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RESUMO

Nas ultimas décadas, o Brasil obteve grande progresso na producdo de etanol combustivel
utilizando a sacarose da cana-de-a¢licar como matéria-prima, sendo o segundo maior produtor
mundial de etanol. Entretanto, em termos de seguranca hidrica, alimentar e ambiental, essa
producdo pode ser otimizada pela substituicdo da matéria-prima alimenticia por residuos
agricolas, dando origem a segunda geracdo do combustivel: o etanol 2G. Entre estas biomassas,
a casca do coco é uma potencial matéria-prima para a producdo de hidrolisados
lignocelulosicos, devido ao seu elevado percentual de holocelulose (~44,5%), que pode ser
convertido em acucares fermentesciveis. Deste modo, o presente trabalho visa contribuir com
a diversificacdo das matérias-primas utilizadas para a producédo de alcool combustivel, através
da andlise dos parametros fermentativos do hidrolisado de coco, para a producao de etanol 2G.
Para tal, a casca do coco foi submetida a um pré-tratamento alcalino com hidroxido de calcio
(20% m/m). Em seguida, utilizaram-se as enzimas Ctec2 (2% v/m) e Htec2 (0,5% v/m) para a
hidrolise. A eficiéncia de conversdo dos polimeros em mondmeros foi de 19,33% da celulose
em glicose e de 7,30% da hemicelulose em xilose. Também foi constatada a presenca dos
inibidores &cido acético e acido formico. Nas fermentacGes, foram utilizadas a cepa
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 e a levedura industrial de Saccharomyces cerevisae PE-
2. As melhores condices deste processo foram definidas por meio de um planejamento
experimental, analisando a producéo de biomassa (g L™1) e o percentual de ART consumido,
sendo estabelecido o pH 7 e a temperatura de 40 °C. Como resultado, a linhagem UFFS-CE-
3.1.2 apresentou a maior producdo de biomassa e 0 maior consumo de ART, mas nao produziu
etanol. Em contrapartida, a linhagem industrial fermentou os agUcares, apresentando um
rendimento de etanol de 0,24 gqtanol g;glacar. Portanto, a casca do coco pode ser uma biomassa

promissora para a producdo de etanol 2G, sendo necessaria a otimizacao dos processos de pré-
tratamento e hidrélise, de modo a aumentar as concentracfes de agucares e reduzir os inibidores
no hidrolisado.

Palavras-chave: Biomassa Lignoceluldsica. Pré-tratamento. Saccharomyces cerevisiae.
Wickerhamomyces. Planejamento Experimental.

ABSTRACT

In recent decades, Brazil has made great progress in fuel ethanol production using sugarcane
sucrose as raw material, is the world’s second-largest producer of ethanol. However, in terms
of water, food, and environmental safety, this production can be optimized by replacing the
food raw material with agricultural waste, giving rise to the second generation of fuel: 2G
ethanol. Among these biomasses, the coconut husk is a potential raw material for the production
of lignocellulosic hydrolysates due to its high percentage of holocellulose (~44.5%), which can
be converted into fermentable sugar. In this way, the present work aimed to contribute to the
diversification of the raw materials used for ethanol production by analyzing the fermentative
parameters of coconut hydrolysate to produce 2G ethanol. Therefore, the coconut husk was
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submitted to an alkaline pretreatment with calcium hydroxide (20% w/w). Then, the enzymes
Ctec2 (2% v/w) and Htec2 (0.5% v/w) were used for hydrolysis. The conversion efficiency of
polymers into monomers was 19.33% of cellulose in glucose and 7.30% of hemicellulose in
xylose. The presence of the inhibitors acetic acid and formic acid was also observed. In the
fermentation assays, the strain Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 and the industrial yeast
Saccharomyces cerevisiae PE-2 were employed. The best conditions of this process were
defined through an experimental design, analyzing the biomass production (g L—1) and the
consumed TRS percentage, being established the pH 7 and temperature of 40 °C. As a result,
the yeast UFFS-CE-3.1.2 showed the highest biomass production and the highest TRS
consumption, but it did not produce ethanol. In contrast, the industrial strain fermented the
sugars, showing an ethanol yield of 0,24 gethanol g;ulgar. Therefore, coconut husk can be
promising biomass for the production of 2G ethanol, and its necessary to optimize the process
of pretreatment and hydrolysis processes to increase sugar concentration and reduce inhibitors
in the hydrolysate.

Keywords:  Lignocellulosic  Biomass.  Pretreatment. ~ Saccharomyces  cerevisiae.
Wickerhamomyces. Experimental Design.

1 INTRODUCAO

A crescente demanda energética e as preocupagdes associadas ao uso de combustiveis
fosseis fizeram com que houvesse um estimulo para o desenvolvimento e a industrializacdo de
combustiveis renovaveis. Entre os biocombustiveis, o etanol se destaca por seu potencial de
acrescer a sustentabilidade e de mudar a economia global em diregdo a um futuro mais verde
(AVILA; MARCUS; GOLDBECK, 2018; ELIODORIO et al., 2019). Atualmente, a producio
mundial de etanol é liderada pelos Estados Unidos, que utiliza 0 milho como matéria-prima,
seguido pelo Brasil, que faz uso do melaco e do caldo da cana-de-agicar como matérias-primas

principais. Os dois paises acumulam juntos 84% da producdo mundial (RFA, 2021).

Apesar da producdo de etanol de primeira geracdo (1G) estar bem consolidada, a
preocupacdo com fatores como a seguranca alimentar, a seguranca hidrica e o avanco de terras
de cultivo para areas de vegetacdo nativa, abriram espaco para o desenvolvimento do etanol de
segunda-geracao (2G) (RULLI etal., 2016). O etanol 2G utiliza como matéria-prima a biomassa
lignocelul6sica ndo alimenticia, tais como residuos agricolas e florestais, sendo uma alternativa
sustentavel para a otimizacdo da producdo de etanol combustivel. Entretanto, a matéria-prima
lignocelulosica, ao contrario da utilizada para a producgédo do etanol 1G, € rica em celulose,
hemicelulose e lignina. Deste modo, os aclcares da biomassa ndo estdo prontamente
disponiveis para serem fermentados. Isto faz com que sejam necessarias duas etapas prévias de
pré-tratamento e hidrdlise, nas quais a lignina é removida ou degradada e a cristalinidade dos
polissacarideos € quebrada (SINGH et al., 2015). O pré-tratamento exerce grande influéncia no
custo do processo de producdo de etanol. Essa etapa influencia as taxas de converséo e hidrdlise

bem como a carga enzimatica necessaria. Quando muito agressivo, 0 pré-tratamento pode



acarretar a inibicdo dos estagios de hidrolise e de fermentacdo (RABELO; FILHO; COSTA,
2013; BHUTTO et al., 2017; AVILA; MARCUS; GOLDBECK, 2018). Além disso, a quebra
da hemicelulose e da celulose liberam aclcares como a xilose e a celobiose, que ndo sdo
fermentados naturalmente pelo microrganismo comumente utilizado na industria, a levedura
Saccharomyces cerevisae (ELIODORIO et al., 2019). A falta de microrganismos que
metabolizem esses acucares e que tolerem os estresses das dornas de fermentagdo, limitam
economicamente a producdo de etanol 2G (MUPONDWA et al., 2017; MORAIS et al., 2020).
Diante dessa limitacdo, diferentes pesquisadores tém focado no isolamento e bioprospecc¢éo de
novas cepas de leveduras selvagens que sejam capazes de metabolizar os aguUcares presentes
nos hidrolisados, bem como de tolerar os inibidores do processo fermentativo (LEE;
JELLISON; ALPER, 2016; ELIODORIO et al., 2019; ROMERO-FRASCA et al., 2021).

Diferentes tipos de biomassa podem ser aproveitados para a producgédo do etanol 2G, como
€ 0 caso da casca de coco verde. A industria de coco verde esta presente em mais de 200 paises
(NOGUEIRA et al. 2018), com uma producao mundial de 61,8 milhdes de toneladas, das quais
2,3 milhdes de toneladas foram cultivadas apenas no Brasil, sendo este o quinto maior produtor
(FAO, 2018). Sabe-se que a estrutura do coco verde € constituida por epicarpo, mesocarpo,
endocarpo, albimen solido e albimen liquido (SOARES et al., 2017) e que apenas o albimen
solido e o liquido sdo comestiveis. Um coco verde, normalmente, ultrapassa de 1 kg quando
fresco e as partes ndo consumidas representam a metade dessa massa (SOARES et al., 2016).
Desse modo, se torna essencial a destinacdo adequada do grande volume de residuos dessa
producio para evitar a sobrecarga dos aterros sanitarios e da poluicdo ambiental (ARAUJO et
al., 2017).

A casca do coco verde € uma biomassa lignocelulésica constituida por 33,2% de celulose,
29,1% de hemicelulose e 25,4% de lignina (GONCALVES et al. 2015; SOARES et al., 2017).
A elevada proporcdo de lignina presente na casca de coco, torna essa biomassa imprépria para
0 reaproveitamento na industria de papel (SOARES et al., 2016). Por outro lado, os
proeminentes percentuais de celulose e hemicelulose tornam a casca de coco uma materia-prima
interessante para a producgéo de etanol 2G. De fato, ao considerar uma eficiéncia de fermentagéo
de ~90%, o que é praticado atualmente na industria do etanol, em relacdo ao rendimento
méaximo tedrico (0,51 g de etanol/ g de aglcar), é possivel perceber esse potencial. Tendo em
vista a producdo de coco verde do ano de 2018 e impondo as condi¢des de que a celulose seja

composta por glicose e a de hemicelulose majoritariamente por xilose, 0 que totalizaria cerca



de 19,27 milhdes de toneladas de agucares, seria possivel obter um volume de 12,39 bilhdes de

litros de etanol provenientes do reaproveitamento dessa biomassa residual.

Diante do exposto, 0 presente estudo pretende contribuir com uma alternativa para o
reaproveitamento da casca do coco verde para a producdo de etanol 2G. Essa alternativa
consiste na andlise dos parametros fermentativos de hidrolisado enzimatico de coco verde,
proveniente de um pré-tratamento alcalino, com hidroxido de calcio. Como microrganismos
fermentadores, foram utilizadas duas linhagens de leveduras: uma da nova espécie selvagem,
ainda nédo descrita, do género Wikheramomyces (UFFS-CE-3.1.2) e uma cepa industrial da
espécie Saccharomyces cerevisae (PE-2).

2 METODOLOGIA

2.1 Biomassa lignocelul6sica

A biomassa utilizada no estudo foi a casca (epicarpo e mesocarpo) do coco-verde, adquirida
no comércio local. Inicialmente, a biomassa passou por um processo de secagem em estufa,
entre 60 e 80 °C, por 48 h. Com intuito de aumentar a area superficial da biomassa, foi realizada

a moagem em moinho de facas do tipo Willey (AL-032S).
2.2 Caracterizacao da biomassa lignocelulésica

Para a caracterizacdo fisico-quimica da biomassa foram avaliados os parametros de
umidade (SLUITER et al., 2005a), de cinzas (SLUITER et al., 2005b), de extrativos (SLUITER
et al., 2005c) e da composicéo lignocelulésica (TEMPLENTON; HERMAN, 1995; SLUITER
et al., 2005d; HYMAN et al., 2007), conforme os protocolos do National Renewable Energy
Laboratory (NREL). Visando a homogeneizacdo das particulas, foi determinado através da
analise granulométrica (HAMES et al., 2005) que o tamanho das particulas empregado no

estudo seria de até 0,25 mm.

A composicdo lignocelulésica (TEMPLENTON; HERMAN, 1995; SLUITER et al., 2005d;
HYMAN et al., 2007) foi determinada através de um processo de hidrélise acida (com acido
sulfurico 72% m/m), em banho termostatico a 30 °C por uma 1h, seguido de auto-clave (1h, 1
bar, a 121 °C). Assim, foram determinados os percentuais de lignina (soltvel e insolavel). As
proporcoes de celulose (1) e hemicelulose (2) foram estimadas em funcdo das concentragdes de
acucares (glicose, xilose e celobiose) e de produtos da decomposi¢do (HMF, furfural, acido
acético) em g L, obtidas por meio da quantificagdo em HPLC (item 2.4). Os fatores de
conversdo utilizados foram descritos por Rabelo et al. (2011).



Celulose (%) = 0,95 Ce (%) + 0,90 G (%) + 1,20 - HMF (%) (1)
Hemicelulose (%) = 0,88 -X (%) + 1,37 - F (%) + 0,72 - AA (%) (2)

Onde: Ce = celobiose; G = glicose; HMF = 5-hidroximetilfurfural; X = xilose; F = furfural; AA

= acido acético.
2.3 Pré-tratamento e hidrélise enzimética

O preé-tratamento realizado no estudo foi do tipo alcalino, com hidroxido de célcio a 20%

(m/m). Os ensaios ocorreram em frascos com razéo solido liquido de 100 gpiomassa/Lsolucio-

Os recipientes foram levados a incubadora shaker (SL-223), a 70 °C e a 200 rpm, por 24 h.

Ap6s o término do pré-tratamento, os fracos foram retirados da incubadora shaker, de modo
que a temperatura fosse reduzida para prosseguir com o processo de hidrolise enzimatica. Em
um primeiro momento, o pH foi ajustado com &cido citrico (1 M) em 5,0-5,5 (pH 6timo para as
enzimas). Foram usadas as enzimas CELLIC® CTec2 e CELLIC® HTec2. As enzimas foram
diluidas em tampdo acetato nas concentracdes (em relacdo a massa seca de biomassa) de 2%
paraa HTec2 e de 0,5% para a CTec2 e adicionadas aos recipientes. Os frascos retornaram para
a incubadora shaker (SL-223) por 24 h, a 50 °C e 200 rpm. Ap6s o término da hidrélise
enzimatica, o hidrolisado foi neutralizado com carbonato de célcio, de modo a atingir o pH
entre 5-6. Posteriormente, aliquotas do hidrolisado neutralizado foram filtradas utilizando

filtros de membrana de 0,22 um (Millipore), para determinacao dos agucares (item 2.4).
2.4 Determinacdo de acucares, etanol e inibidores de fermentagéo

As concentracOes de acucares (glicose, xilose e celobiose) e do etanol foram determinadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, LC-MS 2020, SHIMADZU), com fase
movel de 5 mM H,S0,, a 50 °C, com fluxo de 0,6 mL min~1, em coluna Aminex HPX-87H
(Bio-Rad) e deteccdo por indice de refracdo RID-104, conforme descrito por Barrilli et al.
(2020). Com as mesmas especificacbes foram determinadas as concentracdes de acidos
orgénicos (&cido acético e &cido formico). J& as concentracbes de furfural e de 5-
hidroximetilfurfural, utilizadas na caracteriza¢do, foram determinadas por HPLC, com fase
movel de uma solucdo de agua pura com acetronitrila (85:15 v/v), acidificada com acido acético
(1%), a 40 °C, com fluxo de 0,8 mL min~1, em coluna NST-18 e detector SPD-M20A (Diodo
Array Detector) /SHIMADZU.

2.5 Ajuste de agucares no hidrolisado



O hidrolisado de coco-verde teve os acglcares ajustados de forma a ter as concentragGes de:
25,0 g L~1de glicose e 25,0 g L~1de xilose. Também foram adicionados 3,0 g L~1de fosfato de
potassio monobasico, para o ajuste de micronutrientes, e 17,5 g L~ de cloreto de sddio, para
avaliar o efeito do estresse osmotico imposto pela presenca desse sal. O hidrolisado teve o pH
ajustado conforme os valores do planejamento experimental (item 2.7), e foi esterilizado por

meio da filtracdo a vacuo, utilizando filtros de nylon com poros de 0,45 pm.
2.6 Leveduras utilizadas

Foram utilizadas no estudo duas cepas de leveduras: UFFS-CE-3.1.2 e PE-2. A cepa UFFS-
CE-3.1.2 foi taxonomicamente identificada como uma nova espécie, ainda nao descrita, do
género Wickerhamomyces (BAZOTI et al., 2017) e pertence ao Grupo de Pesquisa em
Processos Enzimaticos e Microbioldgicos da Universidade Federal da Fronteira Sul - campus
Chapecd. A PE-2, utilizada para fins comparativos, € uma das principais linhagens industriais
da espécie Saccharomyces cerevisae utilizadas na producao de etanol 1G no Brasil (BASSO et
al. 2008). Essa linhagem nos foi gentilmente fornecida pela empresa Fermentec (Piracicaba -
SP).

2.7 Cultivo de leveduras a partir de um planejamento experimental

As células de levedura foram pré-inoculadas em meio YPD (10 g L™! de extrato de levedura,
20 g L~1 de peptona e 20 g L~ de glicose) durante 48 h, a 25°C e 145 rpm. Para avaliar a melhor
condicdo para os ensaios de cinéticas de fermentacdo, utilizou-se a plataforma Protimiza
Experimental Design (http://experimental-design.protimiza.com.br/; Rodrigues e lemma,
2014) para a realizacdo de um planejamento experimental (Tabela 1), do tipo Delineamento
Composto Central (DCC), variando pH e temperatura. Como respostas foram analisadas a
producéo de biomassa (g L™!) e o percentual de aclcares redutores totais (ART) consumido,

totalizando 7 ensaios para cada cepa.

Tabela 1 — Planejamento experimental DCC

Variaveis Niveis
-1 0 1
pH 3 5 7
Temperatura (°C) 20 30 40

Os ensaios ocorreram em frascos Erlenmeyer de 50 mL, com 10 mL de hidrolisado. As

leveduras foram inoculadas e os frascos foram levados para o shaker orbital, com agitacédo



constante de 150 rpm e com temperatura ajustada conforme o DCC, por 48 h. Ao final do
experimento, amostras foram coletadas para obtencéo de resultados.

Para a avaliacdo da producédo de biomassa (3) foi medida a densidade dptica, por meio de
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 570 nm. Aliquotas foram coletadas para
avaliacdo dos acUcares redutores totais (ART) por DNS (&cido dinitrosalicilico), conforme o

descrito por Santos et al. (2017).
Produgao de biomassa (g L™* ) = OD(s79nmy X F.D X 0,3 3)
Onde: OD 570 nm)= Absorbancia a 570 nm; F.D = Fator de diluigao.

2.8 Cinéticas de fermentacao

Apds estabelecida a melhor condi¢cdo no DCC, foram realizados ensaios de cinética de
fermentacdo. Para isso, as leveduras foram pré-crescidas por 48 h (conforme descrito no item
2.7) e inoculadas em frascos Erlenmeyer, com um quinto do volume de hidrolisado. As
fermentacOes ocorreram na condicdo determinada pelo planejamento experimental, sob

agitacdo constante de 150 rpm. Os ensaios ocorreram em triplicata.

Foram retiradas aliquotas em intervalos regulares. Essas amostras foram centrifugadas a
3.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado com filtros de nylon (com poros de 0,45
um) e armazenados para posterior andlise em HPLC (item 2.4), para a determinagdo da
producdo, do rendimento, da produtividade de etanol e da eficiéncia fermentativa (4). Em

paralelo, aliquotas foram retiradas para a avaliacdo da producao de biomassa.

[etanol]

Eficiéncia (%) = -100 (4)

[agtcar]-0,51

Onde: [etanol] = concentracéo de etanol produzido (g L™1); [aclcar] = concentracdo de glicose

ou xilose inicial (g L™1); 0,511 = rendimento maximo teérico de etanol.

O rendimento de etanol (Y) é dado através da razdo entre a quantidade de etanol produzido
e a quantidade de acucar consumido, apresentado COMO getanol g;(}ﬁcar. A produtividade (g

L~ h™1) é calculada pela relagdo entre a maxima producéo de etanol e o tempo necessario para

atingi-la.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagéo da biomassa

A etapa de caracterizacdo da biomassa é indispensavel para que essa seja considerada um
recurso energético economicamente eficiente, pois auxilia na definicdo de suas perspectivas de
aplicacdo (SINGH; MAHANTA; BORA, 2017). As caracteristicas da biomassa variam de
acordo com o tipo, a localidade, as condi¢des climaticas e do solo de cultivo. No presente
estudo, a casca do coco verde apresentou 5,23% de umidade. Os demais parametros
determinados estdo expressos na Tabela 2, em base seca, para melhor comparagdo com a

literatura.

Tabela 2 — Composicdo quimica da biomassa, em base seca.

Componente % (m/m)

Extrativos 26,26 + 0,98
Lignina total 26,73 £ 0,99
Celulose 25,11+ 0,74
Hemicelulose 19,39 + 0,94
Cinzas 2,51+0,09

Observa-se que o percentual de cinzas é proximo a 2,45 + 0,01%, valor encontrado por
Araujo et al. (2017) para a mesma biomassa, enquanto para a casca do coco maduro esse valor
é maior (3,31 £ 0,32%), conforme exposto por Gongalves et al. (2016). Soares et al. (2017)
encontrou o percentual de 30,1 + 0,02% para 0s extrativos em agua, enquanto que Nogueira et
al. (2018) encontrou o indice de 19,62 + 0,39%, utilizando a mesma metodologia. Deste modo,

o0 percentual de extrativos encontrado esta entre o ja exposto na literatura.

A quantidade de lignina pode ser comparada com o percentual de 25,4% apresentado
por Soares et al. (2017), enquanto a holocelulose (celulose + hemicelulose) foi superior ao
reportado por Araujo et al. (2017), de 38,03 + 0,47%. Esse consideravel percentual de
carboidratos (~44,5%) demonstra que a casca do coco verde pode ser considerada uma fonte

potencial de agUcares fermentesciveis para a producédo de etanol 2G.
3.2 Hidrolisado de coco

A escolha do pré-tratamento deve ser baseada nas caracteristicas da biomassa (CHEN et al.,

2017). Estudos presentes na literatura demonstram a eficiéncia do uso de pré-tratamento



alcalino para a producéo de hidrolisados de coco (GONCALVES et al. 2014; ARAUJO et al.
2017; SOARES et al. 2017). O hidrolisado obtido a partir do pré-tratamento com hidréxido de
calcio, seguido de hidrdlise enzimatica obteve as concentracdes de 4,86 + 1,10 g L™ de glicose
e de 1,42 + 0,36 g L de xilose, ndo sendo detectada a presenca do dissacarideo celobiose.
Como inibidores, foi observada a presenca de acido férmico (0,76 + 0,02 g L") e de acido
acético (3,03 = 0,12gL™1). O 4acido acético é gerado na desacetilagdo da hemicelulose
(JONSSON; MARTIN, 2016; SOARES et al., 2016), enquanto o acido formico é produzido
através da degradacédo do furfural e do 5-hidroximetilfurfural (SOARES et al., 2017).

As concentracOes de aglUcares encontradas equivalem a uma taxa de conversao de 19,33%
(m/m) da celulose em glicose e de 7,30% (m/m) da hemicelulose em Xxilose. Esse percentual de
conversdo da celulose € proximo ao de ~22% encontrado por Araujo et al. (2017), para a casca
do coco, com um pré-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio, seguido de 72 h de
hidrolise enzimatica. A eficiente bioconversdao da hemicelulose vem sido estudada por sua
extrema relevancia para a viabilidade econdmica do etanol 2G. A baixa conversdo da
hemicelulose em xilose apresentada no presente trabalho pode ter ocorrido devido ao fato da
xilana, polimero hemicelulésico encontrado em maior quantidade na parede celular vegetal, ter
sua composicao quimica heterogénea e complexa, necessitando de varias enzimas, com diversas
especificidades (MORAIS et al., 2020). A sacarificacdo da cadeia principal da hemicelulose,
pelas endo-B-xilanases, libera xilo-oligossacarideos de variados graus de polimerizacdo, que
seriam hidrolisados em xilose pela B-xilosidase (NIU et al., 2019). Entretanto, a atividade
enzimatica da pB-xilosidase é deficiente na maioria dos coquetéis enzimaticos comerciais. Isto
faz com que a hidrélise da hemicelulose seja incompleta e ocasione o acumulo de xilo-
oligossacarideos, que podem ainda reduzir a eficiéncia da celulase (XIN et al., 2015). De forma
a otimizar a sacarificacdo enzimatica, estudos presentes na literatura buscam a otimizacao dessa
etapa por meio de processos de screening de microrganismos e fungos com celulases e
hemicelulases de alta atividade enzimatica (ALBUQUERQUE et al.,, 2016; ROBAK;
BALCEREK, 2017, MORAIS et al., 2020), bem como através da adicdo de surfactantes, de
proteinas e de polimeros (ARAUJO et al., 2017; ROCHA-MARTIN et al., 2017; GUO;
CHANG; LEE, 2018).

3.3 Planejamento experimental

A producdo de etanol, proveniente da fermentagdo microbiana, representa 80% da producéo
mundial de combustiveis renovaveis (WALKER; WALKER, 2018; ELIODORIO et al., 2019).
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Estima-se que para cada litro de etanol produzido sdo gastos em torno de 1,388 a 9,812 L de
agua doce (ZAKY et al., 2018). Com o intuito de reduzir a pegada hidrica do etanol, foi
adicionado NaCl ao hidrolisado, de modo a testar a tolerancia osmotica das leveduras estudadas.
Os resultados obtidos para a producdo de biomassa celular e para o percentual de agucares
redutores totais (ART) consumido estdo expressos na Tabela 3. A concentracdo de ART inicial
do hidrolisado (no tempo zero de fermentacéo) foi de 76,85 g L™1, sendo esta utilizada para o

calculo da porcentagem consumida em cada ensaio.

A linhagem selvagem obteve maior concentragao de biomassa celular em todas as condigoes
analisadas. Essa cepa também se sobressaiu no consumo de ART, ficando atrés da PE-2 apenas

no ensaio 5.

Tabela 3 — Producdo de biomassa e percentual de ART consumido, apds 48 h.

Producéo de biomassa ART Consumido (%)

(gl™h)
Ensaio  pH Tem?oeé;it”ra PE2 U LoPY pE2 USSR
1 3 20 0,76 141 24,40 37,03
2 7 20 4,04 8,85 62,50 65,94
3 3 40 0,70 1,33 24,64 39,36
4 7 40 4,64 9,81 58,86 76,48
5 5 30 0,76 3,17 45,06 42,18
6 5 30 073 3,44 50,64 81,14
7 5 30 0,78 3,24 39,57 52,65

Através da analise dos dados obtidos é possivel observar a influéncia do pH para ambas as
linhagens. Quando essa variavel esta no nivel superior, hd maior producéo de biomassa. Isso se
comprova através da analise dos gréaficos de Pareto (Figura 1). Com o nivel de significancia de
a = 10%, o pH é uma variavel significativa para a producdo de biomassa e para o consumo de
acucares para a cepa PE-2, enquanto que para a UFFS-CE-3.1.2, apenas exerce influéncia
significativa para a producdo de biomassa. O estudo realizado por Bonatto et al. (2020)
observou que fermentacGes com pH 7 favoreciam o consumo de glicose e de xilose pela a
levedura UFFS-CE-3.1.2, elevando também a producgéo de etanol. Além disso, um pH mais
alcalino auxilia na reducéo dos efeitos inibitorios do &cido acético. De acordo com os autores,
esse inibidor, em pH mais baixo, tem sua forma ndo dissociada facilmente difundida para o
interior da célula. Em consequéncia da diferenca de pH, ocorre a dissociagdo do &cido acético

para sua forma ibnica, acarretando a liberagdo de protons e a diminui¢do do pH citosolico. A
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acidificacdo do citoplasma danifica a célula, refletindo diretamente no rendimento de etanol.
Enguanto que em pH mais elevado, o acido acético ja se encontra em sua forma dissociada,

tendo mais dificuldade em transpassar a membrana plasmatica.

A variavel temperatura ndo se mostrou significativa (Figura 1). Entretanto, as melhores
condigdes para a producdo de biomassa de ambas as cepas, ocorrem em temperaturas mais
elevadas. Ainda, para a levedura selvagem, a elevacdo dessa varidvel acarreta o aumento do
consumo de ART. Apesar de ndo ser uma variavel significativa para o modelo, a otimizacdo da
variavel temperatura é crucial, devido a sua influéncia direta na conversdo de aglcares em
etanol (RIVERA et al. 2017), além de afetar diretamente o metabolismo celular (ELIODORIO
et al., 2019). Normalmente, a temperatura 6tima para leveduras se encontra abaixo de 35 °C
(ROBAK; BALCEREK, 2018). Entretanto, as espécies dos géneros Saccharomyces e
Kluyveromyces sdo conhecidas por apresentarem crescimento celular acima de 40 °C
(BABIKER et al., 2010). A linhagem Kluyveromyces maxianus CICC 1727-5, por exemplo,
demonstrou-se capaz de produzir maiores concentracdes de etanol, a partir da glicose, a 40 °C
(DU et al., 2019). Entretanto, a maior producao de etanol dessa cepa, utilizando a xilose como
substrato, ocorreu em temperaturas inferiores. Altas temperaturas de fermentacdo s&o
desejaveis para a producdo de etanol, por evitarem a contaminacdo bacteriana do mosto
(ELIODORIO et al., 2019). Além disso, a busca por leveduras termotolerantes pode, também,
possibilitar o aumento da eficiéncia em processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea
(SSF), excluindo a necessidade de um sistema de resfriamento e, por consequéncia, a economia
de recursos energéticos (KHATUN et al., 2017).

Diante do exposto, a condicdo adotada para as cinéticas de fermentacao para as duas cepas
foi a mesma do ensaio 4. pH 7 e temperatura de 40 °C. A escolha do pH foi baseada na
preferéncia das células das leveduras apontadas na Figura 1. Enquanto que a opgdo por uma
temperatura mais elevada levou em conta sua relevancia para a producdo de etanol

lignocelulésico.
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Figura 1 — Gréficos de Pareto para a biomassa celular (A e C) e percentual de ART consumido
(B e D), para as linhagens PE-2 (A e B) e UFFS-CE-3.1.2 (C e D), considerando um nivel de
significancia de 10%. No gréafico: x1 = pH e x2 = Temperatura.
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3.4 Cinéticas de fermentacao

A cepa industrial PE-2 é amplamente estudada por sua adaptabilidade as condicBes
industriais, apresentando maior tolerdncia ao estresse e grande desempenho fermentativo
(BASSO et al., 2008; SILVA et al., 2018; ELIODORIO et al., 2019). Entretanto, essa linhagem
é incapaz de fermentar a xilose (LOPES et al., 2017), como pode ser comprovado na Figura
2A. Apesar da presenca de inibidores e de NaCl, a cepa industrial foi capaz de produzir etanol,
a partir da fermentacdo da glicose. A maior producéo de etanol (4,45 g L™1) ocorreu com 26 h
de ensaio, alcancando um rendimento de etanol de 0,24 getanol g;(}ﬁcar , uma produtividade de
0,17 g L"1 h™! e 37,89% de eficiéncia fermentativa. Gongalves et al. (2016) utilizaram como
biomassa a fibra do coco maduro e para a mesma cepa, através de um processo de SSF,
obtiveram a produtividade de etanol de 0,30 + 0,15 g L™ h~! e uma eficiéncia fermentativa de

85,31 £ 1,17% em relacdo ao rendimento méximo tedrico de etanol. Essa diferenca entre 0s
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resultados pode demonstrar o efeito negativo do NaCl para a levedura industrial. Ressalta-se
entdo a relevancia da busca de leveduras selvagens que apresentem tolerancia osmotica, para
garantir a diminuicdo da pegada hidrica do processo. De fato, Zaky e colaboradores (2018)
observaram que leveduras marinhas podem apresentar desempenho igual ou superior ao de
linhagens industriais terrestres, em condi¢Bes de alto estresse osmotico. Nesse estudo, 0s
autores constataram que a levedura marinha S. cerevisae AZ65 é uma cepa halotolerante e
osmotolerante, com excelente capacidade fermentativa, em meio produzido com agua do mar,

se comparada com a cepa industrial S. cerevisae NCYC2592.

O estudo realizado por Bazoti et al. (2017) demonstrou que a cepa UFFS-CE-3.1.2 é capaz
de metabolizar a xilose e de produzir etanol, mesmo na presenca de inibidores. Entretanto, para
0 presente estudo, essa linhagem nédo apresentou consumo significativo dos agUcares analisados,
como também ndo produziu etanol de forma satisfatoria. Observa-se também que mesmo
consumindo minimamente a glicose e a xilose, a levedura apresentou maior producdo de
biomassa do que a cepa PE-2. Isso pode indicar a presenca de outras fontes de carbono nao
analisadas, presentes no hidrolisado de coco, o que é comprovado pela concentracdo de ART
inicial do hidrolisado (76,85 g L™1). Soares et al. (2017) demonstraram a presenca de aglicares
como a manose e a arabinose em hidrolisados de coco. Ainda, conforme descrito no item 3.2,
de acordo com a matéria-prima e o coquetel enzimatico utilizado, alguns produtos da hidrélise
enzimatica das xilanas podem permanecer como oligossacarideos (ZHANG; VIIKARI, 2012;
KOYAMA et al., 2014). De acordo com Qing e Wyman (2011), a sacarificagdo completa dos
xilo-oligossacarideos, em um periodo tipico de 72 h, utilizando apenas doses moderadas de
enzimas comerciais, sem que haja a suplementagdo com B-xilosidase, € um processo arduo.
Considerando o tempo de residéncia utilizado no estudo (24 h) e o uso de um coquetel de
hemicelulases comercial, hé a possibilidade do acimulo de xilo-oligossacarideos, que poderiam
ter sido consumidos pela cepa selvagem. Esses compostos podem explicar a concentragdo
inicial de ART observada no hidrolisado. No entanto, a deteccdo e a separagdo desses
compostos necessitam de outros meios de analise cromatografica, como a cromatografia de alta
performance de troca anibnica acoplada a deteccdo amperométrica pulsada (HPAEC-PAD),
conforme descrito por Coulier et al. (2013).

A presenca de inibidores foi também um fator limitante para o desempenho das leveduras.
Estudos demonstram que concentracdes de &cido acético entre 2,0-5,0 g L™t podem inibir
seriamente a maioria dos microrganismos fermentadores de xilose (SENATHAM et al., 2016;

DU et al., 2019). Por sua vez, o &cido formico, tipicamente presente em menor concentracdo
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em hidrolisados lignoceluldsicos, apresenta maior toxicidade do que a do &cido acético
(HASUNUMA; SAKAMOTO; KONDO, 2016). A presenca desses acidos fracos afeta
negativamente o crescimento e o metabolismo dos microrganismos, em especial o metabolismo
da xilose, fazendo com que haja a reducdo das concentragdes de etanol produzido
(HASUNUMA et al., 2011). Para que esse desafio fosse superado, Hasunuma, Sakamoto e
Kondo (2016) demonstram que aclimatacdo de curto prazo das leveduras a esses acidos, durante
o0 pré-cultivo, pode melhorar significativamente a fermentacao da xilose. Esse processo permite
aumentar a tolerancia aos inibidores por meio da engenharia metabolica, baseada em uma

resposta ao curto periodo de estresse.

Figura 2 — Cinéticas de fermentacéo para as linhagens PE-02 (A) e UFFS-CE-3.1.2 (B) e as de

concentragdes de glicose (m), de xilose (®), de biomassa celular (®) e de etanol (A).
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4 CONCLUSAO

A casca do coco € uma potencial matéria-prima para a producéo de etanol 2G, devido ao
seu alto percentual de holocelulose que pode ser convertido em acgucares fermentaveis. Para
melhor aproveitamento dessa biomassa, faz-se necessaria a otimizacdo dos processos de pré-
tratamento e de hidroélise enzimética, de modo a alcancar maiores concentracdes de agucares
fermentesciveis e menores concentracdes de inibidores. A levedura selvagem UFFS-CE-3.1.2,
apesar de ndo produzir etanol nas condi¢des impostas, apresentou alto consumo de ART e maior
producéo de biomassa, mesmo sem consumir a glicose e a xilose de forma significativa. Deste
modo, ressalta-se a necessidade de novos estudos, para avaliar e quantificar a presenga de xilo-
oligossacarideos no hidrolisado de coco. Ainda, por se tratar de uma levedura isolada em
madeira apodrecendo é crucial avaliar a capacidade dessa cepa de produzir xilanases, para

melhor aplicabilidade em processos biotecnoldgicos.
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