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RESUMO

Otimizacao da hidrdlise da casca de arroz (Oryza sativa) e avaliacdo da capacidade de
bioconversdo deste hidrolisado a etanol e xilitol por leveduras *

Autor: Lilian Raquel Hickert
Orientador: Dr2 Priscila Brasil de Souza-Cruz
Co-Orientador: Marco Anténio Zachia Ayub

Os residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como a casca de arroz, sdo fontes abundantes
e de baixo custo de celulose e hemicelulose, para producdo biotecnolégica de compostos de alto
valor agregado, como os alcoois, etanol e xilitol. O presente trabalho teve como objetivo otimizar a
hidrélise acida diluida da casca de arroz, utilizando como ferramenta o planejamento experimental,
e ampliar os conhecimentos sobre a producédo biotecnolégica de etanol e xilitol, mediante o cultivo
de microrganismos sobre esse hidrolisado. Um planejamento composto central 22 com trés pontos
centrais foi realizado abrangendo apenas as variaveis significativas para liberacdo de agucares
(temperatura e concentracdo de acido). A maxima solubilizacdo dos aglcares (70% de eficiéncia)
foi obtida a 150°C e 3 mmol H,SO, g™ s6lido seco (SS), gerando cerca de 2,3 g L™ de téxicos totais
(soma de inibidores acido acético, furfural e hidroximetilfurfural). No entanto, é desejavel que o
hidrolisado contenha baixo teor de compostos toxicos, ja que estes podem comprometer a
eficiéncia da fermentacdo. Sendo assim, a condicdo que empregou a temperatura de 129°C e 4,4
mmol H,SO, g™ SS, apresentando 52% de eficiéncia na liberacdo de aglcares e apenas 0,18 g I de
inibidores, foi selecionada. Cultivos sobre meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz, a
180 rpm e 30°C, foram realizados em agitador orbital, utilizando leveduras fermentadoras de
hexoses e pentoses, como Saccharomyces cerevisiae, e Candida shehatae, Pichia stipitis e
Spathaspora arborariae, respectivamente, em cultivos isolados e em co-cultivo. As cepas testadas
isoladamente apresentaram valores de produtividade de etanol (Yes) entre 0,35 e 0,46 g g*,
enquanto que o rendimento dos co-cultivos variou de 0,30 a 0,77 g g™ de etanol, sobre ambos 0s
meios. Cultivos foram conduzidos em biorreatores submersos utilizando S. cerevisiae,
individualmente e em consoércio com S. arborariae sobre hidrolisado de casca de arroz (1 vvm de
aeracdo e 300 rpm). O maior rendimento de etanol foi obtido no cultivo isolado de S. cerevisiae,
com Ypss de 0,52 g g7, enquanto que o co-cultivo apresentou um Yes de 0,42 g g*. Foi avaliado o
desempenho do processo de sacarificagdo e fermentacdo simultanea sobre hidrolisado de casca de
arroz nao filtrado, associando um complexo enzimatico (contendo celulases e xilanases) ao co-
cultivo (S. cerevisiae - S. arborariae), este processo aumentou a produtividade de etanol em 26%.

1. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.



ABSTRACT

Rice hull hydrolysis optimization and evaluation of this hydrolysate bioconversion to

ethanol and xylitol by yeasts *

Author: Lilian Raquel Hickert
Supervisor: Dr2 Priscila Brasil de Souza-Cruz
Co- Supervisor: Marco Antonio Zachia Ayub

Agroindustrial lignocellulosic residues such as rice hulls, are abundant resources and low
cost of cellulose and hemicellulose, compounds for biotechnological production of high value by-
products, such as alcohols, ethanol and xylitol. This study aimed to optimize the dilute acid
hydrolysis of rice hull, using the experimental design tool and expand knowledge about the
biotechnological production of ethanol and xylitol by cultivation of microorganisms on the
hydrolysate. A 2% central composite design with three central points was carried out covering only
the significant variables for the release of sugars (acid concentration and temperature). The
maximum sugars solubilization (70% efficiency) was obtained at 150°C and 3 mmol H,SO, g™ dry
solids (SS), generating about 2.3 g L™ of toxic compounds (sum of acetic acid inhibitors, furfural
and hydroxymethylfurfural). However, it is desirable that the hydrolysate contains low levels of
toxic compounds, as these can compromise the efficiency of fermentation. Thus, the condition that
used the temperature of 129°C and 4.4 mmol g™ H,SO, g SS, with 52% efficiency in the release
of sugars and only 0.18 g I inhibitors, has been selected. Cultures on semi-synthetic medium and
hydrolysate rice hull at 180 rpm and 30°C, were performed in shaker, using yeast that ferment
hesoxes as Saccharomyces cerevisiae, and pentoses as Candida shehatae, Pichia stipitis and
Spathaspora arborariae, in isolated cultures and co-cultivation. The strains tested alone showed
ethanol yields coefficients values (Yps) between 0.35 and 0.46 g g™, while the yields of co-cultures
varied from 0.30 to 0.77 g g™ ethanol, on both media. Cultures were conducted in submerged
bioreactors using S. cerevisiae, both individually and in consortium with S. arborariae on
hydrolysate rice hull (1 vvm aeration and 300 rpm). The highest ethanol yield coefficient was
obtained in the culture isolate of S. cerevisiae, with Yps = 0.52 g g*, while the co-culture showed
Yess of 0.42 g g ™. The performance of the simultaneous saccharification and fermentation process
of rice hull hydrolysate (unfiltered), involving an enzyme complex (containing cellulases and
xylanases) to co-cultivation (S. cerevisiae-S. arborariae), were evaluated, and this process
increases the ethanol yield in 26%.

1. Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.
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1. INTRODUCAO

O estudo em torno da produgdo biotecnoldgica de etanol a partir de residuos
lignocelulésicos agroindustriais tem se tornado cada vez mais importante, por figurar como
uma tecnologia “limpa”. A producao de etanol a partir de materiais lignocelulésicos podera
aumentar a disponibilidade de recursos energéticos além de diminuir a poluicdo e o
acumulo de CO; no ar.

Os residuos lignoceluldsicos agroindustriais possuem baixo valor econémico e a
transformacdo destes residuos em material energicamente aproveitavel devera diminuir a
ocorréncia de competicdo entre alimentos e combustiveis. O aumento das areas de plantio,
afeta 0 meio ambiente de forma expressiva, no que diz respeito a substituicdo de areas
ocupadas por florestas nativas ou por plantagdes de culturas como cana-de-agucar e soja.

Grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos sdo acumuladas no meio
ambiente decorrentes da producéo agricola e do beneficiamento de cereais, por exemplo. O
acumulo de tais residuos pode acarretar em problemas de origem ambiental, decorrentes do
desequilibrio do meio ambiente gerado pela sua decomposicdo descontrolada, além da
degradacdo desses residuos representarem a perda de potenciais recursos energéticos, uma
vez que, sdo recursos passiveis de biotransformacdo a compostos de elevado valor
agregado como combustiveis (etanol). A producdo de etanol a partir de hidrolisados de
residuos lignocelulésicos agroindustriais tem sido tema de inGmeros trabalhos cientificos,
ja que é possivel converter a celulose e a hemicelulose a etanol através de bioprocesso.
Estima-se que a fixacdo de CO, pelas plantas terrestres é de aproximadamente 56x10°
toneladas/ano e que a producéo de biomassa mundial é de 170-200 x10° ton/ano, dessas,
70% sdo parede celular (150-170 x10° ton/ano) composta por 70% de celulose e

hemicelulose que é a fracdo dessa biomassa passivel de transformacdo a bioetanol.
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Atualmente utiliza-se apenas 2x10° ton/ano dessa biomassa oriunda de parede celular
sendo que 1,05 x10° e 9,5 x10® sdo utilizados para producdo de energia e fabricagdo de
madeira e papel, respectivamente (PAULYet al, 2008).

Uma visdo geral das publica¢bes envolvendo residuos agroindustriais aponta um
aproveitamento regional de produtos, verificando-se producgdes cientificas empregando
subprodutos do processamento do milho, por grupos norte-americanos; e do bagaco de
cana-de-acUcar no Brasil. Porém, no Brasil, além da cultura de cana-de-aglcar que se
concentra na regido sudeste do pais, n6s temos a cultura de milho, trigo, algod&o, arroz
entre outras. A China é o principal produtor mundial de arroz, com 184 mil toneladas, ou
seja, 29% do total produzido, seguida pela india com 21,5%. A producdo brasileira
corresponde a 1,8% da producdo mundial e tem se mantido préxima a 10 milhdes de
toneladas, em 2006.

Em 2006, o Rio Grande do Sul foi o maior produtor nacional de arroz, com 50%
do total produzido no pais. O manufaturamento do arroz gera grandes quantidades de
residuos, como a palha e a casca de arroz. Mais de 113 milhdes de toneladas de casca de
arroz sdo geradas a cada ano no mundo (YU et al, 2009). Para que 0s residuos
lignoceluldsicos, como a casca de arroz, sejam bioconvertidos, € necessaria a utilizagédo de
pré-tratamentos, que liberem os acglUcares fermentesciveis existentes na composicdo dos
materiais lignoceluldsicos. Esses pré-tratamentos podem ser realizados mediante hidrolise
quimica ou enzimatica. Uma técnica fundamentada e bastante difundida é a hidrdlise acida
diluida. Através dela ocorre a liberacdo das pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(glicose, manose, galactose e outros) constituintes da hemicelulose.

Um conceito que se busca atualmente, quando falamos em processos
fermentativos de hidrolisados oriundos de materiais lignoceluldsicos é de biorrefinaria, o

qual visa aproveitar as sinergias entre a producédo de biocombustiveis e outros bioprodutos
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de alto valor agregado, aumentando a diversidade econdmica da biorrefinaria. Tanto etanol
quanto xilitol, um composto amplamente usado na industria alimenticia e farmacéutica,
podem ser formados no processo fermentativo dos materiais lignoceluldsicos. A
fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos a etanol e/ou xilitol requer a presenca de
microrganismos que fermentem tanto as hexoses quanto as pentoses do meio, inserindo-se
no contexto de biorrefinaria. Para isso, sistemas de co-fermentagcdes sdo interessantes,
utilizando tanto microrganismos que convertam simultaneamente glicose e xilose a etanol
e xilitol. As condicOes de fermentacdo empregadas séo as que irdo determinar os produtos
finais do processo.

A conversdo de residuos agroindustriais mediante processos biotecnoldgicos
permite, também, o desenvolvimento de tecnologia e ciéncia em paises subdesenvolvidos,
onde este tipo de material € mais abundante justamente pelo fato de esses paises
apresentarem grandes producgdes agricolas, matérias-primas, e baixas producgdes de
materiais manufaturados, cujo valor agregado é superior.

Com o objetivo de ampliar os conhecimentos sobre a producdo biotecnoldgica de
etanol a partir da conversdo de hidrolisado de casca de arroz por leveduras, elaboraram-se
estudos que compreenderam: a otimizacdo da hidrdlise acida diluida da casca, selecdo de
leveduras eficientes produtoras de etanol, estudo da conversdo biotecnologica do
hidrolisado em produto e avaliacdo da sacarificacdo e fermentacdo simultanea do

hidrolisado a etanol e xilitol, em biorreatores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOMASSA

Atualmente o Brasil tem mais de 80% de seus veiculos rodando com bioetanol e até
mesmo motores para pequenos avides estdo sendo desenvolvidos. Com a crescente
instabilidade dos precos do petréleo do Oriente Médio, muitos paises decidiram optar por
uma politica energética para a utilizacdo de biocombustiveis. 1sso inicia uma pressao para a
producéo de culturas que fortaleca a producdo de bioetanol. No entanto, o uso de culturas
alimentares como milho, beterraba, etc. para producdo de bioetanol podem provocar
conflito com a producéo de alimentos (SOCCOL et al., 2010).

A producdo de bioetanol a partir da biomassa lignocelulésica é uma forma de
reduzir o consumo e o esgotamento dos combustiveis fosseis e a poluicdo ambiental. A
biomassa pode ser obtida a partir de residuos florestais que, devido as grandes quantidades
de residuos disponiveis, tem potencial para se tornar significativas fontes de matérias-
primas para o0 processo de transformacdo da biomassa em etanol (GIL et al., 2010).

A biomassa vegetal € composta por duas classes, a primeira é formada por agucares
de reserva como 0 amido e a sacarose que € amplamente utilizada pelas industrias
alimenticias e de bioconversdo a etanol. A segunda classe € composta pelas partes
estruturais da planta, é o caso da lignocelulose, que é formada por agucares mais

complexos e de dificil acesso (OCTAVE e THOMAS, 2009).

2.1.1 Materiais lignocelulésicos

Devido a diminuicdo de reservas de combustiveis fosseis, fontes alternativas de

energia devem ser renovaveis, sustentaveis e eficientes, ter custo conveniente e seguro
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(CHUM e OVEREND, 2001). A biomassa lignoceluldsica representa uma matéria-prima
abundante para produgdo de etanol, e ndo concorre para uso como alimento. Os
biocombustiveis denominados como de segunda geragdo, tais como os derivados da
biomassa lignocelulésica, estdo tornando-se amplamente aceitos como superiores aos
denominados biocombustiveis de primeira geracdo, derivados de culturas alimentares
(SIVAKUMAN et al., 2008). Arroz, trigo, cana e algoddo contabilizam 66% do total de
residuos gerados na producdo industrial (PRASAD e SINGH, 2007). Os materiais
lignocelulésicos sdo amplamente disponiveis a baixo custo e renovaveis a serem
considerados ideais para a producdo de etanol (JONNSON et al., 2007). Na pratica, 0
hidrolisado de biomassa lignocelulésica pode ter diferentes proporcdes de glicose/xilose
em funcgéo dos diferentes métodos de hidrolise e diferentes substratos (ZHAO et al., 2008).

Segundo KUMAR e colaboradores (2008) os maiores componentes da parede
celular de plantas sdo a celulose, a hemicelulose e a lignina, além de varios extrativos e
compostos inorganicos. A proporcao destes componentes varia na composicao dependendo
da espécie da planta, idade, tempo de colheita e condicdo ou estagio de crescimento
(JEFFRIES e JIN, 2000). A celulose € um homopolimero extremamente ordenado de
celobiose, o qual é dimero de glicose, que possui em sua extensdo cerca de 10.000
unidades glicosidicas formando uma cadeia rigida em forma de fibras. A hemicelulose por
sua vez € um heteropolimero menor, com grau de polimerizacdo entre 100 e 200 e possui
muitas ramificacdes contendo diferentes carboidratos como a xilose, arabinose, manose,
galactose, glicose, assim como &cidos urénicos. Dependendo da predominancia do tipo de
acucar as hemiceluloses podem ser chamadas de arabino-xilanas, mananas, glucanas ou
galactanas. Esses acgucares contém cinco (pentoses) ou seis (hexoses) carbonos em sua
estrutura e sdo unidos por ligacdes glicosidicas do tipo 1-3, 1-4 e 1-6, quase sempre

acetiladas, formando uma estrutura fraca e hidrofilica que serve como uma conexdo entre a
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lignina e as fibras de celulose, além de conferir rigidez ao complexo celulose-
hemicelulose-lignina (STAMBUK et al., 2008). A lignina por sua vez é uma
macromolécula tridimensional composta basicamente por unidades de fenilpropano, que se
processa por via radicalar a partir da reacdo de trés diferentes alcoois cinamilicos
precursores (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil). Na parede celular, a lignina esta associada
as polioses através de interaces fisicas e ligacdes covalentes. O fato de a lignina envolver
as células funcionando como uma “cola” dificulta a biodegradacdo, protege a planta contra
0 ataque de microrganismos e confere coesdo a estrutura interna além de resisténcia ao
esforgo mecénico (FENGEL E WEGENER, 1989; HOFRICHTER, 2002; READING et
al., 2003).

Em estimativa feita por KIM e YUM (2006) sdo gerados 1,5 trilhdes de toneladas
de biomassa lignocelulésica por ano, tornando essa uma fonte inesgotavel de matéria-
prima para formacéo de bioprodutos, como o etanol e o xilitol. Esse enorme acumulo de
residuos lignoceluldsicos provém em grande parte do processamento de culturas agricolas.
Nesse ambito, merecem destaque as significativas quantidades de residuos de plantas
remanescentes e inutilizadas apos as colheitas de sementes e graos, bem como os residuos
oriundos do manufaturamento em industrias.

No Brasil, a area ocupada atualmente com a cultura de cana-de-agucar, por
exemplo, é de aproximadamente 9 milhGes de hectares, superior em 11,5 % a safra anterior
(MAPA/CONAB, 2009). A cada ano sdo produzidas toneladas de residuos oriundos dessa
cultura, o chamado bagaco de cana, 0 qual é massivamente estudado para bioconversdo a
etanol por grupos de pesquisa do sudeste brasileiro. Estados como o Rio Grande do Sul
(RS), que ndo participam do mercado alcooleiro e ndo produzem bagaco de cana com
grande expressdo. Em compensacdo o RS é um dos maiores produtores de arroz do Brasil e

conseqlentemente de residuos provenientes do processamento desse grao. A Regido Sul é
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a principal produtora de arroz, colheu 7 531 984 toneladas em 2004, que correspondeu a
56,73% do total produzido no Pais. O Rio Grande do Sul, principal estado produtor, deteve
47,74% do total produzido, tendo sua producdo apresentado um crescimento de 34,94%
(IBGE, 2006). A Figura 1 nos mostra a propor¢do em comparagdo com outros estados

brasileiros.
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Figura 1: Producéo de arroz em toneladas por tempo em anos.

A casca de arroz torna-se, neste contexto, um residuo muito abundante e de baixo
valor agregado pelo seu baixo valor como racdo animal, pois é de dificil digestibilidade,
baixa densidade, e em grande quantidade de cinzas/silica como componentes e

caracteristicas abrasivas (SAHA e COTTA, 2008).
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2.1.1.1. Pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos devem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos de forma a liberar os aclcares fermentesciveis ou aumentar sua
susceptibilidade a hidrdlise enzimatica (LEE, 1997).

A conversdao de biomassa lignocelulésica a etanol segue uma metodologia
semelhante, que inclui um pré-tratamento para melhorar a acessibilidade dos
polissacarideos da parede celular de hidrolise das enzimas, podendo ser seguido ou ndo por
uma hidrdlise enzimética dos polissacarideos em agucares componentes e, finalmente, a
fermentacdo dos agticares monoméricos em etanol (SIVAKUMAN et al., 2008).

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos por uma mistura de carboidratos
polimerizados (celulose, hemicelulose) e lignina. A fragdo celulésica dos residuos
agroindustriais pode ser convertida em glicose por hidrélise enzimatica, utilizando
celulases, ou por via quimica, utilizando &cidos como o sulfdrico (MOSIER et al., 2005).
A hemicelulose se diferencia da celulose substancialmente por ser um polimero
ramificado, tornando-a mais facil de ser hidrolisada que a celulose, que é um polimero
linear que possui partes amorfas e cristalinas (SINGH e MISHRA, 1995). O bioetanol sera
resultante da conversdo dos acUcares fermentesciveis como glicose e xilose, liberados pela
hidrolise acida dos residuos lignocelul6sicos agroindustriais.

Os pré-tratamentos se fazem necessarios, pois provocam efeitos como 0 aumento na
acessibilidade na area de superficie, reducdo na cristalizacdo da celulose, despolimerizacao
parcial da celulose, solubilizacdo da hemicelulose e/ou lignina e a modificacdo da estrutura
da lignina (MARGEOT et al., 2009). Dentre os pré-tratamentos, o realizado com acido
diluido e temperaturas intermediarias é considerado geralmente o mais eficaz em relacéo
custo-beneficio, e atua pelo afrouxamento da parede celular da matriz através da

degradacdo de hemicelulose (SIVAKUMAN et al., 2008). Um fator importante a ser
8
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considerado é que durante a hidrélise &cida diluida, dependendo das condicbes
empregadas, compostos secundarios dos agUcares e da lignina podem ser gerados, inibindo
o0 crescimento de microrganismos fermentadores que serdo utilizados posteriormente a esta
etapa (MUSSATO e ROBERTO, 2004). Segundo PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL
(2000) quando altas temperaturas e pressdes sdo utilizadas no pré-tratamento, xilose e
glicose podem ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente, que séo
posteriormente degradados em &cido formico e levulinico. Além desses compostos, outras
substancias toxicas aos microrganismos podem ser formadas durante a hidrélise como
compostos fendlicos que sdo gerados a partir da quebra parcial da lignina, acidos siringico,
vanilico, palmitico, entre outros.

Para tratamentos fisicos existem diversos tipos de moagem, ja os tratamentos
quimicos e fisicos incluem explosdo a vapor, extracdo por agua liquida quente (LHW),
explosédo de fibra com amonia (AFEX), hidrdlise alcalina, extracdo por solventes, hidrolise
acida diluida, entre outros (SUN e CHENG, 2002). Além desses processos, ainda existe 0
tratamento de deslignificacdo bioldgica e a propria hidrdlise enzimatica da celulose, que
necessita de maior tempo de processo e possui alto custo de producdo, respectivamente

(SUN e CHENG, 2002).

2.2. BIORREFINARIA

Biorrefinaria € um conceito para a colecdo de processos utilizados para conversdo
de biomassa em produtos quimicos e energia. A biomassa lignocelulésica pode ser
fracionada em diversos componentes por tratamentos seqiienciais que separaram produtos
que podem ser utilizados para diferentes aplicacdes, permitindo a maximizacdo dos

beneficios de um recurso renovavel (AMIDON et al., 2008).
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A Figura 2 mostra produtos para diferentes cenérios de uma biorrefinaria de
materiais lignoceluldsicos: (a) simples utilizacdo (todo aglUcar convertido em etanol e
lignina como combustivel de queima), (b) utilizacdo parcial (todo aglcar convertido em
etanol, metade da lignina como combustivel de queima e a outra metade transformados em
materiais poliméricos e acido acético como commodities), (c) utilizacdo completa (glicose
convertida em etanol, xilose e outros agUcares menores em produtos de alto valor
agregado, toda lignina usada na producdo de materiais poliméricos e acido acético como

commodities), respectivamente (ZHANG et al., 2008).

Biorrefinaria multiprodutos

Estrutura da Planta

Lignocelulose

Pré-tratamento

Biotecnologia branca/ Quimica verde

; !

Etanol

Energia

Xilitol Resinas

Figura 2 - Esquema de biorrefinaria lignocelulésica multi-produtos (Adaptado de
OCTAVE & THOMAS, 2009).

A biorrefinaria (Figura 2) pode ser dita de primeira geracdo quando utiliza agucares

considerados reservas metabdlicas da planta, é o caso da sacarose e do amido, que sdo
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acucares facilmente acessiveis e que ja tém tecnologias firmadas para producdo de
bioetanol tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos. Ou ainda, a biorrefinaria pode ser
dita de segunda geracéo, a qual se baseia na producdo de bioetanol, entre outros produtos,
através da utilizacdo do complexo lignocelulésico (celulose, hemicelulose e lignina). As
vantagens na utilizacdo de materiais lignocelulésicos como matéria-prima sdo a
abundancia na natureza e o fato de ndo haver concorréncia com producdo de alimentos
(OCTAVE e THOMAS, 2009).

Segundo ZHANG e colaboradores (2008), as refinarias de petr6leo com o objetivo
de atingir taxas maximas de eficiéncia econbmica, acabam sempre produzindo multiplos
produtos (diesel, gasolina, Oleo lubrificante, etc.). 1sso porque uma planta que produz
apenas um produto serd& um grande risco para 0s investidores e obtera um fraco
desempenho perante as flutuacbes do mercado econdmico. Dessa forma, € preciso
aproveitar as sinergias entre a producdo de biocombustiveis e bioprodutos de alto valor
agregado, pois mais tarde isso ird aumentar a diversidade econémica da biorrefinaria de
biomassa (WYMAN et al., 2003).

Os biocombustiveis tém potencial para substituir uma grande parte dos
combustiveis fésseis, no entanto considera-se que a utilizacdo de biomassa lignoceluldsica,
através de tecnologias de segunda geracdo, sera necessaria para que isso seja alcancado e
economicamente sustentavel. A matriz lignocelulésica é complexa e recalcitrante a
conversao, mas a investigacdo em biorrefinarias esta avancando rapidamente e instalacfes

comerciais esperados no curto prazo (HAYES et al., 2009).
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2.2.1. Bioconversdo de hidrolisados lignocelulésicos a Etanol

A fermentacdo de hidrolisados lignocelul6sicos a etanol requer a presenca de
microrganismos que fermentem tanto as hexoses (glicose, manose e galactose), quanto as
pentoses (xilose e arabinose) na presenca de compostos inibitdrios, incluindo acidos fracos,
furaldeidos e fendis (MARGEOT et al., 2009).

Muitas leveduras sdo conhecidas por fermentar xilose, incluindo géneros como
Candida, Pichia, Hansenula, Debaryomyces, Schawannyomyces, entre outras. As espécies
de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras de xilose a etanol sdo Pichia
stipitis, P. tannophilus e Candida shehatae. Dentre elas, P. stipitis configura como a mais
promissora para aplicacdo industrial, uma vez que é capaz de converter xilose e quase
todos os acucares presentes em hidrolisados lignocelulésicos a etanol, com fatores de
converséo de 0,30 — 0,44 g g de substrato (STAMBUCK et al., 2008). As leveduras P.
stipitis e C. shehatae, sdo capazes de converter xilose em etanol, no entanto, tém um
rendimento relativamente baixo do etanol e baixa tolerancia aos inibidores (TIAN et al.,
2009).

Um dos fatores que afeta significantemente a taxa de utilizacdo dos carboidratos
disponiveis e sua eventual conversdo a etanol € aeracdo do cultivo (SAHA e
WOODWARD, 1997). A limitacdo de oxigénio pode estar associada ao acumulo de etanol
no meio. Sob condicbes aerdbias, grande parte da xilose metabolizada é convertida a
xilitol, que é o principal co-produto formado nos cultivos de xilose sob condicdes limitadas
de oxigénio, comprometendo assim, a producdo de etanol. Inimeras causas sdo atribuidas
para a ineficiente incorporacdo das moléculas derivadas da metabolizacdo da xilose, na
rota bioguimica central, que culmina na formacdo de etanol. A causa mais importante
consiste no desequilibrio redox entre os co-fatores das enzimas xilose-redutase e xilitol

desidrogenase, o qual ocorre sob condic@es limitadas de oxigénio, necessarias para que o
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substrato seja convertido em etanol e ndo a biomassa. Outra causa consiste nas limitagoes
metabdlicas que ocorrem a partir da xilitol desidrogenase, incluindo a etapa de conversao
de xilulose a xilulose-5-fosfato catalisada pela xiluloguinase (WALFRIDSSON et al.,
1995). Além disso, quando a concentracdo de Xxilose atinge determinado nivel e a
oxigenagcdo aumenta, alguns microrganismos preferem utilizar o etanol produzido como
fonte de carbono, isso foi demonstrado em microrganismos como P. tannophilus
(MALESZKA e SCHNEIDER, 1982), Candida tropicalis e Candida guilliermondii
(SCHIRMER-MICHEL et al., 2008).

Quanto a conversdo de hexoses, Saccharomyces cerevisiae é um dos
microrganismos mais utilizados na producéo de etanol de milho, melado, e cana de agucar,
devido a sua alta eficiéncia na fermentacdo de hexoses a etanol, e tolerancia superior ao
mesmo e ao baixo pH. Além disso, possui alta tolerancia a

0s compostos inibitdrios presentes na biomassa lignoceluldsica pre-tratada
(KLINKE et al., 2004). No entanto, devido a falta de uma via metabolica da xilose em
xilulose, S. cerevisiae ndo pode utilizar xilose, apenas se as cepas forem reconstruidas por
engenharia metabdlica (MATSUSHIKA et al., 2009). Vaérias pesquisas atualmente
objetivam o desenvolvimento de linhagens modificadas de S. cerevisiae que consigam
utilizar as pentoses presentes nos hidrolisados (HANH — HAGERDAL et al., 2007).

As co-fermentacGes tém sido bastante utilizadas tanto na forma livre como
imobilizada, com o objetivo de utilizar as pentoses e as hexoses presentes em hidrolisados
lignoceluldsicos (HINFRAY et al., 1995). Meios de fermentacdo com misturas de acucares
tém tido sucesso na conversdo a etanol utilizando leveduras geneticamente modificadas e
bactérias (MONIRUZZAMAN, 1996). Porém outro investimento além da producdo de
etanol pode ser a formacdo simultdnea de xilitol por consorcios de leveduras como C.

tropicalis e S. cerevisiae (LATIF e RAJOKA, 2001). Desta forma o residuo é totalmente
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bioconvertido a produtos de grande interesse comercial, tornando essa tecnologia mais

rentavel.

2.3. SACARIFICACAO E FERMENTACAO SIMULTANEA (SSF)

Vérias etapas estdo envolvidas na producdo de combustiveis e produtos quimicos a
partir da biomassa lignocelulésica, como preparacdo de matérias-primas, pré-tratamento,
fracionamento, hidrolises enzimaticas (sacarificacdo), fermentacdo etc. Dentre os sistemas
de producéo de etanol a partir da celulose, a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF)
€ um dos processos mais estudados. Apds o pré-tratamento, normalmente usa-se
microrganismos que somente utilizam agucares monoméricos, entdo a hemicelulose
presente necessita ser hidrolisada enzimaticamente antes da fermentagéo, e com a SSF isso
ocorre concomitantemente a fermentacdo. O processo SSF oferece beneficios como
aumento da producdo de etanol, reduzindo a inibicdo exercida por produtos de
sacarificacdo e também elimina a necessidade de reatores separados para sacarificacdo e a
fermentacdo, que resulta em reducdo de custos (KRISHNA et al., 2000). As enzimas
podem ser comerciais ou provindas da natureza, reduzindo muito o custo do processo.

A Figura 3, apresentada em OLOFSSON et al., 2008, representa uma representacdo

esquematica da SSF.

Celulose ~
Vet [ e o] ] o2 | SSF [ |destiingae
tratamento {hemicelulose) (destilacdo)

Figura 3: Representacdo esquematica da sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF).
Adaptado de OLOFSSON et al., 2008.
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Apesar da vantagem econdmica do SSF frente a hidrélise e fermentacdo em
separado (SHF), o maior problema com o SSF é a diferenca de temperatura 6tima das
celulases e do microrganismo de fermentagdo. Linhagens de Saccharomyces suportam uma
temperatura maxima de 35°C. Enzimas celulases sdo freqlientemente aplicadas em
hidrélise da celulose tém uma temperatura ideal de 50°C. Uma possivel solugdo para
resolver este problema é usar leveduras termotolerantes ao invés de linhagens de
Saccharomyces, que permitem altas temperaturas de processamento. (KADAR et al.,
2004). Em uma industria, o processo de SSF deve ter concentragdes de enzimas e de
células microbianas balanceadas para minimizar o custo com fermento e producdo de

enzima (OLOFSSON et al., 2008).

2.4. CO FERMENTACAO

Para o processo de producdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos ser
viavel economicamente, todas as hexoses (glicose) e as pentoses (xilose, arabinose etc)
devem ser convertidas. Ndo hd um microrganismo naturalmente capaz de fermentar todos
estes acucares a etanol. (FU et al., 2008).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada para o processo de
producdo de etanol em batelada, sendo uma eficiente fermentadora do hidrolisado. Porém
esta levedura ndo fermenta nem utiliza pentoses no seu metabolismo (OHGREN et al.,
2006).

Um co-cultivo de dois microrganismos, um fermentador de hexoses e um
fermentador de pentoses tém sido muito estudados, como S. cerevisiae e P. stipitis

(GROOTJEN et al. 1991). Porém, deve-se observar certas dificuldades nesta operacdo,
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como encontrar uma aeracdo e pHs ideais para a co-fermentacdo, além de utilizar

microrganismos resistentes aos inibidores presentes no hidrolisado (ZHANG et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CASCA DE ARROZ

A casca de arroz utilizada nos experimentos foi cedida pela empresa Nelson Wendt,
localizada na cidade de Pelotas, RS. A casca foi moida em particulas menores que 1 mm de

didmetro, ensacada e armazenada a temperatura ambiente até a realizacéo das hidrdlises.

3.2. DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA CASCA DE ARROZ

A anédlise da casca de arroz foi feita de acordo com a metodologia descrita por
DUNNIG e DALLAS (1949), que se fundamenta na sacarificacdo quantitativa dos
polissacarideos de diferentes matérias-primas vegetais. A umidade da casca foi
determinada em balanca de infravermelho (OHAUS) por 30 minutos a 105°C. Para a
analise de 2g de casca (massa seca) foram pesadas e transferidas para um beéquer ao qual
foram adicionados 10 mL de acido sulfurico 72% (p/p). A mistura foi agitada
continuamente com bastdo de vidro e climatizada em banho-maria a 50 °C por 7 minutos.
Nessa etapa, denominada hidrolise principal, ocorreu o rompimento das fibras de celulose
em oligbmeros. Apds completar o tempo da hidrolise, a reacdo foi interrompida com
adicdo de 275 mL de agua destilada e o conteddo foi transferido para um frasco de
Erlenmeyer de 500 mL. Em uma etapa de pés-hidrélise, a suspensdo foi autoclavada a
121°C por 15 minutos. Apds resfriamento, a suspensdo foi filtrada em papel de filtro,
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi
completado com agua destilada. O residuo sélido, (ap0s varias lavagens) foi seco em estufa
a 105°C e pesado até massa constante. A diferenca entre a massa seca do residuo e a massa
seca inicial da amostra foi utilizada para determinar a porcentagem de lignina presente na

casca de arroz. A fracdo liquida obtida foi analisada por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE) para determinar as concentracbes dos componentes do material
lignocelulésico (acido glucurénico, celobiose, glicose, xilose, arabinose e acido acético)
utilizados para o célculo da porcentagem de celulose e hemicelulose da casca de arroz.

Para determinacdo das cinzas, 1 g de casca de arroz (massa seca) foi submetida a
um tratamento térmico em mufla elétrica a 600 °C, durante 4 horas, até combustéo total da
matéria organica. Em seguida, esta foi pesada até obter-se massa constante (SILVA e
QUEIRQZ, 2005).

O teor de proteina foi determinado conforme metodologia descrita por HORWIITZ
(1975), utilizando o método de KIJELDAHL, empregando-se fator de 6,25 para casca de

arroz.

3.2.1. Determinagéo do teor de lignina

O teor de lignina foi calculado conforme descrito por Rocha (2000):

(Eq. 1)

% lignina :{ massade lignina (g) x 10000 }

massada amostra(g) x massasecada amostra(g)

3.2.2. Determinacao do teor de celulose e hemicelulose

Os teores de celulose e hemicelulose foram calculados conforme descrita por

IRICK et al. (1988).

(Eq. 2)

%celulosez{ glicose (g/L)x50x100x FCx FP }

massada amostra(g) x massasecada amostra(%)

Em que: FC = fator de conversao da celulose (0,9)

FP = fator de perda por hidrolise para celulose (1,06)
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xilose (g/L)x 50x arabinose(g/L)x50)x100x FCx FP} (Eq.3)

% hemicelulose = (
massada amostra(g) x massasecada amostra(g)

Em que: FC = fator de conversdo da hemicelulose (0,88)

FP = fator de perda por hidrélise para hemicelulose (1,15)

3.2.3. Determinacdo dos parametros fermentativos e de hidrdlise
A conversdo de aclcares (YS g g*) e a eficiéncia de hidrélise (5, %) foram
calculadas pelas seguintes equacoes:
YS=(CV /M) x100 (Eq. 4)

n=(YS/Y,) x100 (Eg. 5)

max
Em que: C = concentracio dos componentes da fase liquida (g L™);
M = massa seca de casca de soja utilizada no experimento (g);

V = volume da solucéo liquida (L);

Ymax = conversdo maxima de agucares (g por 100 g matéria seca).

3.2.4. Determinacao do teor de cinzas
A determinacdo do teor de cinzas foi realizada conforme descrito por SILA E

QUEIROZ (2005):

massacinzas (g)x 100
(9) } (4. 6)

% cinzas =
massasecada amostra(%)
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3.3. CONDICOES DE HIDROLISE DA CASCA DE ARROZ

Um planejamento experimental foi realizado abrangendo variaveis significativas
para liberacdo de aclcares. Neste planejamento fatorial as varidveis independentes
avaliadas foram: a concentracdo de cido sulfarico e a temperatura, bem como os efeitos
de possiveis interagdes entre estas, sobre a hidrdlise dos polissacarideos presentes na casca
de arroz. A relacdo solido-liquido foi fixada em 1:5. O planejamento experimental baseou-
se em um planejamento composto central 22 com trés repeticdes no ponto central. Os
valores das variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 1. A Tabela 2 ilustra a
matriz experimental do planejamento estudado.

Os ensaios foram conduzidos em ampolas de inox 316 com capacidade para 100
mL de solucdo, contendo casca de arroz previamente moida e solugdo de acido sulfurico
1%. Os reatores foram imersos em banho de silicone sob as diferentes temperaturas por
periodos de 20, 30 e 40 minutos. Posteriormente a fracdo liquida obtida foi analisada por
CLAE.

Este desenho permitiu a estimativa da significancia dos parametros e sua interacéo

com o F-teste. Os resultados foram avaliados com o software Statistica 7,0.

Tabela 1- Niveis dos fatores utilizados no planejamento central composto 2° com trés
repeticdes no ponto central.

Fatores Niveis

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) 120 128,72 150 171,28 180
Concentragédo de H,SO, (mmol g~ solido seco) 1 1,58 3 4,42 5
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Tabela 2- Esquema da matriz do planejamento central composto 2% com trés repeticées no
ponto central.

Variaveis
Ensaio  Temperatura (°C) Concentracdo de 4cido (mmol g sélido seco)

1 -1 -1

+1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 +1,41
8 0 -1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

3.4. MEIOS DE CULTIVO

3.4.1. MEIO SEMISSINTETICO

O meio semissintético utilizado nos ensaios denominado GzoX20A10, €ra COMposto

emg L™, por: extrato de levedura, 3; peptona, 5; xilose, 20; glicose, 20 e arabinose, 10.

3.4.2. HIDROLISADO DE CASCA DE ARROZ - HCA

O hidrolisado utilizado nos cultivos de microrganismos foi obtido através da
hidrolise da casca de arroz, em autoclave, utilizando frascos de vidro Pyrex de 20L. A
relacdo sélido: liquido (casca de arroz moida:acido sulfurico 1% v/v) foi de 1:10. A
hidrolise foi conduzida a 121°C durante 95 minutos (aquecimento: 15 minutos, tempo de
reacdo: 60 minutos e resfriamento: 20 minutos). O hidrolisado resultante foi resfriado em
banho-maria e filtrado em sacos de algoddo. O sobrenadante foi estocado em camara fria a
4°C para posterior concentracdo e tratamento. Este hidrolisado foi concentrado 2,8 vezes
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em concentrador de inox a 70°C, sob vacuo. A confeccgdo deste hidrolisado foi realizada na
Universidade de S&o Paulo — Escola de Engenharia de Lorena, no Departamento de
Biotecnologia. Antes do cultivo o pH do hidrolisado foi corrigido para 5,5, com NaOH
solido e este foi centrifugado a 3000 g para retirar o precipitado formando, sendo em
seguida submetido a esterilizagdo por autoclavagem (0,5 atm, 111°C, 30 minutos).

O hidrolisado utilizado no experimento de fermentacdo e sacarificagdo simultanea,
em biorreator de cultivo submerso, foi preparado em autoclave a 121°C durante 95 minutos
(rampa de aquecimento: 15 minutos, tempo de reagdo: 60 minutos e rampa de
resfriamento: 20 minutos), com relacdo sélido:liquido de 1/10 (casca de arroz moida:acido
sulfirico 1% v/v). As condigdes de hidrolise anteriormente otimizadas ndo foram
obedecidas neste experimento por falta de equipamentos laboratoriais. Este hidrolisado ndo
foi filtrado para que celulose contida na fracdo sdlida fosse hidrolisada por agédo
enzimatica, simultaneamente ao processo fermentacdo pelas leveduras. Antes do cultivo o
hidrolisado teve seu pH corrigido para 5,5, com NaOH solido e esterilizado por
autoclavagem (0,5 atm, 111°C, 30 minutos).

Ambos os hidrolisados foram suplementados com 3 g L™ extrato de levedurae 5 g

L™ peptona, antes da esterilizag#o.

3.5. MICRORGANISMOS, MANUTENCAO E INOCULO

As leveduras utilizadas nos experimentos foram Saccharomyces cerevisiae (ICV
d953), Candida shehatae (HM52.2), Spathaspora arborariae (HM19.1a) e Pichia stipitis
(IMH43.2). As linhagens HM52.2, HM19.1a e IMH 43.2, foram gentilmente doadas pelo
professor Dr. Carlos Augusto Rosa do Departamento de Microbiologia da Universidade

Federal de Minas Gerais. Saccharomyces cerevisiae (ICV d953) € uma linhagem comercial
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isolada de uvas Syrah da regido do Vale Rhone (Franga) produzida pela Lalvin, Institut
Coopératif du Vin.

As leveduras foram mantidas em tubo inclinado contendo 4gar YM (g L™): extrato
de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona, 5; glicose, 10; &gar, 20. O meio utilizado para
preparo do indculo continha em g L™: extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona,
5; glicose, 30. A glicose foi esterilizada separadamente em autoclave a 121°C por 15
minutos. Os pré indculos foram preparados através do cultivo de cada microrganismo
separadamente em frasco Erlenmeyer de 1L contendo 200 mL de meio YM. As células
foram cultivadas em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm, 25 °C por 24 horas.
Em seguida as células foram recolhidas por centrifugacdo a 3000 g por 15 minutos. O
pellet formado foi lavado com solucédo salina e ressuspenso diretamente no mesmo meio de
fermentacdo. Os inoculos dos cultivos isolados e dos consorcios foram padronizados para
que a concentracdo celular da suspensdo atingisse densidade optica (DO ggo) igual a 1. O
volume de in6culo perfazia 10% do volume total de cultivo em todos os frascos utilizados

nos experimentos.

3.6. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ETANOL POR LEVEDURAS DOS
GENEROS Saccharomyces, Candida, Pichia e Spathaspora EM MEIO

SEMISSINTETICO E HIDROLISADO DE CASCA DE ARROZ

Foram realizados experimentos sob diferentes condi¢des de cultivo (meio de cultura
(G20X20A10 € HCA) e condicdo de agitacdo) para avaliar o consumo de acUcares
fermentesciveis, producdo de etanol e de outros produtos de fermentacdo por S. cerevisiae,
C. shehatae, P. stipitis e S. arborariae individualmente e em consércio com S. cerevisiae

(co-fermentacéo).
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Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 2 L contendo 450 mL de
meio GzoX20A10 0u HCA, em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm, 28°C por 108
horas e 240 horas, respectivamente. Aliquotas de 10 mL de amostra foram coletadas as 0,
3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 horas no meio G20X20A10€ 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84, 96, 108, 120, 144, 168, 192, 216, 240 horas no HCA, para determinar a
concentracdo celular (peso seco e UFC — unidades formadoras de coldnia) e quantificar
glicose, xilose, arabinose, xilitol e etanol, através de analise cromatogréfica em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Todos os experimentos foram

conduzidos em duplicata.

3.7. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ETANOL E XILITOL SOBRE
HIDROLISADO DE CASCA DE ARROZ EM BIORREATORES DE CULTIVO

SUBMERSO

Experimentos foram realizados em biorreatores de cultivo submerso (Biostat B
model, Braun Biotech International, Alemanha), contendo 1,5 L de hidrolisado de casca de
arroz concentrado, com aeracdo de 1vvm, agitacdo de 300 rpm, temperatura de 30°C e pH
controlado em 5,5 com NaOH e HCI, ambos 1M.

O tempo de cultivo foi de 120 horas em biorreatores contendo somente S.
cerevisiae e de 240 horas nos outros cultivos. Aliquotas de 10 ml foram retiradas a cada 12
horas nas primeiras 120 horas de cultivo, e a cada 24 horas, até completarem 240 horas;
para acompanhamento do crescimento celular (UFC) e do consumo de aclcares e producao
de etanol. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

O co-cultivo com S. cerevisiae e S. arborariae, foi conduzido nas mesmas

condices de cultivo, e o indculo foi padronizadas para que a concentracdo celular da
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suspensdo atingisse densidade Optica (DOgoo) igual a 1 para as duas espécies
proporcionalmente.

A sacarificagdo e fermentacdo simultanea foi realizada em biorreator, nas mesmas
condi¢cdes de cultivo empregadas anteriormente no inicio deste item, utilizando para a
sacarificagdo o complexo enzimatico POWERCELL e para fermentacdo S. cerevisiae e S.
arborariae. A carga enzimatica utilizada foi de 15 FPU. O complexo enzimatico
POWERCELL é um sistema de enzimas desenvolvido para a sacarificagdo da biomassa

lignocelulésica, gentilmente cedido pela PROZYN.

3.8. METODOS ANALITICOS

A caracterizacdo da casca de arroz foi feita por analises quimicas (teor de lignina,
celulose, hemicelulose, cinzas e proteina). A caracterizagdo dos hidrolisados (original e
concentrado) foi feita pela determinacdo das concentracGes de agucares (xilose, glicose e
arabinose), concentracdo de inibidores (acido acético, furfural e hidroximetilfurfural),

pressdo osmotica e pH. Os resultados foram descritos na forma de graficos e tabelas.

3.8.1. Determinacédo da concentracao celular

Para o preparo dos indculos foi adotado o método de espectrofotometria. As
concentracdes celulares foram determinadas por turbidimetria em espectrofotometro
(Ultrospec 3100 pro) no comprimento de onda de 600 nm. A avaliacdo do crescimento
celular (células mL™) dos experimentos realizados em frascos agitados com meio sintético
foi feita por biomassa seca, utilizando estufa (Fanem 315 SE) a 75 °C até obtencao de peso

constante. A avaliacdo celular (células mL™) nos experimentos realizados em frascos
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agitados com hidrolisado de casca e biorreatores foram determinadas através do método de

contagem de unidades formadoras de colonia (UFC).

3.8.2. Determinacdo da concentracao de acucares, xilitol, etanol e &cido acético
Os teores de acUcares, xilitol, etanol e &cido acético foram determinados por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), em equipamento Shimadzu, empregando-se
coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45°C, utilizando H,SO4 (5 mM) como eluente, com
fluxo de 0,6 mL min™ e detector por indice de refracdo. O volume de amostra injetada foi
de 20 uL. As amostras foram previamente diluidas e filtradas em filtro “Sep-Pack” C18

(Millipore).

3.8.3. Determinacédo da concentracao de furfural e hidroximetilfurfural

As concentracOes de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinadas por
CLAE, sob as seguintes condigdes: coluna Nucleosil C-18 mantida a 25°C; detector
ultravioleta/visivel SPD-M20A a 276nm, tendo acetonitrila/agua (2:8) com 1% de acido
acético como eluente em fluxo de 1,1 mL minuto™. O volume de amostra injetada foi de 20

uL. As amostras foram previamente filtradas em membrana de acetato de celulose ME25

com 0,45 uL e D13 mm.

3.8.4. Determinacado da concentracdo dos fendis totais

A concentracdo de fendis totais foi determinada pela quantificacdo da lignina

Klason solivel em meio acido de acordo com a metodologia proposta por ROCHA (2000):
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Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela adi¢do de solucdo de
hidréxido de sédio 6 M e diluida com &gua destilada de forma a se obter uma leitura
inferior a 1 unidade de absorbancia. A absorbancia desta solucdo foi determinada em
espectrofotobmetro em um comprimento de onda de 280nm, utilizando-se como referéncia
solucdo de hidréxido de sodio 6 M. A concentracdo de lignina foi calculada por meio das
equacdes 7 e 8:

CLic = 4,187 * 10 2 ( AL 280 — App 260) — 3,279 * 10 ™ (Eq. 7)
Em que: Cyic = concentragdo de lignina solGvel em meio 4cido (g L™) e

AL ¢ = absorbancia de todos os compostos em 280 nm

Arp280= CrBr + Chivr BHmF (Eq. 8)
Em que: Cre Cyme = concentracdo de furfural e HMF determinadas por CLAE

Br e Pume = coeficientes a 280 nm de furfural (146,85 L g *cm™) e HMF (114 L g “cm™).

3.8.5. Determinacao de pH e Pressdo Osmoética

O pH foi determinado em pHmetro (PHTEK, PHS 3B) e a pressdo osmotica foi

determinada em osmémetro (VAPRO 5520).

3.8.6. Determinacéo de proteina

A andlise de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl (HORWIITZ,
1975), o qual se baseia na transformacdo do nitrogénio da proteina em borato de amdnio
para posterior guantificacdo com solucdo acida padronizada. Inicialmente a amostra foi
digerida, para isso foram pesadas 700 mg de casca de soja previamente moida em tubos
digestores. Adicionou-se 2,5 g de sulfato de sddio e entre 12 e 14 mL da solugdo sulfo-

clprica. Logo apds as amostras foram colocadas no aparelho digestor por 50 minutos a
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240°C. Apbs a digestdo da amostra, entre 12 e 14 mL de uma solugédo de &cido borico a 4%
foi vertida em Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 40 mL de agua destilada e 3 gotas de
indicador Taschiro. Conectou-se o Erlenmeyer ao destilador de modo que a ponteira
ficasse submersa no liquido. Em seguida, passou-se quantitativamente a amostra digerida
para um baldo de destilacdo KJELDAHL de 800 mL, com o auxilio de &gua destilada,
novamente foram colocadas 3 gotas de indicador Tashiro. Adicionou-se hidréxido de sédio
a 40 % até a obtencdo da coloracdo verde. O baldo foi entdo acoplado ao destilador,
deixando-se destilar até atingir a marca de 125 mL no Erlenmeyer. Logo apds a ponta que
estava submersa foi retirada e destilou-se novamente até atingir a marca de 150 mL. Por
fim, a solucdo destilada foi titulada com solucéo de acido sulfdrico 0,1 N até a viragem da
cor verde para roxo. A equacao 9 foi utilizada para calcular a percentagem de proteina da

amostra. O resultado é a média de 3 experimentos.

(Eq. 9)

% proteinas = [M}

P

Em que: K=FC x 0,0014 x 100
P = peso da amostra
FC = fator de corre¢éo da solucdo de &cido sulfurico a 0,1 N (0,209)
V = volume da solucdo de &cido sulfurico 0,1 N gasto

Fator = fator de conversdo do nitrogénio para proteina (6,25)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA DE ARROZ

A Tabela 3 apresenta a composi¢do quimica da casca de arroz empregada no presente
trabalho. Esta composicdo pode variar conforme o processamento e condigdes de

crescimento desta cultura.

Tabela 3. Composi¢do quimica da casca de arroz.

Componentes Concentracéo (%)

Celobiose 0,4
Glicose 34,1
Xilose 12,7
Arabinose 1,3
Acido acético 1,3
HMF 0,3
Furfural 0,9
Lignina insolavel 22,9
Lignina soluvel 6,1
Extrativos 3,1
Cinzas 16,9
Insoltveis 9,7
Proteina 2,0

O principal acucar da casca de arroz em concentracdo € a glicose, seguido de xilose e
arabinose, assim como na maioria residuos lignocelulésicos (HOWARD et al., 2003). A alta
concentracdo de cinzas presente na casca do arroz € um dos fatos que restringe a utilizacéo
deste residuo como racdo animal. Ja a presenca de lignina e cinzas em grandes proporcdes
pode dificultar a bioconversdo da casca do arroz a etanol segundo SAHA e colaboradores
(2005). A comparacdo da composicdo quimica da casca de arroz com a composicao de
outros residuos lignoceluldsicos agroindustriais utilizados para a bioconversdo em etanol, e
com este mesmo residuo, reportadas em diferentes referéncias bibliograficas, encontra-se na

Tabela 4.
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Tabela 4. Composicdo quimica de residuos lignocelulosicos agroindustriais utilizados para a
bioconverséo em etanol.

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina Total o it s
Lignoceluldsico (%) (%) (%) Referéncia Bibliografica
Casca de arroz 34 13 29 Este trabalho
Casca de arroz 30 28 22 Mansilla et al., 1998
Casca de arroz 35 12 15 Saha et al., 2005
Palha de arroz 43 22 17 Roberto et al., 2003
Palha de trigo 31 26 24 Canilha, et al., 2006
Bagaco de cana 39 26 24 Laser et al., 2002
Casca de soja 38 10 3 Mielenz et al., 2009

Conforme observado na Tabela 4, a quantidade de aclcares fermentesciveis (celulose
e hemicelulose) neste trabalho (47%) foi semelhante a encontrado por SAHA e
colaboradores (2005) (47%) e inferior a 58% relatado por MANSILLA e colaboradores
(1998). Os teores de lignina total foram 25 e 50 % maiores que os descritos por MANSILLA
e colaboradores (1998) e SAHA e colaboradores (2005). A diferenca entre a quantidade de
componentes dos materiais lignocelulosicos avaliados pode estar associada a origem da
casca e também diferencas nas técnicas de analise. Outros residuos que vem sendo
empregados com sucesso em processos de hidrélise para posterior converséo a etanol como
bagaco de cana de acucar, bagaco de malte, palha de arroz e palha de trigo possuem em
torno de 18%, 27%, 17% e 20% de lignina, respectivamente (SUN et al., 2004;
MUSSATTO e ROBERTO 2006; SUN et al., 2005). Um dos possiveis problemas gerados
pelo alto conteddo de lignina de um residuo lignocelulosico esta relacionado ao pré-
tratamento de hidrolise acida diluida, que pode gerar o aparecimento de compostos fendlicos
inibidores do processo fermentativo, oriundos da degradacdo parcial desta macromolécula

(ALMEIDA et al., 2007).
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4.2. HIDROLISE ACIDA DILUIDA DA CASCA DE ARROZ

4.2.1. Identificacdo dos fatores que influenciam a hidrdlise da casca de arroz

A hidrolise acida diluida da casca de arroz foi realizada em reatores de aco
inoxidavel, testando-se as variaveis, temperatura e concentracdo de acido sulfdrico. Foi
realizado um planejamento composto central 22, com trés repeticdes no ponto central, com o
objetivo de identificar os fatores que influenciavam nas concentracfes finais dos acucares
(glicose, xilose e arabinose), furaldeidos (furfural e HMF) e é&cido acético, obtidas apds a

hidrolise acida diluida da casca de arroz.

4.2.1.1 Cinéticas de reacao

As cinéticas de liberacdo dos componentes da casca de arroz para cada tratamento ao
longo do tempo de reacdo (40 minutos) encontram-se na Figura 4. Os fatores avaliados
foram temperatura e concentracdo de &cido, e estes influenciaram de diferentes formas na

liberacdo de cada componente da estrutura lignocelulésica da casca de arroz.
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Figura 4 - Cinéticas de liberacdo de: (A) xilose; (B) glicose; (C) arabinose; (D) furfural (E)
HMF; (F) &cido acético; a partir de hidrdlise acida diluida de casca de arroz durante 20, 30 e
40 minutos. Tratamentos: (—*~) 129°C; 1,6 mmol H,SO4 g* SS, (—=) 129°C; 4,4 mmol
H,SO4 g™ SS, (—)150°C; 3,0 mmol H,SO, g* SS, (—)171°C; 1,6 mmol H,SO, g* SS,
(—) 150°C; 3,0 mmol H,SO, g™ SS, (—=) 171°C; 4,4 mmol H,SO, g™ SS, () 180°C;
3,0 mmol H,SO, g* SS, (=) 150°C; 1,0 mmol H,SO, g* SS, (—)150°C, 5,0 mmol
H,S04 g™ SS, (—) 120°C, 3,0 mmol H,S04 g™ SS, (—=)150°C, 3,0 mmol H,SO4 g™ SS.
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Para a liberagédo de glicose (Figura 4-B), pode-se verificar que entre os tratamentos,
as condi¢cBes que empregaram temperatura e concentracdo de &cido de 150°C e 3 mmol
H.SO, gt SS; e 129°C e 4,4 mmol H,SO4; g* SS, respectivamente, em 40 minutos,
mostraram-se mais eficazes liberando 23 e 19 mg de glicose.g™ de casca de arroz. Em um
dos poucos estudos realizados sobre hidrolisado de casca de arroz, SAHA e colaboradores
(2005), obtiveram rendimentos de 29 e 40 mg de glicose.g™ de casca de arroz, empregando
processos de hidrolise acida diluida de casca de arroz com relagdo solido/liquido (15%
(w/v)) e tempo diferentes da utilizada neste trabalho tempo (15 minutos), concentragdo acido
sulfarico de 1,0% (v/v) em 140°C e 160°C respectivamente. Quanto a liberagdo de xilose,
neste trabalho, o tratamento 150°C e 3,0 mmol H,SO4 g™ SS foi o mais eficiente liberando
22 % desta pentose. Nos processos de hidrolise acida diluida, a fragdo hemicelulésica é mais
facilmente despolimerizada em temperaturas mais baixas do que as empregadas em
processos de liberacdo da fracdo celuldsica (KARIMI et al., 2006; TAHERZADEH e
KARIMI, 2007). A utilizacdo de temperaturas mais brandas durante a hidrolise acida diluida
impede a degradacdo dos monossacarideos (i.e. glicose e xilose), melhorando o rendimento
da hidrélise e também evitando os problemas associados com a inibicdo da fermentacdo dos
acucares a etanol e xilitol (SANCHEZ et al.,2004).

Apesar de algumas condi¢bes de hidrolise serem consideradas severas, as
concentracdes de 4cido acético ndo ultrapassaram 0,5 g L ™, sendo que para a maioria dos
microrganismos 3 g L ™ é considerado toxico (HELLE et al.,2003). Os inibidores mais
importantes sdo os 4acidos fracos, compostos fendlicos e furanos, como o furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), sendo que estes dois Ultimos compostos sdo formados pela
desidratacdo das pentoses e hexoses, respectivamente (TAHERZADEH, 1999). Estes
compostos podem ser gerados por altas concentracdes de acido, ou altas temperaturas de

hidrolise. Este fenbmeno pode ser observado na Figura 4 (D e E), no tratamento em que foi
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utilizada a maior temperatura do planejamento experimental (180°C), onde a producéo
destes inibidores (HMF e furfural) foi maior. Como conseqiiéncia deste efeito foi possivel
verificar ainda neste tratamento que houve uma queda na concentracdo de glicose e xilose
devido a decomposigdo destes acuicares em seus respectivos inibidores.

Considerando apenas a maxima liberacdo dos acUcares (glicose, xilose e arabinose),
0 tratamento com temperatura de 150°C e 3,0 mmol de H,SO4; g* SS (40 minutos de
reacdo), mostrou-se bastante eficiente dentre os demais tratamentos avaliados (70% de
eficiéncia). Todavia, o hidrolisado oriundo deste tratamento apresentou o maior teor de
compostos toxicos, 2,3 g L™ (4cido acético (0,79 g L™), HMF (1,08 g L™) e furfural (0,43 g
L™)). Para que esse hidrolisado possa ser utilizado em processos biotecnoldgicos, uma etapa
de destoxificagdo se tornaria imprescindivel. Preconizando a aplicagdo da hidrolise acida
diluida em escala industrial, um processo que evite 0 passo de destoxificacdo seria desejavel
para reduzir custos e a complexidade do processo de producéo de etanol (von SIVERS et al,
1994). Sendo assim, uma alternativa interessante seria empregar um processo de hidrolise
acida diluida, cujo hidrolisado apresente a combina¢do da maior concentracdo de acucares
com a minima concentracdo de compostos toxicos. Neste contexto a condi¢do 129°C, 4,4
mmol H,SO, g™ SS mostrou-se mais adequada, com uma 52% de eficiéncia de liberagdo de
acUcares, e apenas 0,18 g L™ de inibidores, concentracdo essa facilmente suportada pelas
leveduras (PALMQVIST et al., 2000).

Avaliando as cinéticas de liberacdo dos agucares, observou-se que a glicose, xilose,
arabinose foram detectadas em maiores concentracGes aos 40 minutos de reacdo. Desta

forma, decidiu-se analisar estatisticamente os dados obtidos neste tempo.
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4.2.1.2 Analises estatisticas

Pela metodologia de planejamento de experimentos foram avaliados os efeitos
significativos, bem como as interacBes entre as varidveis avaliadas (temperatura e
quantidade de &cido) que influenciaram nas concentragdes dos acUcares, furaldeidos e acido
acético, encontradas no hidrolisado de casca de arroz provenientes da hidrolise &cida diluida
deste residuo. As Tabelas 5, 6, 7, 8, 9 e 10 apresentam as analises de variancia (ANOVA),
utilizadas para verificar o nivel de significancia estatistica dos efeitos determinados sobre as
variaveis independentes. As Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mostram as superficies de resposta
geradas a partir da analise de variancia para cada variavel independente.

A analise de variancia (Tabela 5) para a concentracdo de xilose mostrou significancia
para o efeito quadratico da temperatura.

Tabela 5. Analise da variancia para a concentracdo de xilose presente no hidrolisado de
casca de arroz obtido apos 40 minutos de reacéo de hidrolise acida diluida.

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 0,76807 1 0,76807 0,61422 0,468685
Temperatura (Q) 17,26107 1 17,26107 13,80358 0,013779
Acido (L) 1,24302 1 1,24302 0,99404 0,364531
Acido (Q) 0,34286 1 0,34286 0,27418 0,622910
1(L) by 2(L) 1,26078 1 1,26078 1,00824 0,361415
Erro 6,25239 5 1,25048
Total 27,28517 10

Nesta anélise a temperatura de 150°C foi mais eficaz, liberando 22 % (3,45 g L™) de
xilose, como se pode notar na superficie de resposta gerada na Figura 5. Em altas
temperaturas (160 - 180°C) ou concentracdo de acido (3 - 20%), o rendimento de Xilose é
menor, devido a sua degradacdo em furfural e posteriormente em &cido férmico

(MANSILLA et al., 1998).
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Figura 5. Superficie de resposta para a concentracdo de xilose (g L™) presente no
hidrolisado de casca de arroz obtido apds 40 minutos de reacdo de hidrolise acida diluida.

Os fatores que influenciaram significativamente, para a liberacdo da glicose, na
analise da variancia (Tabela 6), foram o efeito linear da temperatura e o efeito da interagédo
entre as variaveis, a quantidade de acido e a temperatura.

Tabela 6. Anlise da variancia para a concentracdo de glicose no hidrolisado de casca de
arroz obtido em 40 minutos de reacéo.

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 5,59907 1 5,599073 11,00646 0,021064
Temperatura (Q) 1,48413 1 1,484127 2,91745 0,148329
Acido (L) 0,11995 1 0,119947 0,23579 0,647795
Acido (Q) 0,04010 1 0,040098 0,07882 0,790145
1(L) by 2(L) 2,83787 1 2,837869 5,57858 0,064598
Erro 2,54354 5 0,508708
Total 12,61601 10

Através da superficie de resposta (Figura 6) foi possivel verificar que conforme a

temperatura e a concentracdo de acido aumentam a concentracdo de glicose no hidrolisado
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também aumenta. Com altas temperaturas (172 °C) e concentracdes de acido, nota-se uma
diminuicdo da concentracdo de glicose no hidrolisado, pois provavelmente ocorre a
decomposicdo desse agucar, formando HMF e seqliencialmente acido férmico e levulinico.
ASGHARI e YOSHIDA (2006) relataram que a condicdo 6tima para a maior decomposicdo

de glicose a HMF (65%) foi obtida a uma temperatura de 240°C para um tempo de

residéncia de 120 segundos.

oy

4
2
]
-2

BECC

Figura 6. Superficie de resposta para a concentragdo de glicose (g L™) presente no
hidrolisado de casca de arroz obtido ap6s 40 minutos de reacdo de hidrolise acida diluida.

Segundo a analise de variancia (Tabela 7) realizada para a arabinose, nenhum dos

fatores testados teve efeito significativo.

37



Resultados e Discussdo

Tabela 7. Andlise da variancia para a concentragdo de arabinose no hidrolisado de casca de

arroz obtido em 40 minutos de reagéo.

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 0,02648 1 0,026480 0,014430 0,909062
Temperatura (Q) 0,00783 1 0,007829 0,004266 0,950454
Acido (L) 432845 1 4,328446 2,358758 0,185178
Acido (Q) 0,16172 1 0,161722 0,088129 0,778506
1(L) by 2 (L) 0,04814 1 0,048138 0,026233 0,877675
Erro 9,17527 5 1,835053

Total 13,78878 10

Apesar de ndo ser efeito significativo, pela analise da superficie de resposta grafada

para o rendimento de arabinose (Figura 7), nota-se que conforme aumenta a concentragéo de

acido utilizada maior € a liberacdo de arabinose da casca de arroz no processo de hidrolise,

no entanto, sob altas temperaturas (160°C) pouca arabinose € encontrada no hidrolisado, pois

provavelmente esta é degradada.
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Figura 7. Superficie de resposta para a concentragdo de arabinose (g L™) presente no
hidrolisado de casca de arroz obtido apds 40 minutos de reacdo de hidrolise acida diluida.

38



Resultados e Discussdo

Segundo as analises da variancia (Tabelas 8, 9 e 10), realizadas para avaliagdo da
liberacdo de &cido acetico, furfural e HMF no hidrolisado, o fator significativo foi o efeito

linear da temperatura, para todos os inibidores (Figura 8).

Tabela 8. Analise da variancia para a concentracdo de &cido acético no hidrolisado de casca
de arroz obtido em 40 minutos de reagéo.

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 0,089172 1 0,089172 8,700720 0,031897
Temperatura (Q) 0,001557 1 0,001557 0,151958 0,712723
Acido (L) 0,000041 1 0,000041 0,004009 0,951969
Acido (Q) 0,012965 1 0,012965 1,265045 0,311774
1(L) by 2(L) 0,013478 1 0,013478 1,315090 0,303372
Erro 0,051244 5 0,010248

Total 0,166928 10

Tabela 9. Anélise da variancia para a concentracdo de furfural no hidrolisado de casca de
arroz obtido em 40 minutos de reacéo.

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 0,061678 1 0,061678 8,793794 0,031322
Temperatura (Q) 0,005179 1 0,005179 0,738353 0,429451
Acido (L) 0,002259 1 0,002259 0,322044 0,594913
Acido (Q) 0,005275 1 0,005275 0,752043 0,425483
1(L) by 2 (L) 0,000034 1 0,000034 0,004790 0,947505
Erro 0,035069 5 0,007014

Total 0,114039 10

Tabela 10. Andlise da variancia para a concentracdo de HMF no hidrolisado de casca de
arroz obtido em 40 minutos de reacéo

Fatores SQ GL MQ F p
Temperatura (L) 1,183992 1 1,183992 36,69488 0,001769
Temperatura (Q) 0,007660 1 0,007660 0,23741 0,646694
Acido (L) 0,121552 1 0,121552 3,76721 0,109940
Acido (Q) 0,002490 1 0,002490 0,07718 0,792280
1(L) by 2 (L) 0,002899 1 0,002899 0,08983 0,776450
Erro 0,161329 5 0,032266

Total 1,478034 10
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Figura 8: Superficie de resposta para a concentracao de (A) acido acético (B) furfural e (C)
HMF em g L™, presentes no hidrolisado de casca de arroz obtido ap6s 40 minutos de reacéo
de hidrolise acida diluida.

Pode-se observar na superficie de resposta gerada na Figura 8 para todos os
inibidores do processo fermentativo, que conforme a temperatura aumenta maior sdo as
concentracdes de acido acético, furfural e HMF encontrada no hidrolisado. A quantidade de
acido utilizada ndo teve efeito significativo para os trés inibidores analisados. O &cido
acetico € um produto resultante da degradacdo dos grupos acetil da hemicelulose
(TAHERZADEH e KARIMI, 2007). SAHA e colaboradores (2005) relataram que em 140°C
com acido sulfarico 1% (v/v), nenhuma liberacdo de HMF foi observada, assim como neste

trabalho, nas mesmas condicgdes.
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Comparando os dados encontrados neste trabalho aos de MARTIN e colaboradores
(2007), com temperatura de 122 °C durante 20, 40 ou 60 minutos utilizando H,SO4 2% com
proporc¢do sélido/liquido de 1: 10, comprova-se que o hidrolisado de casca de arroz, por ter
uma baixa concentracdo de tdxicos (ndo seria necessario destoxificacdo), e uma alta

concentracdo de agucares, torna-se especialmente atraente para a fermentacéo etandlica.

4.3. AVALIA(;AO DA PRODUC}AO DE ETANOL POR LEVEDURAS DO GENERO
Saccharomyces, Candida, Pichia e Spathaspora, EM AGITADOR ORBITAL, SOBRE

MEIO SEMISSINTETICO E HIDROLISADO DE CASCA DE ARROZ

Atualmente, diversas pesquisas apontam que a viabilidade econdmica do processo de
producéo de bioetanol, depende da conversdo de todos os agucares (pentoses e hexoses) que
compdem os hidrolisados de materiais lignocelulosicos. Além disso, busca-se alcancar o
processo de biorrefinaria, que consiste na recuperacdo de diversos produtos de alto valor
agregado oriundos da conversdo dos materiais lignocelulésicos, como a obtencao simultanea
de etanol e xilitol a partir das hexoses e pentoses provenientes do hidrolisado de residuo
agroindustrial (LATIF e RAJOKA, 2001). Sendo assim, a utilizacdo de microrganismos
competentes em fermentar hexoses (glicose, manose e galactose) e pentoses (xilose e
arabinose), e/ou consorcios de microrganismos que fermentem ambos 0s agucares a etanol
e/ou xilitol € bastante desejavel (MARGEOT et al., 2009; FU et al., 2009). A excelente
eficiéncia de conversdo de glicose a etanol por Saccharomyces cerevisiae € bastante
reconhecida, no entanto, apesar de um grande numero de espécies de levedura metabolizar
xilose e arabinose, apenas cerca de 1% desses microrganismos sdo capazes de fermentar
xilose a etanol, como P. stipitis (HAHN-HAGERDAL et al., 2007). A fermentacéo de xilose

a xilitol é bastante comum entre leveduras do género Candida, onde sdo encontradas as
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espécies conhecidas como maiores produtoras de xilitol a partir de xilose (ex. C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. biodinii e C. mogii) (WINKELHAUSEN e
KUZMANOVA, 1998). Outro género que se destaca na producdo de xilitol é

Debaryomyces, em especial, D. hansenii (PARAJO et al., 1998a).

4.3.1. Cultivo em meio semissintético

Com o intuito de avaliar a capacidade de conversdo dos acUcares fermentesciveis por
leveduras selecionadas conforme a capacidade da linhagem e/ou género produzir xilitol e/ou
etanol ja descrito na literatura, ensaios utilizando meio semissintético GoX20A10, SEM a
presenca de inibidores provenientes do processo fermentativo (comum nos hidrolisados) e
com menor pressdo osmética do que a do hidrolisado (402 mOsm.Kg™), foram realizados

em agitador orbital, a 180 rpm e 30°C.

4.3.1.1. Avaliacéo da cinética do crescimento celular, consumo dos agucares e produgdo

de etanol e xilitol pelos microrganismos cultivados isoladamente em meio semissintético

O crescimento celular do meio semissintético foi avaliado com base no peso seco.
Todas as leveduras testadas tiveram crescimentos similares, podendo-se observar o inicio da
fase exponencial a partir das 6 horas de cultivo. C. shehatae e P. stipitis obtiveram o
méximo crescimento em 108 horas de cultivo com 4,5 g L e 4 g L™ respectivamente, S.
cerevisiae obteve um méximo de crescimento apés 96 horas de cultivo 3,8 g L™ e S.

arborariae em 84 horas de crescimento (4,7 g L™) (Figura 11).
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Figura 9. Cinética de crescimento de cultivos das leveduras isoladas em meio
semissintético, a 180 rpm, 30°C, por 120 horas de cultivo (agitador orbital). Concentragio
celular (g L™) de P. stipitis (a), S. cerevisiae (m), S. arborariae (o) e C. shehatae (v).

A cinética de consumo dos acgucares e de producdo de etanol e xilitol dos cultivos
sobre meio semissintético, por C. shehatae, P. stipitis, S. cerevisiae e S. arborariae,
isoladamente, estdo apresentados na Figura 12.

C. shehatae, P. stipitis, S. arborariae e S. cerevisiae consumiram toda a glicose
disponivel no meio, sendo que mais de 83% da xilose foi consumida pelas trés primeiras
leveduras, separadamente em meio semissintético. O consumo de arabinose foi de 69% para
a C. shehatae, seguida por 49 e 37% para P. stipitis e S. arborariae, respectivamente. Nos
cultivos com S. cerevisiae a Xxilose e a arabinose ndo foram consumidas, o que é
caracteristica do metabolismo desta espécie (STAMBUCK et al., 2008) que é citada na
literatura como excelente fermentadora de hexoses a etanol (MERICO et al., 2007). Sendo
assim, se faz necessario ressaltar que os calculos do coeficiente de rendimento de etanol para
S. cerevisiae é especifico, pois é calculado somente com base na conversdo de glicose a
etanol; enquanto que para as demais leveduras este calculo se refere a conversédo do total de

acucares (glicose, xilose e arabinose) presente nos meios em etanol.
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Figura 10. Cinética de consumo de glicose, xilose e arabinose e producéo de etanol e xilitol
pelas leveduras: (A) S. cerevisiae, (B) S. arborariae, (C) P. stipitis e (D) C. shehatae sobre

meio semissintético. glicose (—7-), xilose (—), arabinose (——), xilitol (""* ") e etanol

(+)_

C. shehatae e P. stipitis consomem glicose e xilose simultaneamente desde o inicio

do cultivo, com comportamentos semelhantes para ambos os acUcares. S. arborariae

apresenta um comportamento diferente destas leveduras, pois consome a maior parte da

xilose apenas ap6s o esgotamento da glicose. E possivel verificar este fato através do calculo

da taxa de consumo de glicose e xilose por hora de cultivo (quantidade de acUcar

consumido, dividido pelo tempo em horas). Nas primeiras 60 horas de cultivo a taxa de

consumo de glicose para S. arborariae foi de 0,45 g h™, enquanto que a de xilose foi 0,08 g

44

Xilitol (g L™)

T
-

Xilitol (g L™)

T
IN



Resultados e Discussdo

h, mostrando que esta levedura apresenta clara preferéncia pela glicose. Apés a exaustao da
glicose a taxa de consumo de xilose aumentou para 0,41 g h™. Em trabalho utilizando a
mesma levedura, CADETE e colaboradores (2009) constataram que a xilose foi consumida
apenas apos o consumo total da glicose, semelhante ao comportamento encontrado neste
trabalho. Para C. shehatae e P. stipitis, as taxas de consumo de glicose e xilose foram
semelhantes até o periodo de cultivo em que a glicose foi exaurida, sendo estas 0,46 g h™ de
glicose e 0,47 g h™ de xilose e 0,25 g h™ de glicose e 0,26 g h™* de xilose, respectivamente,
mostrando que estas leveduras ndo apresentam preferéncia por nenhum dos dois agucares.

Comparando a produtividade de etanol entre as cepas avaliadas, verificou-se que S.
cerevisiae apresentou maior coeficiente de rendimento de etanol (Ys) de 0,53 g de etanol g°
! de glicose, seguida por S. arborariae, C. shehatae e P. stipitis (0,46; 0,40 e 0,36 g de
actcar g™ de etanol). O rendimento maximo de conversdo a etanol obtido por S. arborariae
foi ligeiramente inferior ao encontrado por S. cerevisiae, nas mesmas condicdes de cultivo.

Taxas de conversao de acucares contidos no meio em etanol, semelhantes as obtidas
neste trabalho, foram encontradas por ROUHOLLAH e colaboradores (2007), em
experimento conduzido sobre meio sintético composto em por glicose, xilose, manose, e
galactose (agitador orbital a 100 rpm) onde S. cerevisiae e P. stipitis apresentaram a mesma
produtividade de etanol (0,4 g etanol g™ de glicose).

A levedura S. arborariae € uma espécie recentemente isolada e descrita como uma
promissora fermentadora de xilose a etanol (CADETE et al., 2009), assim como a C.
shehatae e a P. stipitis, ja conhecidas na literatura. STAMBUCK e colaboradores (2008)
concluiram que dentre as leveduras que fermentam xilose, P. stipitis configura como a mais
promissora para aplicacao industrial, uma vez que é capaz de converter Xilose e quase todos
0s acUcares presentes em hidrolisados lignoceluldsicos a etanol, com fatores de conversédo de

0,3 — 0,44 g g* de substrato. Em experimento contendo apenas glicose como fonte de
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carbono, em agitador orbital com 160 rpm e 28°C, CADETE e colaboradores (2009)
relataram que S. arborariae teve uma produtividade de etanol de 0,35 g etanol g™ de glicose,
j& em cultivo sobre meio semissintético contendo uma mistura de glicose e xilose, nas
mesmas condi¢des de cultivo, S. arborariae apresentou rendimento de etanol maior,
chegando aproximadamente a 0,50 g etanol g™ de agtcar (Yeys).

A maior produtividade de xilitol foi obtida no cultivo que empregou C. shehatae,
Yes = 0,45 g de xilitol g7 de xilose, seguida por P. stipitis e S. arborariae (Yps = 0,17 e
0,13 g de xilitol g* de xilose, respectivamente). CADETE e colaboradores (2009)
reportaram que a produtividade S. arborariae em cultivo somente sobre xilose (160 rpm),
foi de 0,37 g etanol g™ xilose. Como uma maior aeracéo (maior agitacdo 180 rpm, utilizada
neste trabalho) privilegia a producdo de xilitol (van MARIS et al., 2006), esperava-se obter
um maior coeficiente de rendimento de xilitol que o encontrado nos experimentos referidos
por CADETE e colaboradores (2009), no entanto, € possivel que a presenca de todos o0s
acucares no meio possam ter afetado a conversdo especifica de xilose pela preferéncia por

glicose.

4.3.1.2. Avaliacdo do crescimento celular, consumo dos acucares e producéo de etanol e

xilitol, por co-cultura de leveduras em meio semissintético, em agitador orbital

Para melhorar a competitividade de custos da producdo de bioetanol e maximizar a
rentabilidade de um processo industrial, se faz necessaria a conversdo eficiente de todos 0s
monossacarideos presentes no hidrolisados lignocelulosicos (GUPTA et al, 2009; FU et al,
2009). A conversao microbiana de pentoses, que representam 25-40% de agUcares presentes
nos materiais lignoceluldsicos, foi identificada como um dos principais desafios a ser
superado para tornar a tecnologia do etanol de segunda geracdo viavel industrialmente

(FROMANGER et al., 2010). Como a xilose ndo pode ser fermentada por linhagens
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selvagens de S. cerevisiae, e cepas recombinantes desta espécie ainda ndo se mostraram téo
eficientes na escala industrial (HAHN-HAGERDAL et al., 2007), uma possivel solugio para
conversao de pentose em etanol seria a utilizacdo de co-cultivos de cepas eficientes em
fermentacdo de xilose simultaneamente a S. cerevisiae. A utilizagdo de co-culturas pode ser
vantajosa em relacdo a fermentacdo individual por causa do potencial para a utilizacdo
sinérgica das vias metabdlicas de todas as cepas envolvidas em uma situacdo de co-cultura.
(BADER et al., 2009).

Objetivando maximizar a conversao dos aglcares (hexoses e pentoses) em etanol,
foram realizados co-cultivos (consércio) em meio semissintético descrito em 4.3.1.,
combinando uma levedura conhecidamente fermentadora de glicose, como S. cerevisiae, a
leveduras fermentadoras de pentoses como S. arborariae, C. shehatae ou P. stipitis.

O crescimento celular dos consorcios (Figura 13) foi avaliado com base no peso

Seco.

a
o
°

Log,, Biomassa (g L)

T T T T
o] 50 100

Tempo (h)

Figura 11. Cinética de crescimento de cultivos das leveduras em consércio em meio
semissintético, a 180 rpm, 30°C, por 120 horas de cultivo (agitador orbital). Concentragdo
celular (g L™) de S. cerevisiae e P. stipitis (»); S. cerevisiae e C. shehatae (a); S. cerevisiae
e S. arborariae (m).
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A partir das 9 horas de cultivo pode-se observar o inicio da fase exponencial para os
trés cultivos, sendo que S. cerevisiae e P. stipitis demonstraram um crescimento mais lento
inicialmente, obtendo valores menores de concentracdo celular até 9 horas de cultivo. O
méximo crescimento obtido para esse consércio foi de 4,1 g L™ ao final do cultivo. Os
consorcios S. cerevisiae e C. shehatae e S. cerevisiae e S. arborariae obtiveram o maximo
crescimento em 108 horas de cultivo (3,8 g L™).

Na Figura 14 esta grafada a cinética do consumo de glicose, xilose e arabinose e
producédo de etanol e xilitol, pelos co-cultivos de S. cerevisiae e S. arborariae (Sc-Sa), S.
cerevisiae e P. stipitis (Sc-Ps) e S. cerevisiae e C. shehatae (Sc-Cs) sobre meio

semissintético, em agitador orbital.
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Figura 12. Cinética de consumo de glicose, xilose e arabinose e producéo de etanol e xilitol,
em consorcio, pelas leveduras: (A) S. cerevisiae e S. arborariae (Sc-Sa); (B) S. cerevisiae e
P. stipitis (Sc-Ps) e (C) S. cerevisiae e C. shehatae (Sc-Cs) em meio semissintético (agitador

orbital): (=) glicose, (—) xilose, (——) arabinose, xilitol (""* ) e etanol ( ®).
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O consumo de glicose teve 0 mesmo comportamento em todos 0s consorcios,
possivelmente pela presenca da levedura S. cerevisiae, com toda a glicose sendo consumida
em aproximadamente 48 horas. A xilose foi mais consumida pelo consércio com C.
shehatae, seguido por S. arborariae e P. stipitis (85; 49 e 41 % respectivamente).

A maior produtividade de etanol foi encontrada no consorcio com S. arborariae de
0,77 g de etanol g™ de aclicar, enquanto que os outros consércios mantiveram valores muito
préximos aos mostrados em cultivo isoladamente (P. stipitis e C. shehatae, Yps de 0,30 e
0,42 g g). Se o rendimento maximo de etanol (Yps) for calculado considerando apenas a
glicose como fonte potencial para a producdo de bioetanol, o valor encontrado para S.
arborariae (Yps = 0,77) € superior ao rendimento tedrico proposto para esta conversao (Y =
0,51), fato esse que pode sugerir que uma parte das pentoses também foi convertida em
etanol. No entanto, devido a presenca dos trés actcares (xilose, glicose e arabinose) no meio
de cultura é dificil determinar qual parte de cada aclcar foi destinada a producdo de
biomassa e que foi tomada para formar subprodutos. O etanol presente no meio foi
consumido nas horas finais do cultivo com os consorcios. MALEZCA e SCHNEIDER
(1982) relataram que quando a concentracdo de Xilose atinge determinado nivel e a
oxigenacdo aumenta, alguns microrganismos preferem utilizar o etanol produzido como
fonte de carbono, isso foi demonstrado em microrganismos como P. tannophilus, Candida
tropicalis e Candida guilliermondii (SCHIRMER-MICHEL et al., 2008). Em estudo
realizado com co-cultivo de Z. mobilis e P. tannophilus para producdo de etanol em meio
sintético, contendo glicose (60 g L™) e xilose (40 g L™), FU e PERIS (2008) obtiveram 26 g
L™ de etanol em 12 h de cultivo, originados do consumo de glicose por Z. mobilis, uma vez
que P. tannophilus foi inoculada apds o consumo da glicose.

A producdo de xilitol também foi maior em cultivo com consércio com S. arborariae

(Yes 0,79 g g) do que o mostrado em cultivo isoladamente (Yps 0,13 g g?). LATIF e
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RAJOKA (2001) em estudo sobre hidrolisado de sabugo de milho observaram que a
producéo de xilitol exibiu uma fase lag de 24 horas, enquanto que nos cultivos realizados

neste trabalho a producéo de xilitol foi detectada apenas apds 48 horas de cultivo.

4.3.2. Avaliacao do crescimento celular, consumo dos agucares e producao de etanol e

xilitol, por leveduras sobre hidrolisado de casca de arroz em agitador orbital
O hidrolisado de casca de arroz utilizado nesses ensaios, ndo foi submetido a

processo de destoxificacdo, e foi suplementado com peptona e extrato de malte,

respectivamente. A composi¢cdo do meio original e concentrado esta descrita na Tabela 11.

Tabela 11. Composicdo (g L™) do hidrolisado de casca de arroz original e concentrado 2,8
vezes.

Hidrolisado Glicose Xilose Arabinose Ac. Acético
Original 13,2 5,7 0,7 0,9
Concentrado 37.1 16.0 20 26
2,8 vezes

Comparando-se o0s hidrolisados observa-se que 0 teor dos acgucares presentes no

hidrolisado original aumentou de maneira proporcional ao fator de concentracao utilizado.

4.3.2.1. Avaliacdo da biomassa, consumo dos acgucares e producdo de etanol e xilitol por

cultivo de leveduras isoladas, sobre hidrolisado de casca de arroz

A avaliacdo da capacidade de fermentacdo do hidrolisado de casca de arroz pelas
leveduras S. cerevisiae, S. arborariae, C. shehatae e P. stipitis foi conduzida em agitador

orbital, a 180 rpm e 30°C. O crescimento dos cultivos sobre esse hidrolisado foi medido
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utilizando o método de contagem de colénias (UFC), e grafado sob a forma de logaritmo

natural (Figura 15).
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Figura 13. Cinetica de crescimento de cultivos das leveduras isoladas em hidrolisado de
casca de arroz, a 180 rpm, 30°C, por 240 horas de cultivo (agitador orbital). Concentracédo
celular (g L™) de P. stipitis (a); S. cerevisiae (m); S. arborariae () e C. shehatae (v).

A partir de 9 horas de cultivo todas as espécies apresentam crescimento na fase log, e
apos 60 horas, a multiplicacdo celular permaneceu praticamente constante para todas as
leveduras.

Uma das caracteristicas dos hidrolisados provenientes de diferentes residuos
lignoceluldsicos é a alta pressdo osmotica (PAPOUSKOVA et al., 2007). De acordo com
LIU e colaboradores (2006), uma pressdo osmoética de 2108 mOsm.Kg™ é suficiente para
inibir o crescimento de leveduras, inclusive para espécies osmofilicas como Candida krusei.
Segundo D" AMORE e colaboradores (1988) uma diminuicdo do crescimento celular e nas
taxas de fermentacdo estd associado com o0 aumento na pressdo osmotica. Apesar da pressao
osmotica do hidrolisado de casca de arroz concentrado utilizada neste trabalho ser de 1539

mOsmKg™, todas as leveduras cresceram e mantiveram o crescimento constante nesse
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hidrolisado. Segundo HOHMANN (2002), as células de leveduras podem desenvolver
mecanismos para ajustar, dentro de certos limites, a alta osmolaridade externa.

O consumo dos agUlcares presentes no hidrolisado (glicose, xilose e arabinose) e a
formacdo dos produtos etanol e xilitol pelas leveduras empregadas nesse ensaio estdo

grafados na Figura 16.
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Figura 14. Cinética do consumo de glicose (—7), xilose (——) e arabinose (——) e

producéo de xilitol (~"* ") e etanol (=), em hidrolisado de casca de arroz, a 180 rpm e
30°C em agitador orbital, pelas leveduras: (A) S. cerevisiae, (B) S. arborariae, (C) P. stipitis
e (D) C. shehatae sobre hidrolisado de casca de arroz.
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Os parametros da cinética de producdo de etanol e xilitol a partir de agucares
fermentesciveis do hidrolisado de casca de arroz em cultivos com S. cerevisiae, S.

arborariae, P. stipitis e C. shehatae, isoladamente, estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Pardmetros da cinética de producdo de etanol e xilitol em frascos agitados em
hidrolisado de casca de arroz, a 180rpm e 30°C, por S. cerevisiae, S. arborariae, P. stipitis e
C. shehatae.

YosET(@9gD) nET (%) QL™hD)  YesXIL(gg™)

C. shehatae 0,40 77,88 0,16 0,13
P. stipitis 0,35 68,07 0,14 0,16
S. cerevisiae 0,52* 101,43 0,38 -

S. arborariae 0,45 88,01 0,16 0,33

* Ypss calculado com base na glicose

Toda a glicose disponivel no hidrolisado de casca de arroz foi consumida por todas
as leveduras avaliadas, porém a S. arborariae apresentou um consumo mais lento quando
comparada as demais. C. shehatae apresentou o maior consumo de xilose (93%), seguida
por P. stipitis e S. arborariae (57 e 45%, respectivamente). Foram consumidos 47; 33 e 19%
de arabinose por C. shehatae, S. arborariae e P. stipitis, respectivamente.

S. cerevisiae apresentou a melhor produtividade de etanol (Ypis 0,52 g g7), seguida
por S. arborariae (Yepss 0,45 g g*), C. shehatae (Ypis 0,40 g g™) e P. stipitis (Ypis 0,35 g g™),
como pode ser observado na Tabela 12. ZHONG e colaboradores (2009), em estudo sobre
palha de arroz a 30 °C e 150 rpm, relataram que S. cerevisiae 424A (LNH-ST) apresentou
uma produtividade volumétrica de 0,26 g L™h™, maior que o encontrado neste trabalho (0,16
g L*h?), que pode ser explicada pela menor aeracdo do meio, o que provavelmente
provocou uma fermentacdo anaerObica dos componentes do hidrolisado. A mesma
explicacdo pode ser referida a C. shehatae NCIM 3501 em estudo realizado por CHANDEL
e colaboradores (2007), em bagaco de cana de agUcar (150 rpm e 30°C), que demonstrou um

rendimento de etanol 19% maior que o obtido nesse trabalho para a mesma espécie de
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levedura (0,48 g g ™). Frente ao hidrolisado de palha de arroz, SILVA e colaboradores
(2010) em cultivo com 200 rpm de agitag&o em agitador orbital, obtiveram Yps=0,37 g g ™,
para P. stipitis, semelhante ao encontrado neste trabalho (Yps 0.35 g g 7). S. arborariae
apresentou rendimentos bastante satisfatérios quando comparada as demais leveduras
reconhecidamente fermentadoras de pentoses, como as utilizadas nesse trabalho, P. stipitis e
C. shehatae, e as empregadas em diversos estudos (Tabela 13). Nas horas finais do cultivo,

foi observado que as leveduras utilizadas neste estudo metabolizaram etanol.

Tabela 13. Produtividade de etanol de cepas fermentadoras de pentoses.

Cepa Ligrli)isélduulgsico Yeis(gg ™) Referéncia Bibliografica
Spathaspora arborariae Casca de arroz 0,45 Este trabalho.
Candida shehatae Bagaco de cana 0,48 CHANDEL et al.,2007
Pichia stipitis Palha de arroz 0,37 SILVA et al., 2010

Pachysolen tannophilus Bagaco de cana 0,35 CHENG et al., 2007

A conversdo de xilitol foi maior nos cultivos com S. arborariae (Yp;s 0,33), seguida
por C. shehatae e P. stipitis (Yps 0,16 e 0,13). Segundo a literatura, a produgdo microbiana
de xilitol depende de uma série de condigdes experimentais que influenciam sobre o
desempenho do microrganismo, tais como pH, concentracdo inicial de substrato, nivel de
indculo, composicdo do meio e o suprimento de oxigénio. Dois desses fatores, a
concentracdo inicial de substrato e oxigénio, sdo considerados variaveis criticas
(WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). As leveduras C. shehatae e P. stipitis
apresentaram perfis semelhantes para a producdo de xilitol com conversdes de 0,13 € 0,16 g
g*, respectivamente. A producéo deste alcool foi detectada apenas nas Ultimas 60 horas de
cultivo. Segundo DU PREEZ (1989) este fato pode ser explicado pela menor taxa de

utilizacdo da xilose frente a glicose durante a producdo de etanol, isso resulta de uma
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repressdo catabolica que a glicose exerce na indugdo da enzima aldose-redutase (SUGAI e

DELGENES, 1995).

4.3.2.2. Avaliacdo da biomassa, consumo dos acucares e producdo de etanol e xilitol por

co-culturas em meio hidrolisado de casca de arroz

O crescimento celular dos consércios em hidrolisado de casca de arroz foi realizado

por contagem de col6nias, em UFC e o resultado encontra-se na Figura 17.
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Figura 15. Cinética de crescimento de cultivos das leveduras em consorcio em hidrolisado
de casca de arroz, a 180 rpm, 30°C, por 240 horas de cultivo. Concentracao celular (g L™) de
S. cerevisiae e P. stipitis (®); S. cerevisiae e C. shehatae (a); S. cerevisiae e S. arborariae

(m).

Todos os co-cultivos tiveram crescimentos semelhantes, com a fase log podendo ser
observada nas 12 horas iniciais de cultivo.

Com o objetivo de converter o maximo de hexoses e pentoses presentes no
hidrolisado de casca de arroz em etanol e xilitol, avaliaram-se co-cultivos, com as leveduras
fermentadoras de pentoses (S. arborariae, C. shehatae ou P. stipitis) e a levedura S.

cerevisiae, conhecida fermentadora de hexoses (Figura 18).
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Figura 16. Cinética do consumo de glicose (—=), xilose (——) e arabinose (—) e producéo

de xilitol (~* ") e etanol ( ™) em hidrolisado de casca de arroz, a 180 rpm e 30°C pelo
consércio das leveduras: (A) S. cerevisiae e S. arborariae, (Sc-Sa); (B) S. cerevisiae e C.
shehatae (Sc-Cs) e (C) S. cerevisiae e P. stipitis (Sc-Ps)
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Em todos os co-cultivos a glicose foi totalmente consumida, porém no co-cultivo
com Sc-Sa ocorreu mais lentamente. Houve grande consumo de xilose, sendo 90% para o
consorcio Sc-Sa ,78% para 0 consdrcio Sc-Ps e 70% para o consorcio Sc-Cs. Cerca de 30%

de arabinose foi consumida nos cultivos testados.

Tabela 14. Resultados obtidos para producdo de etanol e xilitol em frascos agitados, em
hidrolisado de casca de arroz a 180 rpm e 30°C, pelos consorcios de leveduras Sc-Cs, Sc-Sa
e Sc-Ps.

YesET(997)) mET (%) Q@L™hY)  YesXIL(gg")

Sc-Sa 0,62 120,79 0,25 0,45
Sc-Ps 0,49 95,15 0,23 0,14
Sc-Cs 0,57 111,75 0,24 0,13

O consarcio Sc - Sa apresentou 0 maior coeficiente de rendimento de etanol, com um
Ypis de 0,62 g g como pode ser observado na Tabela 14. LATIF e RAJOKA (2001)
utilizaram Candida tropicalis e S. cerevisiae em co-cultura sobre hidrolisado de sabugo de
milho (30°C e 150 rpm), obtendo como resultado para o consorcio na producdo de etanol e
xilitol, Yps de 0,26 g g~ e 0,15 g g™, respectivamente. Neste mesmo trabalho utilizando o
co-cultivo de S. cerevisiae e C. shehatae obtiveram maiores rendimentos de etanol, com Ypss
e Qpde 0,57 ggte 0,24 g L™, respectivamente. Cultivando S. cerevisiae e P. tannophilus
em consorcio sobre hidrolisado de coniferas, em agitador orbital (30°C e 120 rpm), QUIAN
e colaboradores (2006), obtiveram 0,49 g g™ de etanol. A produtividade dos autores citados
foi inferior ou igual a encontrada neste trabalho, apesar da aeracdo de 180 rpm ser maior que
a utilizada pelos mesmos. Segundo FROMANGER e colaboradores (2010), uma fase
aerObia favoreceria o crescimento celular, enquanto a limitacdo de oxigénio favorece a
producdo de etanol.

O melhor rendimento de xilitol ocorreu no consorcio Sc - Sa , com uma conversao de

0,45 g g™, seguida pelos consércios Sc - Cs e Sc - Ps, com 0,14 e 0,13 g g™*. A conversdo de
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xilitol no meio pode ser explicada pela aeragdo utilizada neste trabalho de 180 rpm,
diretamente ligada a quantidade de oxigénio disponivel. A aeracdo é condi¢do experimental
critica para producdo de xilitol. O suprimento de oxigénio determina se D-xilose sera
fermentada ou ndo, regulando o equilibrio do consumo de carbono para bioconversao e
crescimento (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). A produgdo de xilitol em meio
hidrolisado de casca de arroz alcangou 7 g L™ (Yps de 0,45) para 0 consércio Sc - Sa,
apresentando menor rendimento que o co-cultivo com Candida guilliermondii, estudada por
MUSSATO e ROBERTO (2006) em shaker (200 rpm) com (Yp;sde 0,67).

Esperava-se que nas fermentac6es de hidrolisado os valores de parametros como Yps
e Qp, de etanol e xilitol, fossem inferiores aos encontrados no meio semissintético devido a
presenca dos inibidores no hidrolisado (acido acetico, furfural, HMF, &cidos fracos e
compostos fenolicos). Estes sdo produtos da desidratacdo dos acgUcares (xilose e glicose) e
de degradacdo da lignina apos a hidrélise acida diluida, que podem afetar a eficiéncia de
fermentacdo, pois sdo toxicos aos microrganismos e inibem o seu metabolismo
(MUSSATTO e ROBERTO, 2004). Nos co-cultivos utilizando S. cerevisiae - P. stipitis e S.
cerevisiae - C. shehatae, este fendmeno nédo foi observado, pois os valores de Ypis e Qp
foram maiores em hidrolisado do que no meio semissintético.

A maior conversdo de etanol e xilitol foi obtida utilizando o consorcio de S.
cerevisiae e S. arborariae, com Y5 ps de 0,77 e Y 550,79 g.g™ em meio semissintético e
YETos de 0,62 Y55 de 0,45 g gt em hidrolisado de casca de arroz. Estes valores
comprovam a alta conversdo de etanol e xilitol produzida por este co-cultivo quando
comparada aos outros consorcios estudados neste trabalho com as leveduras conhecidamente
fermentadoras de pentoses a etanol e xilitol, P. stipitis e C. shehatae.

O consumo dos acucares (glicose, xilose e arabinose), bem como a producdo de

etanol e xilitol, em meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz, em agitador orbital a
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180 rpm e 30°C de temperatura pelas leveduras isoladamente e em co-cultivo encontram-se

no ANEXO 1 deste trabalho.

4.4, AVALIAC;AO DA PRODUQAO DE ETANOL PELAS LEVEDURAS DO
GENERO Saccharomyces e Spathaspora SOBRE HIDROLISADO DE CASCA DE

ARROZ EM BIORREATORES DE CULTIVO SUBMERSO.

4.4.1. Ensaios em biorreatores de cultivo submerso

O processo fermentativo biotecnolégico que engloba o uso de biorreatores é
interessante do ponto de vista econdmico, pois visa um aumento de escala e
consequentemente possibilitaria a implantacdo de plantas industriais. Sendo assim, foi
avaliada a capacidade de conversdo dos agucares em alcodis pelas leveduras S. cerevisiae, 0
co-cultivo de S. cerevisiae com S. arborariae e 0 mesmo co-cultivo com adicdo de um
complexo de enzimas contendo celulases e hemicelulases, sobre hidrolisado de casca de
arroz ndo filtrado, em biorreatores de cultivo submerso. Os biorreatores foram conduzidos a
uma aeracdo de 1 vvm, 300 rpm de rotacdo e pH padronizado em 5,5 com HCI e NaOH

ambos 1M.

4.4.1.1. Ensaios em biorreatores de cultivo submerso utilizando Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae foi avaliada nas condicGes citadas no item 4.4.1. A Figura
19 mostra a cinética de crescimento desta levedura sob hidrolisado de casca de arroz.

O crescimento celular da levedura S. cerevisiae atingiu 0 maximo em 120 horas de
cultivo com 1,38 x10® UFC mL™, semelhante ao crescimento da biomassa em frascos

agitados, sob 0 mesmo hidrolisado de casca de arroz (1,79x 10° UFC mL™).
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Figura 17. Cinética de crescimento celular de S. cerevisiae sobre hidrolisado de casca de
arroz, em biorreator de cultivo submerso (1 vwm, 300rpm, 30°C). Contagem de colénias

(UFC mL™).

Quanto ao consumo dos acucares, S. cerevisiae consumiu 100% da glicose
disponivel no meio, em aproximadamente 80 horas de cultivo. J& a producdo de etanol
obteve alta taxa de bioconvers&o (Yps= 0,52 g g), e produtividade volumétrica de 0,28 g
L*h™ (Tabela 15) o mesmo valor atingido em agitador orbital com a mesma levedura e
mesmo substrato. SAHA e colaboradores (2005), utilizando casca de arroz como substrato,
com a bactéria recombinante Escherichia coli obtiveram 0,43 g g™ de etanol provindo de
todos os acucares fermentesciveis. Em hidrolisado de mandioca, CHOI e colaboradores
(2010) relataram que ao utilizar S. cerevisiae CHY1011 e S. cerevisiae CHFY0901 a 32°C,
durante 66 horas, houve uma produtividade de etanol de 0,46 + 0,059 g~ e 0,43+ 0,04 gg?,
valor semelhante ao encontrado neste trabalho. Neste cultivo, o etanol formado foi

consumido pelos microrganismos subseqlientemente a sua producéo.
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Tabela 15. Resultados obtidos para a producéo de etanol em hidrolisado de casca de arroz
em biorreator de cultivo submerso (1 vvm, 300rpm, 30°C) por S. cerevisiae.

Glicose (%) YrsET(99) nET (%) Q@L'hY)
S. cerevisiae 100 0,52* 100% 0,28
* Y5 calculado com base na glicose

A producdo de alcodis bem como o consumo dos acglcares do consorcio em

hidrolisado de casca de arroz esta representada pela Figura 20.
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Figura 18. Producéo de etanol pela levedura S. cerevisiae sobre hidrolisado de casca de

arroz em biorreator de cultivo submerso (1 vvm, 300rpm, 30°C). () glicose, (m) xilose, (a)
arabinose, (x) etanol.

4.4.1.2. Ensaios em biorreatores de cultivo submerso utilizando consodrcios de

Saccharomyces e Spathaspora arborariae

Conforme os resultados obtidos no cultivo feito em agitador orbital sobre hidrolisado
de casca de arroz, o consorcio que utilizou os microrganismos S. cerevisiae e S. arborariae
apresentou melhor producdo de etanol (0,66 g etanol g™ de aclicar). Por esta razdo um co-
cultivo em biorreatores submersos foi realizado utilizando esses microrganismos nas

condigOes citadas no item 4.4.1.
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A Figura 21 mostra a cinética de crescimento celular do co-cultivo de S. cerevisiae e
S. arborariae (Sc-Sa), sobre hidrolisado de casca de arroz em biorreator de cultivo

submerso.
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Figura 19. Cinética do crescimento celular apresentados em In UFC mL™, do co-cultivo Sc-
Sa em hidrolisado de casca de arroz, em biorreator de cultivo submerso (1 vvm, 300 rpm,
30°C).

O méaximo crescimento do co-cultivo ocorreu em 96 horas de cultivo (1,38x10° UFC
mL™) em biorreatores, semelhante ao valor encontrado de crescimento de biomassa para o
mesmo co-cultivo sobre o hidrolisado de casca de arroz (1,86x10°UFC mL™). A partir do
maximo crescimento a fase de declinio torna-se nitida, pois ha um decréscimo na quantidade
de acucares fermentesciveis do hidrolisado.

O consumo dos acUcares disponiveis no meio (glicose, xilose e arabinose) e a
producdo de etanol e xilitol estdo representados na Figura 22. A maior producdo de etanol
foi em 60 horas com 9 g L™. A xilose e a arabinose foram pouco consumidas no meio, com

29 e 31 % de consumo, respectivamente.
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Figura 20. Cinética de consumo dos agucares e a producdo de etanol e xilitol a partir do co-
cultivo Sc-Sa sobre hidrolisado de casca de arroz em biorreator de cultivo submerso (1 vvm,
300 rpm, 30°C). (#) glicose, (m) xilose, (a) arabinose, (x) etanol e (a) xilitol.

A converséo para etanol do co-cultivo foi de 0,42 g de etanol g™ de glicose (Tabela
16). Neste cultivo observa-se a formacdo de xilitol, que inicia-se a partir de 108 horas de
cultivo, com uma méxima produtividade de 0,07 g g*. Em trabalho realizado por
SCHIRMER-MICHEL e colaboradores (2009) C. guilliermondii NRRL Y-2075 foi
cultivada em microaerofilia, sobre hidrolisado destoxificado de casca de soja concentrado 2
vezes, durante esse cultivo, etanol e xilitol foram produzidos, sendo que a concentracao
méxima de etanol foi atingida com taxa de converséo de Ypss 0,40 g etanol g ™ aclcar, e a
producdo de xilitol encontrada (< 2,5 g L™) foi alta, quando comparada a deste trabalho
(0,22 g de xilitol g* xilose). Neste cultivo observa-se o consumo de etanol produzido nas
horas finais do cultivo. Sequndo DELGENES e colaboradores (1998) o consumo de etanol

esta relacionado a uma incompleta conversdo da xilose.
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Em frascos agitados os valores de produtividade foram maiores que os encontrados
em biorreatores (Tabela 16), provando que maiores estudos devem ser feitos para
aperfeicoar as condig¢des do cultivo. A maior agitacdo do meio provoca efeito negativo na
fermentagdo da glicose e conversdo da celulose, em fermentacdes com ou sem o uso de
enzimas (MUSSATTO et al., 2006).

Tabela 16. Valores de produtividade de etanol em co-cultivo Sc-Sa em agitador orbital e em
biorreator de cultivo submerso.

YesET(997)  nET (%) Q@.L.h") YesXIL(gg™)
Sc-Sa biorreator 0,42 83 0,16 0,07
Sc-Sa agitador orbital 0,62 121 0,25 0,45

4.4.1.3. Ensaios em biorreatores de cultivo submerso utilizando sacarificacdo e co-
fermentacéo simultaneas de S. cerevisiae e S. arborariae e enzima Powercell

O crescimento celular dos microrganismos esta na Figura 23, com um maximo de
1,73x10°UFC mL™, semelhante ao encontrado em cultivo sem adicdo de enzima com o

mesmo consércio de microrganismos (1,65x10°UFC mL™).
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Figura 21. Crescimento celular do co-cultivo Sc-Sa em In UFC mL™, em hidrolisado de
casca de arroz, em biorreator de cultivo submerso (1 vvm, 300 rpm, 30°C).

65



Resultados e Discussdo

A producdo de etanol e xilitol e o consumo dos agUlcares presentes no meio estdo
demonstrados na Figura 24. Com o0 uso de enzimas, a glicose foi totalmente consumida em
168 horas, enquanto que nos biorreatores com o co-cultivo sem enzima foi consumida em
120 horas. A enzima atuou também na Xilose e na arabinose presentes no meio, sendo que 0s
niveis das mesmas mantiveram-se estaveis a partir das 24 horas iniciais do cultivo. A
méaxima producdo de etanol foi obtida em 108 horas de cultivo com 14,5 g L™, sendo a
converséo igual a 0,53 g de etanol g™ de glicose. A converséo de xilitol foi de 0,36 g g™

Ao comparar 0 co-cultivo realizado com enzima ao sem enzima (Tabela 17), sob as
mesmas condigdes e com 0s mesmos microrganismos, nota-se que tanto a produtividade de
etanol (Yps 0,53 e 0,42 g g™) quanto a de xilitol (Y s 0,36 e 0,07 g g™) foram maiores.
OHGREN e colaboradores (2006) utilizando o chorume pré-tratado de milho, com as
enzimas Celluclast 1.5 L (65 FPU/g e 17-glucosidase 1U/g) e Novozyme 188 (376 -
glucosidase 1U/g), com atividades enzimaticas de 15 FPU/g com a levedura S. cerevisiae
TMB3400, obtiveram uma produtividade de 0,54 g g* de etanol, valor semelhante ao

encontrado neste trabalho.
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Figura 22. Cinética de producéo de etanol e xilitol a partir pelo co-cultivo S. cerevisiae e S.
arborariae, (Sc-Sa) sobre hidrolisado de casca de arroz, com 15 FPU de enzima, em
biorreator de cultivo submerso (1 vvm, 300rpm, 30°C). (e) glicose, (m) xilose, (a)
arabinose, (x) etanol e (A) xilitol.

Os cultivos em biorreatores submersos mostraram que o uso de hidrolisado de casca
de arroz em fermentacdo etanolica produz altas taxas de produtividade a etanol. A casca de
arroz € um residuo rico em celulose, com potencial para ser fermentado tanto por

sacarificacdo simultanea quanto pelo uso de co-cultivos simultaneamente.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que a casca de
arroz € um substrato com grande potencial para bioprocessos apos tratamento de hidrélise
acida diluida.

Considerando apenas a méaxima recuperacdo dos acucares (glicose, xilose e
arabinose), o tratamento com temperatura de 150°C e 3,0 mmol de H,SO4 g™ SS aos 40
minutos de reacdo foi o mais eficiente entre todos os avaliados (12 g L™). Todavia, neste
tratamento houve uma excessiva liberacdo de compostos toxicos que possivelmente
causariam inibicdo do crescimento celular em posteriores processos de bioconversédo deste
hidrolisado (2,3 g L™). Para que esse hidrolisado possa ser utilizado em processos
biotecnologicos uma etapa de destoxificagdo possivelmente seria necessaria. Neste
contexto a condicdo 129°C, 4,4 mmol H,SO,4 g™ SS foi a mais eficaz, com apenas 0,18 g L
! de inibidores formados, o que é facilmente suportado pelos microrganismos
fermentadores.

Quanto as fermentacBes em frascos agitados, foram obtidos resultados satisfatorios,
as maiores concentracbes de etanol foram encontradas nas fermentacdes realizadas
utilizando o consdrcio (S. cerevisiae e S. arborariae), sobre meio hidrolisado de casca de
arroz (Yps 0,62 g g?). A levedura S. arborariae apresentou-se promissora para a

fermentacao de pentoses.

O cultivo em biorreatores submersos necessita ser otimizado para aumentar a
conversao dos acucares fermentesciveis contidos no hidrolisado de casca de arroz a etanol
e/ou xilitol pelos consorcios selecionados neste trabalho, apesar dos resultados encontrados

serem satisfatorios (Yess 0,42 g g™). Maiores estudos também devem ser feitos quanto ao
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uso de enzimas no processo de fermentacéo da casca de arroz (Ypss 0,53 g g™), avaliando-

se também a sacarificacdo enzimatica e a fermentagdo separadamente.
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6. PERSPECTIVAS

Considerando o0s investimentos em novas tecnologias para producdo de
biocombustiveis através de residuos lignocelulésicos, um dos objetivos deste projeto é
investir no aproveitamento total do residuo de casca de arroz através da utilizacdo da
técnica de hidrdlise enziméatica com variadas enzimas, em combinagdo com 0 processo ja
desenvolvido neste trabalho de hidrolise &cida diluida. Para que o processo de producgdo de
combustivel de segunda geracdo obtenha um aumento na produtividade dos processos
fermentativos, é fundamental o investimento em pesquisas relacionadas aos processos de
culturas continuas com biocatalisadores imobilizados. Tais sistemas, ainda dependem de
otimizacdo e poderdo ser utilizados com vantagem em comparacdo aos modelos
convencionalmente utilizados nas industrias, como é o caso do processo em batelada com

células livres.
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semissintético e hidrolisado de casca de arroz, por cultivos isolados e em co-cultura.

APENDICE 1

Tabela contando a sintese do consumo de acucares (glicose, xilose e arabinose),
producdo de etanol e de xilitol em frascos agitados a 180 rpm e 30°C sobre meio

Meio Tipo de Microrganismo Gli  Xil Ara YpsET nET Q Yepis
Cultivo (%) (%) (%) @9 (%) (@@L*hY z<ll—_1)
g9
oS C.shehatae 100 96 69 0,4 78 0,22 0,45
3 =35 P.stipitis 99 82 49 036 71 0,14 0,17
= S .2 S, cerevisiae 100 0 O 053 104 0,4 -
Q (S .
€ £ S. arborariae 100 84 37 0,46 89 0,21 0,13
8 S. cerevisiae
£ Eo . arborariae 100 49 24 0,77 151 0,69 0,79
(0] - 1c1
o 8¢ Socerevisiae + .55 4 99 03 59 011 0,02
%, =S P. stipitis
OO S cereviside + .55 g, 94 042 83 0,27 0,2
C. shehatae
© oS C. shehatae 100 93 47 0,4 78 0,16 0,13
= =35 P stipitis 100 58 19 035 68 0,14 0,16
2 33 S cerevisiae 100 0 0 052 101 038 -
o N £ S arborariae 100 45 33 0,45 88 0,16 0,33
S ° S. cerevisiae + o9 o) 55 g2 121 025 0,45
5& &8 S arborariae ' ’ ’
(U = - =
2 S5 S cerevisiae + 150 49 35 049 95 023 0,14
o =g P. stipitis
=) O O  S. cerevisiae
T G shehatas 100 71 24 057 112 0,24 0,13




APENDICE 2

Primeiro artigo intitulado: “Conversion of toxic rice hull hydrolysates into ethanol by
Spathaspora arborariae, Saccharomyces cerevisiae, and their co-fermentations” foi

submetido ao periddico Bioresource Technology.
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Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500, PO Box 15090, ZC 91501-970, Porto

Alegre, RS, Brazil; ?Biological Science Institute, Federal University of Minas Gerais.

ABSTRACT

In this research it was studied the production of ethanol by a new yeast specie,
Spathaspora arborariae, using concentrate rice hull hydrolysate as substrate.
Fermentations with Saccharomyces cerevisiae, alone or in co-cultures with S. arborariae,
were also carried out over these substrates and in semi-synthetic medium in order to gather
physiological information on these systems, specially concerning their ability to grow and
produce ethanol in the presence of acetic acid, furfural, and hydroxymethylfurfural. S.
arborariae showed the ability to metabolize both pentoses and hexoses present in the
hydrolysate, with ethanol yields (Ypss) of 0.45 g ethanol g sugars. The highest ethanol

yield was achieved in the co-cultures, with Yps of 0.77 and 0.62 g ethanol g sugars on

* Corresponding author. Phone: +55 51 33086685; fax: +55 51 33087048.
E-mail address: mazayub@ ufrgs.br (MAZ Ayub).

#The first and the second authors contributed equally to this research.
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semi-synthetic medium and on rice hull hydrolysate, respectively. When the toxic
compounds were added to the semi-synthetic medium, either alone or in combination, their
presence showed negative effects on biomass formation and ethanol productivity. This
work shows good prospects for the use of the new yeast S. arborariae and co-cultures with

S. cerevisae.

Keywords: Bioethanol, rice hull hydrolysate, Spathaspora arborariae, Saccharomyces

cerevisiae, culture inhibitors.

1. INTRODUCTION

Global interest in ethanol biofuel has increased during recent years due to concerns
on fossil fuels exhaustions and carbon dioxide emissions (MARTIN and THOMSEN,
2007). Chief sources of ethanol production are sucrose from sugar cane and maize starch,
as used by the two biggest ethanol producers, Brazil and United States (SOCCOL et al.,
2010; ROUHOLLAH et al., 2007). However, the great bulk of biomass consists of
cellulose, hemicellulose, and lignin, which can be used to greatly expand the renewable
and sustainable resources for fuel ethanol, without competing with food production
(ROUHOLLAH et al., 2007; FROMANGER et al., 2010). Cellulose and hemicellulose
fractions coming from agroindustrial residues can be depolymerized into fermentable
sugars such as the hexoses glucose and mannose, and the pentoses xylose and arabinose,
either by enzymatic or chemical hydrolyses (MOSIER et al., 2005). An efficient
conversion of all sugars present in lignocellulosic hydrolysates to ethanol is a prerequisite
for maximizing the profitability of an industrial process and to improve the cost-
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competitiveness of bioethanol production (GUPTA et al., 2009; FU et al., 2009). The
microbial conversion of pentoses, which represent 25-40 % of the total sugars of these
polymeric materials, has been identified as the major research challenge for the second-
generation ethanol technology (FROMANGER et al., 2010). The pentose sugar xylose is
the main monosaccharide liberated from plant hydrolysates, which cannot be fermented by
wild-type strains of Saccharomyces cerevisiae, by far the most extensively used
microorganism for ethanol production. In order to overcome this limitation, several
attempts to develop recombinant strains of S. cerevisiae based on its capacity to ferment
xylulose into ethanol have been reported in the literature, but so far only a limited number
of industrial S. cerevisiae strains with this capacity have been tested because the metabolic
regulations of yeasts are still poorly understood (VAN ZYL et al., 2007). Consequently,
there are relatively few studies on the performance of these strains under industrial

conditions using lignocellulosic hydrolysates (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Yeasts like Pachysolen tannophilus and Candida tropicalis have been shown to
ferment xylose to ethanol (Van MARIS et al., 2006), but since no wild-type strains of these
yeasts are able to efficiently carried out this conversion, the combination of them and the
construction of genetically modified cells have been reported in the literature (FU and
PEIRIS, 2008). Co-cultures of yeasts appear to be advantageous because of the potential

for synergistic utilization of the metabolic pathways of all strains (BADER et al., 2009).

Another important factor involved in the second-generation bioethanol production
is the formation of cell inhibitory substances such as weak acids, furan derivatives, and
phenolic compounds, which will always arise from chemical hydrolyses of lignocellulosic
materials (PALMQVIST and HAHN-HAGERDAL, 2000a; KLINKE et al., 2004).

Inhibitors affect the overall cell physiology and often result in decreased cell viability,
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ethanol yields, and productivity (ZALDIVAR et al., 2001). For instance, for S. cerevisiae,
furans at high concentrations exert an inhibitory effect, interfering with glycolytic enzymes
and macromolecules syntheses, while acetic acid, which is relatively abundant in
lignocellulosic hydrolysates, has cytotoxic effects at elevated concentrations (KEATING et
al., 2006). In this context, the aims of this research were to investigate the kinetics of
glucose, xylose and arabinose conversion to ethanol in cultures of Spathaspora arborariae
(a completely new strain of yeast) and Saccharomyces cerevisiae, and in the combined co-
cultures of these strains, under micro-aerobic conditions, using semi-synthetic medium and
concentrate rice hull hydrolysate. The individual and combined effects of the toxic
compounds hydroxymethylfurfural (HMF), furfural and acetic acid on sugar consumption,

cell growth, and ethanol productivity were also evaluated in semi-synthetic medium.

2. Materials and Methods
2.1. Microorganisms, cell maintenance, and materials

The strains used in this study were Saccharomyces cerevisiae ICV D254 (Lalvin, Institut
Coopératif du Vin, France), and Spathaspora arborariae (NRRL Y-48658). S. cerevisiae
ICV D254 is a commercial wild-type strain isolated from Syrah grapes from the Rhéne
Valley region, in France, used for wine fermentation and it has been chosen for this
research due to its good ethanol. S. arborariae NRRL Y-48658 was recently isolated from
rotting wood collected in the Serra do Cipd National Park, State of Minas Gerais, Brazil,
and was characterized by CADETE et al., (2009) as an efficient D-xylose fermenting

yeast. Yeasts were kept frozen at -20 °C in stock cultures of 20 % glycerol and 80 % of
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culture medium containing (in g L™): yeast extract, 3; malt extract, 3; peptone, and

glucose, 5.

Rice hull was obtained from a local rice mill as dried material and processed without any
further treatments before hydrolysis (see bellow). All chemicals used in this research were
of analytical grade and purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), unless otherwise

stated.

2.2. Inocula preparation

Inocula for all cultivations were prepared by cultivating the yeasts in synthetic medium
according to compositions described bellow in 500 mL Erlenmeyer flask filled with 150
mL of medium. Cultivations were carried out in an orbital shaker (Marconi MA 830,
Brazil) at 180 rpm, 30° C for 24 hours. Late exponential-phase cells were collected by
centrifugation at 3,000 g for 10 minutes, and the pellet formed was washed with sterile
distilled water and resuspended directly into the medium to be used in the fermentation to
obtain a cell concentration of optical density 1 at 600 nm. Fractions of 10 % (v/v) of these

cell suspensions were then used as the inocula in all experiments.

2.3. Cultivation conditions

The microorganisms, both isolated and in consortium, were cultivated in semi-synthetic
medium and in rice hull hydrolysate (RHH). The semi-synthetic medium (G20X20A10) Was
composed of (in g L™): yeast extract, 3; peptone, 5; xylose, 20; glucose, 20, and arabinose

10, pH adjusted to 5 with 1 M HCI. Hydrolysate was obtained by the acid diluted
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hydrolysis of rice hull in autoclave (121° C, 60 minutes, solid:liquid ratio of 1:10, 1 %
(v/v) sulfuric acid). The liquid fraction was separated by filtration and the pH was adjusted
to 5 with solid sodium hydroxide. The hydrolysate was vacuum-concentrated (70 °C) 2.8
times in order to increase sugars concentration to final amounts of (in g L™): glucose, 35,
xylose, 13 and, arabinose, 4. No detoxification and supplementation was made. Cultures
were carried out in 2 L Erlenmeyer flasks containing 450 mL of either Gz9X20A10 or RHH
in an orbital shaker at 180 rpm, 28°C for 108 and 240 hours, respectively. Samples were
collected at stipulated points for determination of biomass by cell counting (CFU) and
quantification of sugars, xylitol, ethanol, and acetic acid. All experiments were conducted

in duplicates.

2.4. Tolerance towards toxic compounds

The effects of furfural, HMF, and acetic acid toxicity on cultures were evaluated using
semi-synthetic medium composed of (in g L™) glucose, 20; xylose, 15; arabinose, 3; yeast
extract, 3; peptone, 5, added with varying concentrations of the toxic compounds (in g L™):
furfural 2 and 3, HMF 2.5 and 5, acetic acid 1.6 and 3.2, either alone or in combinations of
the three. The same medium without addition of the toxic compounds was used as control.
Cultures were carried out in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 60 mL of medium,
initial pH 5, at 28°C, 180 rpm on a rotary shaker, for 120 hours. Samples were collected at
determined times for the determination of sugars, ethanol, and toxics concentration, and for

biomass.
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2.5. Analytical methods

Glucose, xylose, arabinose, ethanol, xylitol, and acetic acid concentrations were
determined by HPLC (Shimadzu, Japan) equipped with a refractive index detector and
Bio-Rad HPX-87H column (300 x 7.8 mm) using 5 mM sulfuric acid as eluent at 45°C,
flow rate of 0.6 mL/min and sample volumes of 20 uL. Furfural and HMF were
determined by HPLC with a UV detector (at 276 nm) using a Nucleosil C18 column (250
x 4.6 mm) at room temperature, using acetonitrile—water (2:8) containing 10 g L™ acetic
acid as eluent, flow rate of 1.1 mL min™ and sample volumes of 20 pL. Cell growth was

analyzed and expressed either as dry weight or as CFU (colony forming units).

2.6 Kinetic parameters calculation

The ethanol conversion yield (Y g, g g7) was defined as the ratio of the concentration of
ethanol produced and glucose consumed when S. cerevisiae was used as the sole
microorganism. When cultivation was with S. arborariae, the ethanol conversion yield (Y
ps, 9 97) was defined as the ratio of the concentration of ethanol produced and total sugars
consumed, while xylitol conversion yield (Y xx, g g") was calculated as the ratio of

concentration of xylitol produced and xylose consumed.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Culture kinetics of S. cerevisiae and S. arborariae on G,X2A10 and RHH

The kinetics of S. cerevisiae ICV D254 cultivation on GyX20A10 and RHH is shown in

Figure 1 A and B, while the kinetic parameters in comparison with the other cultivations
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are shown in Table 1. S. cerevisiae consumed all available glucose, showing good ethanol
conversion yields on both media, with Y g values of 0.53, and 0.52 in G20X20A10 and
RHH, respectively, showing that S. cerevisiae ICV D254 can be cultivated in hydrolysates
containing diluted concentrations of toxic compounds. Using similar semi-synthetic
medium and culture conditions, ROUHOLLAH et al., (2007) reported the ability of a
commercial strain of S. cerevisiae used in wine fermentation to produce ethanol with Yp/s
= 0.32. SAHA et al., (2005) reported the cultivation of a recombinant ethanologenic strain
of Escherichia coli (FBR 5), under micro-aerobiosis on RHH (obtained under the same
hydrolysis conditions employed in our paper), obtaining ethanol bioconversions yields of
Yps = 0.43. Although the results for S. cerevisiae ICV D254 were reasonably good
compared to E. coli, a major hindrance for using this yeast for lignocellulosic hydrolysate
fermentation is its inability to metabolize and ferment pentose sugars such as xylose and

arabinose to ethanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007, BERA et al., 2010).

The kinetics of S. arborariae NRRL Y-48658 cultivation in GzoX20A10 and RHH is shown
in Figure 2 A and B, and the kinetic parameters, in comparison with the other cultivations,
are shown in Table 1. Unlike S. cerevisiae, this yeast was able to use all glucose and most
of xylose present in the media, following a diauxic Kinetic. The preferential utilization of
glucose over xylose is not an uncommon phenomenon, also shown to occur for Candida
utilis, C. shehatae, and P. stipitis, due to glucose repression of enzymes involved in the
xylose metabolism or by inactivation of high affinity transport systems (PREZIOSI-
BELLOY et al., 1997). Arabinose was also used, although less efficiently. Ethanol was
produced with yields of Y ps = 0.45 on G,0X20A10 and 0.45 on RHH, respectively, reaching
concentrations over 15 g L™ in both media. Efficiencies of xylose and arabinose utilization

by this yeast were 84 % and 37 % in G20X20A10 and 45 % and 33 % in RHH, respectively.
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These results showed that this new yeast compared very well with other yeasts capable of
metabolizing both pentoses and hexoses, converting them into ethanol. For instance,
HAHN-HAGERDAL et al., (2006) reported ethanol yields of Yps = 0.41 for Pichia stipitis
cultivated in detoxified wheat straw hydrolysate. HUANG et al., (2009), obtained ethanol
yields of Yp;s = 0.40 for non-adapted strains of P. stipitis cultivated in neutralized rice
straw hydrolysate. Moreover, S. arborariae NRRL Y-48658 was also able to produce
xylitol in both media with good yields, especially in RHH, with Y xx of 0.33. Again, these
results are suggesting the good biotechnological potential of this yeast. Growing in brewers
spent grain hemicellulosic hydrolysate, the standard xylitol producer, Candida

guilliermondii, showed yields Yp;s 0f 0.37, as reported by MUSSATTO et al., (2005).

3.2.Kinetics of co-cultures of S. cerevisiae and S. arborariae
Although S. cerevisiae is efficient in converting hexoses into ethanol, it is unable to
metabolize the pentoses present in lignocellulosic hydrolysates. Co-cultures of this yeast
with other genera have been proposed as a way to overcome this problem (ROUHOLLAH
et al., 2007).The Kinetics of co-cultures of S. cerevisiae ICV 254D and S. arborariae
NRRL Y-48658 in G,0X20A10 and RHH are shown in Figure 3 A and B. These experiments
were aimed at investigating the synergistic effects of these two yeasts on the consumption
of substrates and ethanol production. Ethanol yields were consistently higher than for
isolate cultures of these yeasts, reaching Ypis of 0.77 in GyoX20A10, and Yps of 0.63 in
RHH, respectively. ROUHOLLAH et al., (2007) reported ethanol yields of Yp;s= 0.41 and
Yps = 0.36 for co-cultures of S. cerevisiae and P. stipitis, and for S. cerevisiae and
Kluyveromyces marxianus, respectively, in semi-synthetic medium containing glucose,

xylose, mannose, and galactose, up to a total sugar concentration of 80 g L™. In another
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study, TANIGUCHI et al., (1997) reported ethanol yields of Yp;s = 0.50 in semi-synthetic
medium containing glucose and xylose in a co-culture of P. stipitis and a respiratory-

deficient mutant of S. cerevisiae.

In these experiments, xylitol was also produced reaching up to 8.2 g L™ (Y wx = 0.79) in
G20X20A10 and 7 g L™ (Y xix of 0.45) in RHH. Since xylitol must be attributed to S.
arborariae metabolism, these results suggest that this yeast is an excellent candidate for

further studies on xylitol production from xylose-rich hydrolysates.

3.3.Influence of toxic compounds on S. arborariae fermentation
In order to investigate the ability of S. arborariae NRRL Y-48658 to grow and produce
ethanol in the presence of toxic compounds formed during hydrolysis of RHH, assays were
carried out in semi-synthetic medium cultures with HMF, furfural, and acetic acid, either
alone or in combination of the three. The results showing the kinetics of biomass formation
and consumption of toxic compounds for cultures were the compounds were added isolated
are depicted in Figure 4. Table 2 shows the values for substrate consumption, and ethanol
and biomass productions. The experiment where the 3 toxics were added is not shown,
since this condition totally inhibited cell metabolism. As it can be seen, HMF, furfural, and
acetic acid caused growth inhibition, extending the lag phase until they were completely
depleted from the medium. Ethanol productivity was also affected when compared to the
control. The lag phase is dependent on the ability of cells to metabolize the inhibitors.
Except for the highest concentration of furfural (3.0 g L™), S. arborariae NRRL Y-48658
was capable of metabolizing these compounds. Furans degradation has been described for
S. cerevisiae, C. guilliermondii, and in P. stipitis when these yeasts were grown in semi-

synthetic media, but the mechanisms were not elucidated (DELGENES et al., 1996).
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Studies indicate that exist a clear dose-dependent inhibition of the yeast by furfural and

HMF (LIU et al., 2008).

Despite the clear negative effects of HMF, furfural, and acetic acid on S. arborariae
metabolism, this yeast was able to efficiently consume the medium sugars and produce
ethanol, except for the cultivation in presence of 3 g L™ of furfural, in which glucose and
xylose consumptions were almost completely inhibited. These results suggest that HMF
has a lower inhibitory effect on S. arborariae than furfural. High concentrations of furfural
and HMF have been reported to affect yeasts survival, growth rates, cell budding, ethanol
yield, and some enzymes activities (GORSICH et al., 2006). For S. cerevisiae, the presence
of HMF has been shown to inhibit triose-phosphate dehydrogenase, alcohol
dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase, and pyruvate dehydrogenase (PETERSSON et
al., 2006). Furfural and HMF can be reduced in NAD(P)H-dependent reactions to less
toxic compounds, as furfurilic and 5-hydroxymethyl furfuryl alcohol (LIU et al.,2004;

PALMQVIST and HAHN-HAGERDAL, 2000b ).

Ethanol production was affected by furfural, acetic acid, and HMF even when sugar
consumption was higher than 60 % (for both glucose and xylose), showing coefficient
yields approximately 60 % lower than that for the control (Yps = 0.48). High
concentrations of furans have shown to interfere with glycolytic enzymes and
macromolecule synthesis, while acetic acid can permeate across cellular membranes,
causing cytosol acidification, impairing metabolic processes essential for microbial

growth, subsequently decreasing ethanol productivity (KEATING et al., 2006).
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4. CONCLUSION

Second-generation ethanol from lignocellulosic materials presents two important
challenges for bioprocesses. While S. cerevisiae remains the most important yeast in the
fermentation industry of ethanol, its incapacity to convert pentoses into this alcohol is one
of the bottlenecks of ethanol production from lignocellulosic hydrolysates. Co-cultures of
S. cerevisiae and other yeasts have been attempted to overcome this shortcut, with varying
degrees of success. On the other hand, the liberation of toxic compounds during the
hydrolysis of these residues negatively affects the fermentation process. Solutions that are
sought to solve this problem involve the expensive purification of hydrolysates and the
search for new yeast strains capable of either support their presence in the medium or
metabolize them. In this work we demonstrated the possibility of using rice hull
hydrolysate as a substrate for ethanol and xylitol production by S. cerevisiae ICV D254
and S. arborariae NRRL Y-48658, a totally new yeast strain. In particular, S. arborariae
proved to be a efficient converter of hexoses and pentoses to ethanol. Co-cultures of these
yeasts proved to be efficient for ethanol production, with yields as highas Y p;s=0.77 and
0.62 in semi-synthetic medium and RHH, respectively, with lower product yields in RHH
being attributed to the presence of toxic compounds. Further studies are granted in order to
optimize cultures of S. arborariae, either alone or in co-cultures with other ethanologenic

microorganisms, specially on lignocellulosic hydrolysates.
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Table 1: Kinetic parameters for S. cerevisiae ICV 254D, S. arborariae NRRL Y-48658,

and for the co-culture of both yeasts in semi-synthetic medium (Gz0X20A10) or rice hull

hydrolysate (RHH)

For Ethanol
Medium  Microorganism v _ o v . (g Time ;(_1))(’)( (@
g o)
G20X20A10
S. cerevisae 0.53 24 -
S. arborariae 0.46 72 0.13
Co-culture 0.77 24 0.79
RHH
S. cerevisae 0.52 36 -
S. arborariae 0.45 96 0.33
Co-culture 0.62 84 0.45

Y gic: ethanol coefficient yield (g ethanol per g glucose consumed);

Y pis: ethanol coefficient yield (g ethanol per g total sugar consumed);

Y xix: Xylitol coefficient yield (g xylitol per g xylose consumed);
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Table 2: Comparison of biomass production; consumption of glucose, xylose and

arabinose; degradation of acetic acid, furfural and HMF; and yield of ethanol production in

different concentration of toxic compounds.

CONTROL
HMF
25¢gL*
5gL*
FURFURAL
2¢gLt
3gLt

ACETIC
ACID

16gL?
3.2¢gLt

SYNERGISM

LC
HC

Consumption (%) Production
Ethanol
_ Biomass Time
Acetic Yes (g (h) for
Glucose Xylose Arabinose Acid Furfural HMF (gL™") g% Yess
100 99 0 - - - 6.87 0.48 24
100 98 0 - - 100 6.60 0.0 48
100 29 0 - - 100 5.39 0.18 96
100 60 0 - 99 - 5.70 0.16 72
2 4 0 - 65 - 0.02 0.00 72
100 67 0 88 - - 7.70 0.03 24
74 0 0 82 - - 4.99 0.09 48
7 2 0 3 36 3 0.02 0.00 72
7 0 0 0 34 0 0.03 0.00 48
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Figures Captions:

Fig. 1: Kinetics of substrate consumption, ethanol and biomass production of S. cerevisiae
strain ICV D254 cultivated on (A) semi-synthetic medium (G20X20A10), and (B) rice hull
hydrolysate (RHH). Biomass (3); glucose (LJ); xylose; (O) arabinose (A); and ethanol

(I). Results are the mean of duplicates.

Fig. 2: Kinetics of substrate consumption, ethanol, xylitol, and biomass production of S.
arborariae strain NRRL Y-48658 cultivated on (A) semi-synthetic medium (G20X20A10),
and (B) rice hull hydrolysate (RHH). Biomass (*); glucose (LJ); xylose; (O) arabinose

(A);ethanol (H); and xylitol (@). Results are the mean of duplicates.

Fig. 3: Kinetics of substrates consumption, ethanol, xylitol, and biomass production of co-
cultures of S. cerevisiae ICV 254D and S. arborariae NRRL Y-48658 on (A) semi-
synthetic medium (G20X20A10), and (B) rice hull hydrolysate (RHH). Biomass (); glucose
(O); xylose; (O) arabinose (A); ethanol (H); and xylitol (@®). Results are the mean of

duplicates.

Fig. 4. Effects of toxic compounds over cultures of S. arborariae NRRL Y-48658. (A)
Concentrations of (in g L™): furfural 2, HMF 2.5, acetic acid 1.6; (B) Concentrations of (in
g L™): furfural 3, HMF 5, acetic acid 3.2. Biomass production in condition control ();

biomass production in culture with of acetic acid (l); biomass production in culture with
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of HMF (@); biomass production in culture with of furfural (A); acetic acid concentration

(C); HMF concentration (O); and furfural concentration (A).
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Fig. 1: Kinetics of substrate consumption, ethanol and biomass production of S. cerevisiae strain
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Fig. 2: Kinetics of substrate consumption, ethanol, xylitol, and biomass production of S. arborariae
strain NRRL Y-48658 cultivated on (A) semi-synthetic medium (GyoX30A1), and (B) rice hull
hydrolysate (RHH). Biomass (*); glucose ([J); xylose; (O) arabinose (A);ethanol (H); and xylitol
(@). Results are the mean of duplicates.
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Fig. 3: Kinetics of substrates consumption, ethanol, xylitol, and biomass production of co-cultures
of S. cerevisiae ICV 254D and S. arborariae NRRL Y-48658 on (A) semi-synthetic medium
(G20X20A10), and (B) rice hull hydrolysate (RHH). Biomass (%); glucose ([J); xylose; (O) arabinose
(A); ethanol (H); and xylitol (@). Results are the mean of duplicates.
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