalho de Dobrescu et al. (2021), que
estudou uma nova estratégia de propagacao para melhorar o metabolismo da xilose durante a
fermentagdo de cerragem de abeto. A realizagdo da propagacdo celular ocorrer no meio
utilizado na fermentacao, poderia ser considerado uma adaptagdo de curto prazo e prover uma
melhor adaptagdo para uma futura longa fermentacgao.

No trabalho de Wang; Ling; Zhao (2015), foi testado o aumento da concentragio
inicial celular de C. tropicalis M2012462 no hidrolisado de palha de milho e também em meio
sintético, de 0,4 g/L para 1,6 g/L. As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de
500 mL. No meio sintético a produtividade e rendimento da producao de xilitol foram afetados
com o aumento celular, porém um comportamento diferente foi observado para o hidrolisado.
A partir do aumento celular, houve aumento no fator de conversao Yxiiwors de 0,67 para 0,71

g/g, produtividade de xilitol de 0,56 para 0,94 g/L/h e reducdo do tempo de fermentacao em
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37%, para o hidrolisado. A conclusdo para esta melhoria na fermentacdo foi que o aumento
celular alivia a acdo dos inibidores.

Sob o ponto de vista de melhoria da levedura utilizada, a utilizagdo de outras linhagens
de leveduras poderia ser testada. A total conversdo de agucares durante uma fermentagdo para
a produgdo de etanol ¢ um desafio e a utilizacdo da S. cerevisiae poderia ser afetada por nao
fermentar pentoses naturalmente, por este motivo, a co-cultura de S. cerevisiae poderia ser
realizada junto a uma levedura fermentadora de xilose (NDUBUISI et al., 2023).

Entre as linhagens de leveduras que se destacam no consumo da xilose, além das
geneticamente modificadas, duas leveduras ndo convencionais chamam aten¢ao na produgao
de bioetanol de segunda geragdo, Spathaspora passalidarum e Scheffersomyces stipitis. Estas
leveduras sdo citadas por Trichez et al. (2023), como as melhores linhagens descritas até agora
na co-fermentacdo de xilose e glicose, e de fato muito importante, sdo capazes de consumir
outros agucares como manose, galactose, arabinose e celobiose. Além disto, a S. passalidarum
tem a capacidade de fermentar glicose, xilose e celobiose em condigdes limitadas de oxigénio,
0 que nos chama atengdo, caso o hidrolisado hemicelulosico de acerola fosse utilizado para
conversao total dos agucares e produgao de bioetanol de segunda geragdo. Mesmo assim, nao
se descarta a possibilidade das leveduras recombinantes, pois cada vez mais a engenharia
metabolica vem descobrindo novos genes alvos para melhoria da utiliza¢do das leveduras na

conversao de biomassas lignocelulosicas (TRICHEZ et al., 2023)
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5 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel avaliar trés diferentes concentragdes de acido diluido na
hidrélise termoquimica do bagaco de acerola e foi encontrado que a melhor concentragdo de
acido diluido, 1,5% de H2SO4, chegando a concentragdes de pentoses de 8,9 g/L de xilose € 5,6
g/L de arabinose. Além das pentoses, a glicose (1,3 g/L —hexose) e compostos inibidores como
acido acético (1,3 g/L) e compostos fenolicos totais (0,5 g/L) também foram quantificados nas
analises. A hidroélise acida foi eficiente, pois foi capaz de recuperar 119% de xilose e 611% de
arabinose, extrapolando 100% devido a etapa de remog¢do de extrativos do bagaco sem pré-
tratamento, utilizado como base de célculos. Além da obtencdo dos acucares, foi possivel
caracterizar quimicamente o residuo antes e depois do pré-tratamento. Foi obtido um
hidrolisado hemicelul6sico rico em pentoses € hexoses que foi submetido a fermentagdo como
meio de cultura, apds diversas etapas do pré-tratamento, como evaporagdo e hidrdlise
enzimatica.

A etapa de fermentagdo utilizando a S cerevisiae MP-C5H1 em meios de cultura
sintéticos em incubadora Shaker, em frascos Erlenmeyer agitados, demonstrou a réapida
atividade da levedura. O desempenho da levedura no meio sintético A foi de 12 h com uma
produtividade de etanol (Qp) de 1,97 g/L/h, ja no meio sintético B, houve caracteristicas de
repressao catabdlica pela glicose, devido sua alta concentragdo. A produtividade encontrada
para o meio B foi 1,90 g/L/h, sem diferenca significativa com o meio A. Nao foi encontrado
efeito inibitorio pela presenca de arabinose nos meios sintéticos.

Os resultados obtidos na fermentacdo em batelada em biorreatores, utilizando o
hidrolisado hemiceluldsico de acerola como meio de cultura em alta densidade celular de §
cerevisiae MP-C5H1 como agente fermentador pode ser considerada uma boa opcao para
producao de bioetanol e para recuperagdo do acticar de alto valor, arabinose.

Conclui-se que com os parametros cinéticos avaliados na fermentacdo com o
hidrolisado hemicelulésico de acerola nos indica perspectivas de utilizagdo como meio de
cultura e demostra potencial para a produgao de produtos de alto valor agregado através da
fermentagdo como o etanol, xilitol e arabinose.

Este trabalho serve como apoio para futuros trabalhos utilizando o hidrolisado
hemiceluldsico de acerola como meio de cultura para fermentacdes. Apds estabelecidos os
potenciais produtos de aproveitamento utilizando a S cerevisiae MP-C5H1, ¢ possivel adotar
estratégias que direcionem a fermentagdo ao produto desejado. Diversas modificacdes

operacionais podem ser realizadas, como testes de fermentacdo com aeragdo, regimes de
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batelada alimentada, mudanca na densidade celular ¢ até mesmo a utilizagcdo de leveduras com

foco na biopurificao da arabinose.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um planejamento experimental para definir a melhor concentragdo de acido
sulfarico diluido para extracdo dos agucares, sempre visando a reducdo de seu uso e
custos.

Continuar os testes de fermentacdo com o hidrolisado hemiceluldsico de acerola
utilizando diferentes cepas de leveduras modificadas e ndo convencionais para
determinar a levedura de melhor eficiéncia no produto desejado, para futuro
escalonamento de processo, como Spathaspora passalidarum e Scheffersomyces stipitis
na produgao de etanol.

Realizar a fermentacdo em estratégia operacional de batelada alimentada para melhorar
a produtividade de etanol e também reduzir a inibicdo da levedura pelos compostos

presentes no hidrolisado hemiceluldsico de acerola.
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