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1. INTRODUGAO

A producdo de bioetanol é considerada uma tecnologia de energia sustentavel, limpa e
renovavel, assim estudos vém avaliando tal produto para substituir os combustiveis derivados do
petréleo (CHEN et al., 2019).

O Brasil é referéncia na producéo de etanol de cana de agucar, e seu bagaco € uma enorme
fonte de biomassa lignocelulésica, cerca de 250 kg de residuo por tonelada de cana sédo gerados.
(BANOTH et al., 2017). Porém os acucares encontrados na biomassa se apresentam de forma
polimerizada em: celulose (Fracdo C6) e hemicelulose (Fracdo C5) com o envolvimento de uma
estrutura resistente (lignina), desta forma para que haja a liberagéo dos acucares é preciso um pré-
tratamento e hidrélise da biomassa para a obtencao de acglcares fermentesciveis e estes serem
convertidos a etanol (MILAO et al., 2019).

As novas etapas do processo acabam gerando mais custos comparado a primeira geracao
do etanol (1G) Processos eficientes vém sendo estudados, sobretudo, na producéo de etanol a
partir de hexoses, contudo poucos vem operando pentoses como um substrato efetivo, sendo que
esta fragéo representa aproximadamente 40% do total dos agucares presentes na biomassa e este
potencial ndo deve ser negligenciado (DE ARAUJO GUILHERME et al., 2019; SAHA, 2003).

Neste sentido, determinar um microrganismo robusto com capacidade de converter as
pentoses da biomassa em bioetanol é essencial. As leveduras Spathaspora passalidarum e
Scheffersomyces stipitis s&o exemplos de microrganismos promissores, no entanto, as condi¢des
de cultivo e composi¢ao do substrato precisam ser otimizadas para garantir a viabilidade econdmica
do processo. A técnica de planejamento experimental € uma ferramenta Util para avaliar os efeitos
das variaveis do processo e determinar as suas condi¢gfes 6timas. (ROSA; PINHEIRO, 2021).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os principais microrganismos e condicbes
de processo descritos na literatura sobre o aproveitamento, sobretudo, de pentose advindas do
hidrolisado lignocelulésico e mediante a ferramenta de planejamento experimental, verificar a
concentracdo de agucares necessdria para otimizar a produgéo de bioetanol.
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2. METODOLOGIA

2.1 Revisao Bibliografica

Para avaliar os melhores microrganismos e delimitar as faixas de estudo para a otimizacao
da producao de bioetanol a partir de pentoses foi realizado uma revisao de literatura, em que foram
pesquisados dados de Microrganismos, condi¢cdes de processo e parametros produtivos, mediante
artigos cientificos nas bases de dados: Scopus e Google Scholar; com as seguintes combinacfes
de palavras-chaves principais: “ethanol”’, "hemicelulose" e "biorreator", além da palavra-chave
secundaria (mais especifica), “spathaspora passalidarum”.

2.2 Delineamento de Mistura para composicao 6tima dos acuUcares

A fim de avaliar a influéncia da composicao étima de aglcares para a producéo de bioetanol
foi realizado um planejamento experimental de mistura do tipo “Simplex Centrdide” (sete ensaios),
com o0s componentes: glicose, xilose e sacarose* (* - hidrolisada) como variaveis independentes;
avaliados em 4 niveis: 0 (0%), 1/3 (33%), 1/2 (50%) e 1 (100%); para um total de 50 g/L de acUcar,
enguanto para variaveis resposta (dependente) foram avaliados a velocidade maxima de
crescimento (umax) e producéo de etanol. As fermentacfes foram realizadas em microplacas de 96
pocos em leitor de microplaca TECAN, com suplementacéo de peptona 20 g/L e 10 g/L de extrato
de levedura. Foram avaliadas as cepas de Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907 (ARS Culture
Collection) e Scheffersomyces stipitis Y-7124 a 30° C e 200 rpm. A significAncia estatistica da
regressao foi determinada usando o teste t de Student (p < 0,10) e o modelo de regresséao polinomial
foi determinado por analise de variancia (ANOVA) (p < 0,10), mediante o software STATISTICA
(Statsoft, Oklahoma, EUA) verséo 10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Revisao Bibliografica — Microrganismos e condi¢cfes para fermentacdo de pentoses

A tabela 1 apresenta um conjunto dos principais microrganismos descritos como
fermentadores de pentoses, substratos avaliados, condigbes empregadas no processo e na
otimizagcdo da producdo de bioetanol. Majoritariamente a faixa de temperatura aplicada nos
processos é de 28°C a 30°C, exceto para Kluyveromyces marxianus que apresenta perfil
termotolerante. Agitacdo e aeracdo com condicdes médias de 200rpm e aeracdo de 0,lvvm,
respectivamente.

Condicdes anaerébicas sdo promissoras, uma vez que simulam as condi¢des industriais
reais, mas apresentam desvios metabdlicos para producdo de xilitol; os quais podem ser
ressignificados no contexto da biorrefinaria (FURLAN; BOUILLOUD; DE CASTRO, 1994; BONAN
et al., 2021).

A co-fermentagdo aparece como uma das estratégias para otimizacdo da producgéo de etanol
(FARIAS; MAUGERI-FILHO, 2019). Hickert et al aplicaram a combina¢c&do dos microrganismos S.
cerevisiae e Spathaspora arborariae obtendo alto rendimento de 0,48 g/g. As concentracdes de
inodculos observadas foram variadas (0,33 — 20 g/L), mas a alta concentracdo celular apresenta a
vantagem de maior tolerancia a inibidores nos hidrolisados lignocelulésicos (SOARES et al., 2020).
Sobre os substratos a maioria observada foram hidrolisados lignocelulésicos provindos do bagaco
da cana de acgucar e residuos agroindustriais, e 0s meios sintéticos, quando estudados, referem-se
as proporcdes dos agucares nos hidrolisados.
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Tabela 1: Principais Microrganismos, Substratos e Condicdes de Processo para a Producéo de Etanol a partir de substratos Hemiceluldsicos

Microrganismo Cepa/Colecao Substrato Modo Condicdes In6culo Rendimento Produtividade Referéncias
Fermentativo de operacéo
Scheffersomyces NRRL Y-7124 Hidrolisado  de Batelada 28 °C, 1g/L 0,390g/g 1g/L.h (FARIAS et al., 2017)
stipiti bagaco de cana 0.05 vwm
Batelada ' 0,430g/g
alimentada 200 rpm
Kluyveromyces DMB 13 40 g/L de Glicose Batelada 40 °C;100 0,3% 0,402g/g nc (SUZUKI; HOSHINO;
marxianus e 20 g/L de Xilose rpm MATSUSHIKA, 2019b)
*
Scheffersomyces NRRL Y-7124 Hidrolisado  de Batelada 30°C 1,0 g/L 0,221g/g 0,086 g/L.h (DUSSAN et al., 2016)
stipitis bagaco de cana 400 rpm
Scheffersomyces UFMG HM 52.2 0.1 vwm 0,416g/g 0,253 g/L.h
shehatae
S. cerevisiae ICV D254 Hidrolisado de Batelada 28°C; 1,00D  0,4809/g nc. (HICKERT et al., 2013)
Spathaspora casca de arroz 1vvm;180
arborariae NRRL Y-48658 rpm
Scheffersomyces NRRL-Y7124 Xarope de cana Batelada 30°C; 0,1 10g/L 0,520g/g 1,53 g/L.h (SANTOS et al., 2016)
stipitis wwm
200 rpm
Spathaspora NN 245 D-glucose Batelada 30°C; 500 20g/L 0,419/g 1,14 g/L.h (LONG et al., 2012)
passalidarum D-xilose rpm 0,31g/g 0,72 g/L.h
0,25 vwm
Saccharomyces DX123 65 g/L Xilose Batelada 30°C 0,33g/L 0,427g/g 0,96g/L.h (JO et al., 2017)
cerevisiae 200 rpm; *
legenda: a = co-fermentacao/ OD = Densidade Optica/ nc = Nao comentado/ * = processo sem aeracao
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3.2 Planejamento Experimental de Mistura

Apoés a etapa de revisao bibliografica foi observado a caréncia de estudos que determinem
a concentragdo Otima de agucares para a maxima producao de bioetanol, mesmo ja sendo descrito
a necessidade de glicose em fermentagbes com hidrolisados hemicelulésicos. Além disso, a
sacarose hidrolisada foi avaliada no planejamento, uma vez que o melaco disponivel no processo
1G, pode fornecer tal suplemento, sendo um elemento importante para ser avaliado.

A Figura 1 apresenta os dados de validacdo estatistica para os modelos quadréaticos obtidos
como saida do planejamento de mistura para a levedura Scheffersomyces stipitis. Os resultados
para Spathaspora passalidarum (dados n&o mostrados) ndo apresentaram modelos com
significAncia estatistica a 90% de confianca, sendo seus efeitos analisados para definir novos
ensaios.

O maximo crescimento especifico foi obtido na regido da linha binaria glicose-xilose, em que
pelo menos 25% de glicose se faz necessario para maximizar o crescimento, enquanto em relagéo
a producao de etanol, duas regides 6timas foram obtidas. A primeira, na faixa entre 75% e 100%
de glicose, enquanto a segunda na regido xilose-sacarose, em que pensando no aproveitamento
de hidrolisados hemicelulésicos (majoritariamente xilose), tem-se a propor¢ado 6tima de 75% de
xilose para 25% de sacarose*.

Bonan et al. (2021) obtiveram melhor rendimento na producdo de etanol com S.
passalidarum na proporcdo de 35% de glicose e 65% de xilose, em que também otimizaram a
producéo de xilitol, demostrando um potencial a ser explorando no @mbito de uma biorrefinaria com
base em pentoses do hidrolisado lignocelulésico.

Figura 1: Andlise de Variancia (ANOVA) e Regressédo para validagdo estatistica dos Modelos de Velocidade
méxima especifica de crescimento e producdo de etanol.

Perfil Modelo p-valor R? RZajustado
A - pmax Quadratico 0,0950 0,9956 0,9737
B - Etanol Quadratico 0,0276 0,9641 0,7846

Figura 2: Gréfico de Curva de Contorno - Otimizagéo da produgdo de Etanol pela mistura de aclcares
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4. CONCLUSOES

As leveduras S. passalidarum e S. stipitis apresentam potencial para plataforma de producéo
de etanol a partir de pentoses, em que para a ultima, a propor¢ao de 25% sacarose* e 75% xilose
apresentou condicdo 6tima com cerca de 90% do rendimento tedrico. Vale destacar ainda que a
producéo de xilitol (desvio metabdlico) deve ser considerada como uma estratégia para garantir um
melhor rendimento econémico do processo.
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