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FERMENTACAO EM BATELADA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA DE
CAPIM ELEFANTE (Pennisetum purpureum) PARA PRODUCAO DE ETANOL 2G

Ana Carolina Giacomelli Vargas?, Jodo Paulo Bender?

RESUMO

A demanda solida e crescente por combustiveis, associada as inimeras variagdes positivas no
valor do barril de petréleo nas ultimas décadas, evidencia, a cada década, a necessidade da
diversificacdo da matriz energética dos paises. O Brasil, por exemplo, possui uma demanda
interna de aproximadamente 32,6 bilhdes de litros de etanol por ano, devido, principalmente,
ao seu uso obrigatorio na mistura de combustiveis para transporte. Nesse sentido, 0 presente
trabalho prop6s realizar ensaios de pré-tratamento, hidrolise enziméatica e fermentacdo em
batelada da biomassa de capim elefante (Pennisetum purpureum) — cultura lignoceluldsica
competitiva para a obtencdo de etanol em funcdo dos baixos custos de producgéo e dos altos
niveis de produtividade agricola. Para este trabalho foram realizadas duas metodologias de pré-
tratamento alcalino seguido de hidrdlise enzimética (2 % (v/m) Cellic Ctec2 e 0,5 % (v/m)
Cellic Htec2) para obtencdo de agUcares fermentesciveis. Os pré-tratamentos se mostraram
eficientes na disponibilizacéo da celulose e remogdo do conteido de lignina. Os hidrolisados
obtidos apresentaram 19,9 e 25,6 g/L de acucares totais. Em seguida, trés condicbes de
fermentacdo em cada hidrolisado foram realizadas: (i) fermentacdo realizada pela cepa de
levedura selvagem Meyerozyma caribbica (CHAPE-096), isolada da palha de milho em
decomposicéo; (ii) fermentacdo realizada pela cepa industrial de Saccharomyces cerevisiae
(PE-02) e; (iii) por uma combinacdo das cepas Saccharomyces cerevisiae (PE-02) e
Meyerozyma caribbica (CHAPE-096) na proporcdo 1:1 (v/v). Alcangou-se uma concentracao
méaxima de etanol de 0,42 Qetanol/ggiicose através da combinacdo das cepas S. cerevisiae e M.
caribbica, representando 83 % de rendimento maximo tedrico (0,511 Getanol/gglicose). Obteve-se
ainda nesse estudo o subproduto xilitol, com concentragdo maxima de 0,61 gxilitol/Qxilose & partir
da xilose consumida pela cepa industrial S. cerevisiae.

Palavras-chaves: Capim elefante; Pré-tratamento; Hidrdlise enzimética; Fermentag&o; Etanol
2G.

ABSTRAT

The solid and growing demand for fuels, associated with the numerous positive variations in
the price of a barrel of oil in recent decades, evidences, with each decade, the need to diversify
the energy matrix of countries. Brazil, for example, has an internal demand of approximately
32.6 billions liters of ethanol per year, mainly due to its mandatory use in the mixture of fuels
for transport. In this sense, the present work proposed to carry out pre-treatment tests, enzymatic
hydrolysis and batch fermentation of elephant grass (Pennisetum purpureum) biomass — a
competitive lignocellulosic culture for obtaining ethanol due to low production costs and high
levels of agricultural productivity. For this work, two alkaline pretreatment methodologies were
carried out followed by enzymatic hydrolysis (2 % (v/m) Cellic Ctec2 and 0.5 % (v/m) Cellic
Htec2) to obtain fermentable sugars. The pre-treatments proved efficient in making cellulose
available and removing the lignin content. The hydrolysates obtained showed 19.9 and 25.6 g/L
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of total sugars. Then, three fermentation conditions were carried out in each hydrolyzate: (i)
fermentation carried out by the wild yeast strain Meyerozyma caribbica (CHAPE-096), isolated
from decomposing corn husk; (ii) fermentation carried out by the industrial strain of
Saccharomyces cerevisiae (PE-02) and; (iii) by a combination of Saccharomyces cerevisiae
(PE-02) and Meyerozyma caribbica (CHAPE-096) strains in a 1:1 (v/v) ratio. A maximum
ethanol concentration of 0.42 Qetanol/Qiucose Was reached through the combination of S. cerevisiae
and M. caribbica strains, representing 83% of maximum theoretical yield (0.511 getanol/giucose).
The sub-product xylitol was also obtained in this study, with a maximum concentration of 0.61
Oxylitol/ Oxylose from the xylose consumed by the industrial strain S. cerevisiae.

Keywords: Elephant grass; Pretreatment; Enzymatic hydrolysis; Fermentation; 2G Ethanol.

1. INTRODUCAO

O Programa Nacional do Alcool, o Proalcool, foi uma resposta do governo brasileiro a
instabilidade do preco dos barris de petr6leo devido a crise do petréleo na década de 1970. O
Proélcool criou mercado para o etanol como substituto parcial ou total da gasolina nos
automoveis gerando uma solida demanda interna de etanol em funcdo do uso obrigatério de
22% na gasolina, corroborando para o crescimento da industria alcooleira (KUPCZYK et al.,
2019; BRASIL, 2001).

O Brasil possui 0s recursos e condicdes necessarias para a expansao energética
sustentavel, ou seja, a expansdo de culturas alternativas sem a exploracéo de novos territorios
através das plantacGes entre safras, uma alternativa de plantacdo que ndo compete as plantacGes
de alimentos e possibilita a flexibilizacdo da producéo de etanol. Além disso, devido a sua alta
radiacdo solar, diversidade de zonas climaticas e biodiversidade, tem um alto potencial em
termos de disponibilidade e variedade de culturas lignocelulésicas. Essas vantagens permitem
uma facil adaptacéo de diferentes culturas para a producéo de etanol (CARDONA et al., 2013).

O capim elefante (Pennisetum purpureum) é uma cultura lignocelulésica encontrada em
regides tropicais, possui alto rendimento (45 ton/ha comparada a 21 ton/ha da cana de agUcar,
principal cultura energética no Brasil), facil cultivo e versatilidade, prosperando em solos &cidos
e de baixa fertilidade, crescimento rapido e ciclo de producéo mais curto, podendo ser cultivada
entre safras (possibilidade de corte aos 150 dias de crescimento) o que a torna uma competitiva
matéria-prima para a obtencéo etanol de segunda geracdo (KONGKEITKAJORN et al., 2020;
CARDONA et al., 2013; MENEGOL et al., 2014; SAMSON et al., 2005; FERREIRA et al.,
2021). Ademais, a composi¢do do capim elefante ndo tratado contém aproximadamente 36 %
de celulose e cerca de 22,5 % hemicelulose, carboidratos passiveis de serem utilizados para a

sacarificacdo em acuUcares fermentaveis (MENEGOL et al., 2016), semelhante a composicao



do bagaco da cana-de-agucar, com cerca de 41 % de celulose e 25 % de hemicelulose
(CARVALHO et al., 2020).

A producéo do etanol de segunda geracdo a partir de materiais lignoceluldsicos requer
trés etapas: pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo. A primeira etapa, o pré-tratamento, é de
suma importancia para a quebra da estrutura lignocelulésica, deixando as fracdes de celulose e
hemicelulose acessiveis para a enzima (VASIC et al.,, 2021). A formagdo de compostos
indesejaveis, como acido acético, furfural e hidroximetilfurfural, deve ser considerada como
um aspecto relevante na escolha do pre-tratamento devido aos seus efeitos inibitorios na etapa
de fermentacdo (OLIVA et al., 2008). Entre as abordagens de pré-tratamento, os pré-
tratamentos alcalinos suaves levam a menor formagao de compostos inibidores (JONSSON e
MARTIN, 2016).

A segunda etapa, a hidrolise enzimatica, tem por finalidade a quebra da celulose e da
hemicelulose em moléculas menores. A hidrolise libera os mondémeros de glicose e xilose,
acucares que servem como substrato na fermentacdo microbiana para a producdo de etanol
(KONGKEITKAJORN et al., 2020). Na etapa final, os agucares fermentesciveis obtidos na
hidrolise sdo fermentados em etanol pela levedura empregada. A tecnologia de producao do
etanol comumente utilizada é a fermentacdo em batelada (SHF) (CHOHAN et al., 2020).

Nesse contexto, esse estudo objetiva realizar o pré-tratamento, a hidrélise enzimatica e
a fermentacdo em batelada da biomassa de capim elefante, de modo a alcancar elevados
rendimentos de alcool e avalia-la como uma possivel rota para a producéo de etanol, associando

essa as demais rotas de producdo de biocombustiveis.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais

A biomassa de capim elefante é proveniente da &rea experimental agricola da
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS, Campus Chapecé - Santa
Catarina — Brasil (27°11° S e 52°70° W). Para os procedimentos analiticos, a matéria-prima foi
seca em estufa (65 ° C por 48 h), trituradas em moinho Wiley e peneirada na faixa de valores
de 30 a 40 mesh.

As preparagdes enzimaticas comerciais Cellic CTec2 (complexo de celulases) e
NS22244-Cellic HTec2 (complexo de hemicelulases) empregadas sdo ambas provenientes da
Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca) e fornecidas pela Novozymes Latin America
(Araucaria, PR, Brasil).



Utilizou-se a levedura industrial ~ Saccharomyces  cerevisiae  (PE-02)
fornecida pela empresa Fermentec (Piracicaba/SP) (BASSO et al., 2008). Com 0 objetivo de
ampliar a base de conhecimento sobre leveduras selvagens, também utilizou-se a levedura
Meyerozyma caribbica (CHAPE-096) isolada da palha de milho em decomposicéo, pertencente
a colecdo do Grupo de Pesquisa em Processos Enziméticos e Microbioldgicos (GPPEM) da
Universidade Federal da Fronteira Sul campus Chapeco.

2.2. Caracterizacdo da biomassa
O teor de cinzas, extrativos, lignina solivel em acido, lignina insoldvel em
acido e carboidratos foram determinados a partir dos métodos analiticos descritos
pela National Renewable Energy Laboratory (SLUITER et al., 2012).

2.2.1. Anaélise do teor de cinzas

Para a quantificacdo de cinzas (material organico insoltvel ou soltvel como carbonatos
e fosfatos de potassio, sodio, célcio e magnésio bem como os éxidos de ferro e manganés)
foram utilizados cadinhos de porcelana de 50 mL, enumerados adequadamente e pesados em
balanga analitica (M1). Pesou-se cerca de 1,50 g da biomassa seca, sem umidade, nos cadinhos
previamente pesados (M2). Realizou-se a carbonizagdo do mesmo em mufla a 800 °C por 2
horas. Repetiu-se a calcinacdo por mais 15 min para verificar a constancia do peso. Os cadinhos
contendo a amostra carbonizada sdo pesados e tem sua massa anotada (M3). Efetuaram-se

analises em triplicatas. A concentracdo de cinzas obtém-se utilizando a Equacao 1.

_ M3 — M1
% cinzas = (m) x 100 %)
Equacéo 1

M1: Massa do cadinho calcinado vazio, em g.
M2: Massa do cadinho + massa do material livre de umidade, em g.
M3: Massa do cadinho com cinzas, em g.

2.2.2. Analise do teor de extrativos

A fim de quantificar os extrativos removendo seu material ndo estrutural (compostos
fenolicos, corante e pigmentos), antes da quantificacdo da lignina e dos carboidratos, para que

ndo haja interferéncia nestas etapas analiticas, pesou-se aproximadamente 4,00 g do residuo,



isento de umidade, e adicionou-se ao cartucho de extracdo tendo sua massa devidamente
anotada (M1).

O cartucho preenchido pelo residuo foi introduzido no tubo de extracdo do Soxhlet.
Apés, adicionou-se 200 mL de agua destilada em cada baldo do extrator e ligou-se o
aquecimento do mesmo para dar inicio ao processo de sifonagdo. A extragdo ocorreu até que 0
solvente em torno do cartucho se tornou incolor (aproximadamente 6 horas). Repetiu-se o
mesmo processo utilizando 150 mL de alcool etilico.

Ao término da extracdo, colocou-se o cartucho em estufa a 105 °C e secou-se o residuo
até o peso constante, determinado em balanga analitica (M2), a fim de determinar o peso do

material sem extrativos. Para o célculo do teor de extrativos utilizou-se a Equacao 2.
M1 —M?2
—
Equacéo 2

% extrativos = ( ) x 100 %

M1: Massa da biomassa livre de umidade, em g.

M2: Massa da biomassa livre de extrativos, em g.
2.2.3. Determinacdo do teor de carboidratos e lignina solavel e insoltvel

Para execucdo do procedimento de quantificacdo do contetdo de carboidratos e lignina
(solavel e insolavel) na biomassa, inicialmente realizou-se uma hidrélise acida concentrada,
pesou-se aproximadamente 0,30 g de cada amostra, livre de umidade, em tubos de ensaio
devidamente etiquetados. Adicionou-se 3,00 mL de acido sulfdrico a 72 % (m/m) em cada tubo.
Posteriormente, os tubos foram incubados em banho termostatico a 30 °C por 1 h. Usou-se um
bastdo de vidro para agitar as amostras a cada 5-10 min, sem remover o0s tubos do banho.

Depois de decorrido o tempo da hidrélise acida concentrada, removeu-se o0s tubos do
banho e transferiu-se todo conteddo para erlenmeyers de 250 mL, utilizando para isso, 84 mL
de agua destilada, sendo a concentracao acida do meio diluida para 4%, iniciando-se 0 processo
de hidrolise diluida. Preparou-se um branco com &cido sulfdrico a 4%. Para a completa
hidrolise, fecharam-se os erlenmeyers com papel aluminio e fita adesiva colocou-se em uma
autoclave, por 1 ha 121 °C e pressao de 1,1 bar. Ap6s a descompressado da autoclave, os frascos
foram retirados e resfriados a temperatura ambiente antes de remover o papel aluminio.

Para fins de analise de lignina insollvel, os hidrolisados acidos foram filtrados em funil
utilizando-se papéis de filtro, em seguida, o papel filtro juntamente com os solidos retidos foram

transferidos para placas de Petri e encaminhados para estufa a 40°C até massa constante. Para



que ndo haja uma superestimacdo dos dados de lignina insollvel, o teor de cinzas seréa

descontado nos calculos, como demonstra a Equagéo 3.

M
% lignina insolivel = (m X 100 %) — % cinzas

Equacdo 3
M1: Massa da biomassa utilizada na hidrolise livre de umidade, em g.
M2: Massa da lignina insoluvel seca, em g.

% cinzas: Teor de cinzas determinado segundo a Equacéo 1.

Em termos de lignina soluvel, determinou-se através da medida de absorbancia em um
espectrofotdbmetro UV-visivel. Para isso, transferiu-se 1,00 mL de cada hidrolisado &cido para
baldes volumétricos de 100 mL, tendo seu volume aferido com &gua destilada. Realizou-se a

leitura da solucéo a 280 nm utilizando celas de quartzo.
C lignina solivel = (41,87 x (AT — APD) — 0,3279) x10°3
APD = (C11+ C22)

% lignina soltvel = (C lignina soltvel X Vfiltrado X FDM1 x 100 %)
Equacdo 4

AT: Absorbancia da solucéo de lignina junto com os produtos de degradacéo a 280 nm.
APD: Absorbancia, a 280 nm, dos produtos de decomposicdo dos agUcares, cujas concentracdes
Cle C2 serdo determinadas previamente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
e €l e €2 sdo as absortividades da furfural e HMF (146,85¢ 114,00 L g-1 cm -1).
C lignina insoltvel: Concentracdo de lignina solavel.
Vfiltrado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L.
FD: Fator de diluicdo para leitura da absorbancia, 100.
M1: Massa do residuo utilizado na hidrolise, livre de umidade, em g.

Por fim, a lignina total compreende a soma dos valores encontrados na Equacdo 3 e
Equacao 4.

Apos a etapa de filtracdo da hidrolise acida, aliquotas de cada hidrolisado foram
neutralizadas com carbonato de célcio até atingir pH 5-6. O reagente foi adicionado lentamente,
para assim, evitar a formacdo de espuma. Posteriormente, os hidrolisados neutralizados foram

filtrados diretamente em vials utilizando filtros de membrana de 0,22 Millipore. As amostras e



padrbes foram injetados no cromatdgrafo, utilizando para analise a coluna Aminex HPX-87H.
As éreas dos picos correspondentes as hexoses e as pentoses serdo utilizados para calcular as
massas de glicana e xilana, respectivamente. Os fatores usados para converter aclcares
monoméricos em anidro monémeros sao 0,90 para glicose e 0,95 para celobiose. De forma
similar, xilose e arabinose terdo suas concentracOes efetuadas utilizando-se um fator de 0,88.
Esses fatores sdo calculados baseados na adi¢éo de dgua nos polissacarideos durante a hidrdlise,

conforme Equacao 4.

CCLAE x CA x Vfiltrado
M1
(Equacéo 4)

% acgucares = ( x 100 %) — % cinzas

Ccrae: concentracdo do agucar quantificado por CLAE, em g/L;

CA: anidro correcdo para calcular a concentracdo polimérica dos agucares dada a concentracéo
monomérica dos aglcares. Para a glicose, celobiose, xilose e arabinose temos, 0,90; 0,95; 0,88
e 0,88, respectivamente;

Vfiltrado: volume de hidrolisado filtrado, 0,087 L;

M1: massa de biomassa utilizada na hidrélise descontando o teor de umidade, em g.

2.3. Pré-tratamentos da biomassa

Dois métodos de pré-tratamento foram aplicados para a biomassa. O primeiro método
de pré-tratamento foi realizado nas condi¢des previamente definidas pelo grupo de pesquisa em
trabalhos anteriores (BOHN et al., 2021; VARGAS et al., 2021). Dessa maneira, a biomassa foi
tratada com hidroxido de sédio (NaOH), a uma concentragdo de 0,20 g de hidroxido de sédio/g
de biomassa, razdo sélido liquido 1:10 (m/v), incubacdo em agitador orbital a 35 °C e 200 rpm
por um periodo de 24 horas.

O segundo método foi adaptado do tratamento descrito por Liu et al., (2018) para a
remocdo da lignina. Utilizou-se o tratamento alcalino combinado com os agentes hidroxido de
sodio (NaOH) (4% m/v) e peroxido de hidrogénio (H202) (1% v/v), com razdo solido liquido
1:10 (m/v). Dois ciclos foram conduzidos em um reator de vidro com agitacdo mecénica a 80
°C por 4 horas. Apés o término de cada reacdo, a suspensdo foi filtrada em bomba a
vacuo utilizando tecido volta ao mundo, neutralizada com acido acético (CHsCOOH) (3%
v/v) e lavada com excesso de agua destilada para neutralizagdo. Posteriormente, foi adicionado
agua destilada na proporcéo de 1:10 (m/v) (em relacdo a biomassa inicial) a fracdo solida

remanescente para a hidrélise enzimatica.



2.4. Hidrdlise enzimética
A etapa de hidrolise enzimética foi realizada nas condic6es previamente definidas pelo
grupo de pesquisa em trabalhos anteriores (BOHN et al., 2021). Ajustou-se as amostras pré-
tratadas com uma solucéo de acido citrico (1 M) até atingir a faixa de pH étimo das enzimas,
entre 5,0 - 5,5. Em seguida, dilui-se as enzimas na propor¢do 1:10 (v/v) em tampéo acetato
(0,05 mol/L e pH: 5,0) e adicionou-se nas amostras porcentagens (em relagcdo a biomassa seca)
de 0,5 % (v/m) para Celic Htec2 e 2 % (v/m) para Cellic Ctec2. Posteriormente, os frascos

foram novamente colocados em agitador orbital, a 50 °C e 200 rpm por um periodo de 24 horas.

2.5. Fermentagdo em batelada (SHF)

A fermentag@o em batelada seguiu o procedimento descrito por Tadioto et al., (2022)
As células da levedura foram inicialmente pré-cultivadas em YPD (10 g L™ de extrato de
levedura, 20 g L™ de peptona e 20 g L™ de glicose) até sua fase exponencial de crescimento. As
células do pré-crescimento foram transferidas para os hidrolisados (1 centésimo do volume
final), que tiveram seu meio ajustado para pH 5 e adicdo de YP (10 g L™ de extrato de levedura
e 20 g L de peptona).

As fermentacdes foram realizadas a 30 °C, sob 145 rpm, durante 48 h com retirada de
amostras para determinacdo do crescimento celular (por densidade 6ptica a 570 nm), consumo
de agucares e da producao de etanol. Os sobrenadantes foram filtrados em vials utilizando filtros
de nylon com poros de 0,45 um (Milipore) para quantificacdo dos agucares e etanol em HPLC.

A partir dos dois mostos distintos, mosto provindo da metodologia de pré-tratamento de
Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) e mosto provindo da metodologia de pré-tratamento
adaptada Liu et al., (2018), foram realizadas trés condi¢c6es de fermentacédo para cada meio: (i)
fermentagdo realizada pela cepa de levedura selvagem M. caribbica (CHAPE-096); (ii)
fermentacao realizada pela cepa industrial de S. cerevisiae (PE-02) e (iii) fermentacdo realizada
por uma combinacdo das cepas S. cerevisiae (PE-02) e M. caribbica (CHAPE-096) na
proporcao 1:1 (v/v).

2.6. Quantificacao de carboidratos e produtos de decomposi¢ao
Os acucares totais (glicose, xilose e celobiose) e inibidores totais (&cido acético, furfural
e hidroximetilfurfural) da biomassa in natura, dos meios pré-tratados e dos meios hidrolisados
foram quantificados através de curvas de calibracdo obtidas por meio da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a quantificacdo, utilizou-se o detector RID-10A (indice de

refracdo) e as condigdes operacionais descritas por Rabelo et al., (2014).



2.7. Consumo de agucares e producéo de etanol
As concentragdes de glicose, xilose e celobiose e etanol dos meios fermentaodos foram
determinados usando cromatografia liquida de alta performance (HPLC; LCMS-2020,
Shimadzu), com um indice de refracdo detector (RID-10, Shimadzu) e uma coluna para acidos
organicos (Aminex HPX-87H, Bio-Rad) sob condig¢des operacionais descritas por Tadioto et
al., (2022).

2.8. Analise dos dados experimentais
No estudo da biomassa lignocelulésica para a geracdo de etanol, todas as anélises foram
realizadas em trés experimentos completamente independentes e com produtos quimicos e
solventes de grau analitico. Dessa maneira, 0s resultados obtidos sdo apresentados em termos
de média de centralizacdo (média aritmética amostral) e média de dispersdo (desvio padrdo

amostral).
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracterizacdo da biomassa

A biomassa lignoceluldsica teve a estrutura constituida principalmente por polimeros
de celulose, hemicelulose e lignina, juntamente com pequenas quantidades de outros compostos

como cinzas e extrativos, conforme é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo da biomassa in natura e em base seca

Caracterizagdo (%)

Cinzas Extrativos Celulose Hemicelulose Lignina Total*

3,50 + 0,23 17,86 + 0,40 35,69 + 3,01 15,26 + 2,72 18,03 + 1,03

* Corresponde a soma dos valores de lignina soltvel em &cido e lignina insollvel em acido
Fonte: Autores (2022)

No estudo de Marafon et al., (2021) analisando variedades de capim elefante, o autor e
colaboradores encontraram teores médios semelhantes de celulose (36,0 %) e valores superiores
de hemicelulose (30,3 %). Outro estudo referente a caracterizacao da folha e caule da biomassa
de capim elefante encontrou valores similares de celulose (34,2 %) e hemicelulose (24,3 %)
(MOHAMMED et al., 2015).

O teor de lignina da biomassa de estudo é superior aos teores médios da literatura
(LISTA et al., 2020; MARAFON et al., 2021; MOHAMMED et al., 2015). A quantidade de
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cinzas encontrada para o capim elefante esta de acordo com o valor obtido por outro trabalho,
no qual obteve-se um teor médio para gendtipos de capim elefante de 3,0 % (MORAIS et al.,
2009). O teor de extrativos também € semelhante com o estudo de Nascimento e Rezende

(2018) no qual obteve-se um teor de 12,3 % para a mesma biomassa.

3.2. Caracterizacdo da biomassa ap06s 0os métodos de pré-tratamento
Os teores de celulose e lignina antes dos pré-tratamentos correspondiam a 35,69 % e
18,03 % respectivamente. Conforme apresentado na Tabela 2, as duas metodologias de pré-
tratamento foram eficientes para enriquecer os substratos em celulose e remover o teor de
lignina. O teor de celulose na biomassa aumentou para 53,68 % com o primeiro método de
tratamento e para 65,82 % apds o segundo método de pré-tratamento.

Tabela 2 — Caracterizacdo da biomassa em base seca ap6s os dois métodos de pré-tratamentos

Caracterizagéo (%)

Cinzas Extrativos Celulose Hemicelulose Lignina Total*

Metodologia de pré-tratamento: Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021)

2,08 £ 0,30 4,30+£0,19 53,68 +1,01 16,93 £ 1,40 6.64 £ 0,61
Metodologia de pré-tratamento: Adaptado de Liu et al., (2018)
0,86 + 0,14 1,22 +0,21 65,82 + 4,20 9,96 + 0,47 9,52+0,63

* Corresponde a soma dos valores de lignina soliivel em &cido e lignina insolivel em acido
Fonte: Autores (2022)

O contetdo de celulose remanescente apds o pré-tratamento € semelhante ao trabalho
de Lu et al., (2019) para o capim elefante, no qual a fracdo de celulose aumentou de 40,30 %
para 60,01 % e 72,01 % apOs os pré-tratamentos alcalino e com solvente organico,
respectivamente.

Os resultados da deslignificagdo obtidos no presente trabalho, sdo semelhantes aos
resultados obtidos por Cardona et al., (2014), que estudaram os efeitos de diferentes métodos
de pré-tratamento para a mesma biomassa, em todos os tratamentos realizados, a autora e
colaboradores obtiveram contetdos de lignina na faixa de 6,8 a 15,8 %. Nascimento e Rezende
(2018) compararam trés metodologias de pré-tratamento para o capim elefante e os trés pré-
tratamentos demonstram efeitos semelhantes, diminuindo o conteddo final de lignina

para teores entre 9 e 10 %.


https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861717311414#tbl0005
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Diante disso, destaca-se a satisfatoria eficiéncia dos tratamentos realizados na remogéo
da lignina presente na biomassa de capim elefante, o0 que representa uma vantagem, visto que a

lignina se constitui como uma “barreira” que impede a eficiéncia da hidrolise enzimatica.

3.3. Caracterizacdo dos hidrolisados apos a hidrolise enzimatica
As fracdes soltveis na forma de monossacarideos (xilose e glicose), celobiose, acido
aceético, furfural e hidroximetilfurfural presentes nos hidrolisados apds cada etapa de pré-

tratamento e hidrdlise enzimatica sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizacdo dos hidrolisados obtidos ap6s o processo de hidrélise enzimatica

Caracterizacgdo (g/L)

Glicose Xilose Celobiose Acucares Totais Acido Acético Inibidores Totais

Metodologia de pré-tratamento: Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021)

11,04+£0,74 8,20+0,51 0,64+0,31 19,88+ 1,56 2,48 + 0,05 2,48 £ 0,05

Metodologia de pré-tratamento: Adaptado de Liu et al., (2018)

22,12+0,02 350+0,01 0,00+0,00 2561+0,03 0,00+0,00 0,00 £ 0,00

Furfural e hidroximetilfurfural ndo detectados.
Fonte: Autores (2022)

Por meio da Tabela 3 observa-se que os hidrolisados sdo compostos principalmente por
glicose e xilose. Para o hidrolisado provindo de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021)

outros acgucares e acidos organicos como a celobiose e o0 &cido acético estdo presentes em
pequena quantidade. O hidrolisado provindo da metodologia de pré-tratamento adaptado de Liu
et al., (2018) ndo apresentou nenhuma quantidade de acido acético no hidrolisado, todavia, isso
ndo significa que o pré-tratamento nédo tenha liberado acido acético ao meio, apenas que o &cido
foi removido pelas lavagens empregadas na metodologia de pré-tratamento. A presenca de
acido acético em um dos meios pode comprometer o desempenho das leveduras visto que a
espécie M. caribbica pode apresentar dificuldade em metabolizar a xilose na presenca de acido
acético (TADIOTO et al., 2022). Furfural e hidroximetilfurfural, resultantes da decomposi¢éo
de pentoses e hexoses, respectivamente, ndo foram detectados nas amostras, o que € um bom
resultado pois 0s compostos sdo inibidores quimicos na fermentacdo por leveduras
(NASCIMENTO e REZENDE, 2018).

Os resultados de agucares totais do segundo pré-tratamento sdo semelhantes aos obtidos

por Bohn et al., (2021) no qual a autora e colaboradores obtiveram 31,04 g/L para a biomassa


https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/monosaccharide
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cellobiose
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/furfural
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/cellobiose
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/furfural
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/pentose
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/hexose
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de palha de milho em sua melhor condicéo de pré-tratamento. Os resultados estdo de acordo
com outros estudos que também utilizam biomassa lignoceluldsica visando a producdo de
etanol, como a palha de arroz do trabalho dos autores Kolo, Wahyuningrum e Hertadi (2020)
para a biomassa de capim elefante que obtiveram concentracdes de glicose e xilose apés

hidrélise de 18,45 e 8,45 g/L, respectivamente.

3.4. Crescimento celular

As cepas de M. caribbica (CHAPE-096) e S. cerevisiae (PE-02) foram capazes de
crescer no meio contendo glicose e xilose como fontes de carbono (Figura 1). O meio
proveniente do hidrolisado ap6s a hidrélise enzimética adaptado de Liu et al., (2018), no qual
continha 22,12 g/L de glicose e 3,50 g/L de xilose, proporcionou um crescimento mais vigoroso
das células em relacdo ao hidrolisado apos a hidrolise de Bohn et al., (2021) e Vargas et al.,
(2021), com 11,04 g/L de glicose, 8,20 g/L de xilose e 0,64 g/L de celobiose.
Figura 1 — Crescimento celular das leveduras M. caribbica, S. cerevisiae e combinagéo de M.
caribbica, S. cerevisiae nos meios de fermentacdo provindos da metodologia de Bohn et al.,
(2021) e Vargas et al., (2021) e adaptado de Liu et al., (2018).

50

DO (570 nm)
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Hidrolisado apds a hidrolise enzimatica de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) (linhas continuas), hidrolisado
apos a hidrélise enzimética adaptado de Liu et al., (2018) (linhas pontilhadas), CHAPE-096 (quadrado), PE-
02(diamante), CHAPE-096 + PE-02(triangulo).

Fonte: Autores (2022)

Através da Figura 1 é possivel perceber que tanto a levedura industrial, a levedura
selvagem e a mistura de leveduras tiveram um maior crescimento no meio proveniente do

hidrolisado adaptado de Liu et al., (2018) em comparagdo ao meio provindo do hidrolisado de
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Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021). Essa diferenca de crescimento pode ser explicada
pelo comprometimento do desempenho das leveduras pela presenca de &cido acético, composto
com efeito inibitdrio principalmente na assimilacdo da xilose, efeito que € acentuado em meio
com pH acido, como o caso do meio de fermentacdo de Bohn et al., (2021) e Vargas et al.,
(2021) (BELLISSIMI et al., 2009, BONATTO et al., 2020).

A curva de crescimento da cepa M. caribbica no hidrolisado contendo inicialmente
22,12 g/L de glicose assim como a fase lag de crescimento de 10 horas é equivalente ao descrito
por Tadioto et al., (2022) para a mesma cepa em meio contendo 20 g/L de glicose livre de &cido
acético. A curva de crescimento da M. caribbica no hidrolisado contendo inicialmente 11,04
g/L de glicose e 8,20 g/L de xilose apresentou resultados inferiores de crescimento, mesmo
comprovadi que a cepa M. caribbica (CHAPE-096) € capaz de crescer de forma semelhante
tanto em meio contendo glicose como xilose. A fase lag de crescimento durou
aproximadamente 15 horas para esse hidrolisado. Esses resultados de crescimento da cepa
selvagem corroboram a hipoOtese da interferéncia do acido acético no desempenho no
crescimento das leveduras no meio provindo de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021).

O crescimento da cepa industrial S. cerevisiae (PE-02) foi semelhante ao perfil de
crescimento perfil da levedura selvagem M. caribbica (CHAPE-096) e da combinagdo das

cepas para ambos 0s meios.

3.5. Consumo de glicose e producao de etanol

As leveduras analisadas no meio proveniente do hidrolisado com metodologia de pré-
tratamento adaptado de Liu et al., (2018) conseguiram consumir toda a glicose nas primeiras
14 horas como primeira fonte de carbono. Para o hidrolisado de Bohn et al., (2021) e Vargas et
al., (2021) as leveduras consumiram toda a glicose em 18 horas de incubagéo (Figura 2).

As leveduras geralmente tém a glicose como fonte de carbono preferida (SIMPSON-
LAVY e KUPIEC, 2018), o que explica 0 consumo mais rapido desse agUcar, aqui observado.
Contudo, tanto a cepa selvagem M. caribbica (CHAPE-096) industrial S. cerevisiae (PE-02)
sdo capazes de consumir xilose; assim, a ndo metabolizacdo desta pentose pela M. caribbica
pode ser explicada pela presenca do &cido acético (TADIOTO et al., 2022).

A producdo de etanol atingiu concentracdes de 0,36 Qetanol/Qglicose para a levedura
selvagem, 0,36 Qetanol/Jglicose para a levedura industrial € 0,42 Qetanol/Jglicose Para a combinagédo
das leveduras em meio provindo do hidrolisado de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021),
representando 70, 70 e 83 % de rendimento maximo tedrico (0,511 Qetanol/Jglicose). Para 0 meio

provindo do hidrolisado adaptado de Liu et al., (2018) as concentragdes foram de 0,33, 0,36 e


https://link.springer.com/article/10.1007/s00294-018-0805-0#auth-Kobi-Simpson_Lavy
https://link.springer.com/article/10.1007/s00294-018-0805-0#auth-Kobi-Simpson_Lavy
https://link.springer.com/article/10.1007/s00294-018-0805-0#auth-Martin-Kupiec
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0,35 getanol/ggiicose para a levedura selvagem, levedura industrial e a combinacdo de leveduras

respectivamente, representando 65, 70 e 68 % de rendimento maximo.

Figura 2 — Consumo de glicose e producédo de etanol nos meios de fermentacdo provindos da
metodologia de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) e adaptado de Liu et al., (2018).
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de glicose (linhas pontilhadas), producéo de etanol (linhas continuas), CHAPE-096 (quadrado), PE-02(diamante),
CHAPE-096 + PE-02(triangulo).

Fonte: Autores (2022)

O resultado de maior rendimento maximo de etanol pela combinacao das leveduras no

meio provindo de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) é semelhante ao resultado
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encontrado por Goel e Wati (2016), no qual os autores investigaram a produgdo de etanol a
partir da palha de arroz usando trés cepas diferentes individualmente (Saccharomyces
cerevisiae (HAU-1), Pachysolen tannophilus e Candida sp.) bem como a combinacdo das
cepas. Os resultados encontrados foram o aumento de 15 % de etanol, bem como, a maxima
producdo de etanol no estudo pela cepa S. cerevisiae (fermentadora de hexoses) em combinacéo
com P. tannophilus (fermentadora de pentoses).

Apesar de apresentar menor crescimento celular e a presenca de acido acético, 0 meio
provindo do hidrolisado de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) apresentou as melhores
conversdes de etanol para as trés condi¢des de fermentacgéo. A principal presungdo é que apesar
da presenca do acido acético inibir o crescimento celular pela ndo assimilagéo da xilose, o acido
acetico ndo inibiu de forma significativa a assimilacdo e a fermentacdo da glicose pelas
leveduras.

Tadioto et al., (2022) e Bohn et al., (2021) obtiveram um rendimento semelhante para
cepas M. caribbica e S. cerevisiae (PE-02) para a fermentacao da palha de milho. O rendimento
do etanol obtido foi semelhante também ao observado por Da Silva Martins et al., (2015) (79,30

%), no qual os autores utilizaram a S. cerevisiae para fermentar bagago de cana-de-agucar.

3.6. Consumo de xilose e producao de xilitol

Em comparacdo com a glicose, para a xilose ndo houve qualquer producéo de etanol.
Em vez disso, as leveduras convertem parte da xilose disponivel em xilitol e a liberaram no
meio (Figura 3).

O consumo de xilose pelas leveduras em meio provindo do hidrolisado adaptado de Liu
et al., (2018) foi de 100 % para as trés leveduras empregadas. As concentracdes de xilitol foram
de 0,05, 0,30 e 0,25 gxiiitol/Qxilose, @ partir da xilose consumida, para a levedura selvagem,
levedura industrial e a combinacdo de leveduras respectivamente. Para 0 meio provindo do
hidrolisado de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021), o consumo de xilose foi cerca de 16,
64 e 52 % para a levedura selvagem, levedura industrial e a combinagcdo de leveduras
respectivamente. A partir dos consumos de xilose, a producéo de xilitol, atingiu concentracfes
de 0,0 gxilitol/Oxilose para a levedura selvagem, 0,61 gxiiitol/Oxilose Para a levedura industrial e 0,53
Oxilitol/Gxilose Para a combinacdo das leveduras.

Por meio da Figura 3 observa-se que a levedura selvagem teve pouca capacidade de
assimilacdo da xilose, em principio pela interferéncia do acido acético no meio de Bohn et al.,
(2021) e Vargas et al., (2021) e pelo melhor aproveitamento da xilose para crescimento celular,

ndo a descartando em xilitol no meio de Liu et al., (2018).
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Para a levedura industrial e para a combinacao de leveduras no meio de Liu etal., (2018)
a assimilacdo de toda a xilose que estava presente em baixas concentra¢des nao foi problema,
contudo, conversdo de xilose em xilitol foi baixa, isso implica que as leveduras utilizaram a
xilose como fonte de energia para crescer, e ndo a descartaram como Xxilitol. Para o meio de
Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) a conversao de xilitol foi superior. A ndo assimilacéo

de toda a xilose foi provavelmente em consequéncia da presenca de &cido acético no meio.

Figura 3 — Consumo de xilose e producédo de xilitol nos meios de fermentacdo provindos da
metodologia de Bohn et al., (2021) e Vargas et al., (2021) e adaptado de Liu et al., (2018).
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de xilose (linhas pontilhadas), producédo de xilitol (linhas continuas), CHAPE-096 (quadrado), PE-02(diamante),
CHAPE-096 + PE-02(triangulo).
Fonte: Autores (2022)

Em 2018, Baptista e colaboradores atingiram um rendimento de xilitol de 0,95

Oxilito/Oxilose, @ partir da xilose consumida, em meio sintético com uma levedura S.
cerevisiae modificada. Ja para as leveduras nativas fermentadoras de xilose, Candida sp. tem
sido amplamente relatado como o melhor produtor de xilitol com rendimentos em torno de 0,77
a 0,85 gxilitol/Gxilose @ partir da xilose consumida (JIA et al., 2016; DASGUPTA et al., 2022). No
trabalho de Tadioto et al., (2022), quatro cepas de M. caribbica (CHAPE) apresentaram
resultados entre 0,20 e 0,32 gxilitol/gxilose COM cONSUMO total da xilose no meio.

4. CONCLUSOES

A solida demanda interna de etanol no pais pode ter amparo pela diversificacdo da
matriz energética. Ao realizar o pré-tratamento, a hidrélise enzimatica e a fermentacdo em
batelada da biomassa de capim elefante, em diferentes meios e condi¢bes de fermentacao,
obteve-se uma concentragdo maxima de etanol de 0,42 Qetanol/Jglicose através da combinacgao das
cepas Saccharomyces cerevisiae (PE-02) e Meyerozyma caribbica (CHAPE-096) na proporgéo
1:1 (v/v). Na fermentacdo dos hidrolisados, observou-se a dificuldade em metabolizar a xilose,
por outro lado, verificou-se que as leveduras apesar de ndo produzirem etanol a partir da xilose
a reduzem a outro componente importante na biorrefinaria: o xilitol. A concentracdo maxima
de xilitol produzido neste estudo foi de 0,61 gxilitol/Qxilose Pela cepa industrial S. cerevisiae.

Os dados aqui apresentados demonstram que a cepa M. caribbica, isolada de residuos
de milho em decomposicdo, fermenta glicose de maneira tdo eficiente como a levedura
industrial S. cerevisiae para os meios e condi¢des de fermentacdo utilizados, todavia, a levedura
selvagem ndo é capaz de converter xilose em xilitol com rendimento semelhante a levedura
industrial. Os subprodutos aqui obtidos encontram-se entre 0os mais desejados na bioinddstria,
logo, esse estudo possibilita a diversificacdo de matéria prima e de levedura para a producao de

etanol de segunda geracéo e a obtencdo do xilitol por meio da levedura industrial PE-02.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308522000141?casa_token=N-tLG1-sTYEAAAAA:Ocvw1mP9mO4W1jvqTMNS5OdMYCtxBIB-1g-GNY1eBrYGPC5v9FP-TxUE6shY8UigTS6UvSJALpk5Rg#bib0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308522000141?casa_token=N-tLG1-sTYEAAAAA:Ocvw1mP9mO4W1jvqTMNS5OdMYCtxBIB-1g-GNY1eBrYGPC5v9FP-TxUE6shY8UigTS6UvSJALpk5Rg#!
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