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RESUMO - O uso da fracdo hemiceluldsica de alguns residuos agroindustriais
para a producdo de bioetanol de segunda geracdo (2G) depende de micro-
organismos capazes de fermentar pentoses e hexoses. Buscando atingir elevados
valores de eficiéncia fermentativa e viabilizar a produgdo de bioetanol 2G, o
presente estudo avaliou a eficiéncia da producdo de bioetanol a partir da fracdo
hemicelulésica da torta do caroco de algoddo utilizando a linhagem Galactomyces
geotrichum UFVJM-R10. A hidrolise da biomassa foi realizada a uma razéo
solido/liquido (m/v) de 31% empregando uma solucdo de H,SO, 8% a 120°C e 1
atm de pressao por 38 minutos. Os melhores resultados de rendimento em produto
(1,16 g g™), eficiéncia fermentativa (>100%) e produtividade volumétrica (0,05 g
L™ h™') foram observados no meio suplementado com sais minerais e nitrogénio.
A partir da anlise dos resultados, pode-se inferir que a linhagem G. geotirchum
UFVJM-R10 possui potencial para a producdo de bioetanol a partir da assimilagéo
de glicose e xilose, sob tudo, a utilizacdo de uma solucdo de nitrogénio e sais
minerais deve ser levada em consideracdo para obter melhores resultados na
producdo de bioetanol 2G.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a crescente preocupacdo com o meio ambiente e as oscilagcdes no
preco do petroleo estdo impulsionando o interesse mundial no desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis para a producdo de biocombustiveis liquidos renovaveis semelhantes
aos combustiveis fosseis existentes (AMARI & KARIMI, 2018). Visando essa producdo, o
bioetanol lignocelulosico tem atraido a atencdo da sociedade académica e industrial,
principalmente devido as suas vantagens econdmicas e ambientais sobre outros bioprodutos
organicos existentes (FARMANBORDAR et al., 2018). O bioetanol lignocelul6sico possui
um alto calor de vaporizagéo sendo capaz de substituir a gasolina e proporcionar uma reducao
em até 65% da emissdo dos gases de efeito estufa (DUTTA et al., 2014). Outra vantagem
atribuida a este biocombustivel é a sua matéria-prima, a qual é proveniente de residuos
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agroindustriais, 0 que evita a utilizacdo de culturas alimenticias para a producdo de energia
(MATOS et al., 2018).

As biomassas lignoceluldsicas sdo conhecidas por serem ricas em aclcares
fermentesciveis, como pentoses e hexoses. Esses carboidratos podem sofrer fermentagéo
alcoolica por acdo de micro-organismos e apresentar o bioetanol como produto principal
(AGUILAR-REYNOSA et al., 2017). A fermentacdo das pentoses disponibilizadas apds a
hidrolise da biomassa lignocelulosica, caracteriza um dos maiores desafios para a producédo
do bioetanol 2G, visto que, contrariamente as hexoses, poucos micro-organismos de
ocorréncia natural sdo conhecidos como eficientes fermentadores de xilose (CADETE et al.,
2016).

Em conjunto com as linhagens fermentadoras de pentoses, alguns residuos
lignocelulésicos, como a torta do caroco de algoddo, foram registrados como potenciais
matérias-primas para a producdo do bioetanol 2G (BONISSATTO et al., 2015). Diante do
potencial apresentado pela biomassa do algodoeiro na producgéo do bioetanol 2G e devido a
escassez de registros do uso de G. geotrichum na fermentacdo alcodlica de hidrolisados
hemicelulésicos, esse estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia fermentativa dessa
linhagem leveduriforme na producéo de bioetanol 2G a partir da torta do caroco de algodao.

2. METODOLOGIA

Obtencdo e preparo da torta do caroco de algoddo: A torta obtida junto a Industria
de Oleo, Racdes e Plasticos Montes Claros LTDA — MG, Brasil; foi submetida a secagem em
estufa com circulacdo forcada de ar a 60°C por 48 horas. Em seguida foi cominuida em
moinhos de facas, peneirada em malha de 1,0 mm, acondicionada em potes de plastico
(25+2°C) e reservada para uso posterior. Obtencao da fracdo hemicelulésica por hidrolise
quimica: A hidrolise quimica foi realizada empregando uma solucdo de &cido sulfurico
(H2SO4) a 8% e razdo solido-liquido (S/L) de 31%. O ensaio foi conduzido em autoclave a
120°C, 1 atm de pressdo, por 38 minutos. Na sequéncia, o hidrolisado foi filtrado a vacuo
sobre papel de filtro e foram recuperadas as fracdes insoltvel e soltvel. A fragdo solavel foi
neutralizado com Ca(OH), P.A e reservada para os processos fermentativos, enquanto que, a
fragdo solida remanescente foi submetida a sucessivas lavagens com agua destilada sob
filtracdo a vacuo em papel de filtro até pH neutro, seguida de secagem em estufa com
circulacdo de ar forcada a 65°C por 24 horas e reservada para posterior caracterizacao fisico-
guimica. Preparo do inéculo: A linhagem leveduriforme G. geotrichum UFVIM-R10 foi
obtida no banco de linhagens microbianas do Laboratorio de Bioprocessos e
Biotransformagéo da UFVJM. A linhagem foi reativada em meio YMPD (Yeast Malt Peptone
Dextrose), e incubadas a 28 °C por 48 horas. O inoculo foi preparado a partir de uma alcada
da linhagem reativada em 100 mL do meio descrito por Toquero e Bolado (2014). As culturas
cresceram em frascos conicos de 250 mL incubados a 28°C sob agitagdo de 150 rpm por
tempo suficiente para se atingir 1 unidade de densidade optica (D.O) com leitura
espectrofotométrica a 600 nm. Apos o periodo de crescimento, o meio foi centrifugado por 15
minutos a 4000 rpm e o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com &gua
destilada esteril, ressuspensas finalmente em 100 mL de agua estéril e, nessa forma, usadas
como indculo na propor¢do de 10% v/v. Fermentacdo alcodlica: O ensaio fermentativo foi
conduzido em frascos conicos de 50 mL contendo o hidrolisado hemicelulésico com e sem
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suplementacdo de sais minerais. O hidrolisado suplementado recebeu a adicdo do mesmo
meio de cultivo usado para o preparo do in6culo, sem a presenca de glicose e xilose, na
proporcédo de 1:1. Aliquotas de 1 mL foram colhidas a intervalos de 4 horas e centrifugadas a
15.000 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a —20°C para determinagdes
analiticas posteriores e as células foram resuspensas a 1 mL com agua destilada para
determinacdo da D.Ogoonm. OS processos fermentativos foram avaliados ainda, quanto aos
parametros de rendimento em etanol; produtividade volumétrica de etanol e eficiéncia
fermentativa (HISS, 2013). Caracterizacdo fisico-quimica da torta antes e apds o pré-
tratamento acido: A torta foi caracterizada quanto aos teores de fibra em detergente neutro —
FDN, fibra em detergente acido — FDA, celulose, lignina, hemiceluloses (AOAC, 1992) e teor
de amido (McCREADY et al.,1950). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A torta do carocgo de algoddo analisada nesse estudo apresentou 11% de hemiceluloses,
23% de celulose e 4,5% de amido (Tabela 1). Esses carboidratos em conjunto somam 38,5%
do peso seco da torta do caroco de algodéo, o que revela o seu potencial para a producdo de
bioetanol.

Tabela 1 - Composicéo quimica da torta do carogo de algodao antes e apds tratamento
quimico com H,SO,4 a 8%

Fraces (%) - Biomassa - -
Antes do pré-tratamento Ap0s o pré-tratamento
Amido 4,50+0,74 ND
Celulose 23,36 + 1,23 42,98 + 2,67
Hemicelulose 11,26 + 0,31 478+1,14
Lignina 6,94 + 1,58 28,96 + 1,44

O valor de 6,9% de lignina encontrado na torta estudada (Tabela 1) pode ser
considerado baixo para biomassas lignocelul6sicas. Os baixos teores de lignina favorecem o
uso da biomassa para producdo de etanol 2G, uma vez que a lignina tem a funcdo de aumentar
a resisténcia da estrutura lignocelulosica a ataques quimicos e enzimaticos, por consequéncia,
quanto menor teor desse componente, menor serd a resisténcia para liberagcdo dos acucares
passiveis para a fermentacdo (SANNIGRAHI et al., 2011). A lignina (28%) e a celulose
(42%) ap6s o pré-tratamento &cido foram concentradas no residuo solido remanescente
(Tabela 1). As taxas relativamente mais elevadas desses carboidratos, em biomassas pré-
tratadas com 4&cido sulfurico, podem estar relacionadas a perda concomitante de
polissacarideos (hemiceluloses), que ao serem removidos pelo reagente utilizado, promove o
aumento da concentracdo da fracdo que fica retida no residuo solido restante (MATOS, 2018).

Quanto ao perfil de crescimento, G. geotrichum obteve valores iniciais de
aproximadamente 1 unidade até valores proximos entre 20 e 24 unidades de D.Ogyonm NO
hidrolisado puro e suplementado, respectivamente, em 96 horas de fermentacdo (Figura 1).
Em ambos os meios, 0 micro-organismo apresentou um perfil de crescimento semelhante,
indicando que a suplementacdo com sais e nitrogénio néo interferiu no desenvolvimento da
levedura.
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Figura 1 - Perfil do crescimento celular da linhagem Galactomyces geotrichum UFVIM-R10

30

25 —o—Hidrolisado suplementado
=—o=Hidrolisado puro

20

15

10

Absorbancia (nm)

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96
Tempo (h)

O perfil do consumo de glicose por G. geotrichum UFVIM-R10 no meio suplementado
com a solucdo de sais minerais e nitrogénio (Figura 2A) foi observado em 20 horas de
fermentacdo, entretanto, no meio ndo suplementado (Figura 2B) a glicose foi totalmente
consumida a partir das 60 horas de fermentacdo e assim como a glicose, no meio
suplementado, o consumo total de xilose foi mais rapido quando comparado ao consumo
desse mesmo acglcar no meio ndo suplementado, cujo carboidrato manteve-se presente até o
fim da fermentacéo.

Figura 2 - Perfil do consumo de acucares e producéo de etanol por G. geotrichum UFVJIM-
R10 em hidrolisado puro (A) e suplementado com sais minerais (B)
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A suplementacdo de um meio fermentativo tem por objetivo melhorar o desempenho de
leveduras e aumentar a sua produtividade volumétrica (DANESI, 2009). E nesse estudo,
pode-se observar que a suplementagcdo proporcionou um melhor desempenho da levedura
quanto & metabolizacdo dos agucares presentes no meio. Além disso, sabe-se que agucares de
cinco carbonos, como a xilose, ndo sdo facilmente fermentados por qualquer linhagem de
micro-organismos e muitas vezes quando sdo assimilados, ocorre de forma mais lenta que a
glicose (BERLOWSKA et al., 2016), o que pode explicar o consumo mais acelerado da
glicose em relacdo ao de xilose nos dois meios estudados.

Os parametros fermentativos do processo foram calculados considerando os tempos
onde houve a melhor producdo de etanol (Tabela 2), porém, a xilose, no meio néo
suplementado, ndo havia sido consumida por completo. A maior producdo de etanol obtida
pela levedura estudada no meio n&o suplementado (1,11 g L™) e suplementado (1,01 g L™)
ocorreu apos 96 e 20 horas de fermentacéo, respectivamente (Tabela 2). Em ambos os casos, a
maior concentracdo de etanol presente nos meios adveio apds o consumo total da glicose. Os
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intervalos de tempo observados para o maior rendimento em etanol em ambos 0s meios
analisados, mostram que a suplementacdo, além de aumentar a producdo, o faz em menos
horas quando comparado ao meio sem suplementacdo. Industrialmente, a otimizacdo em
relagdo ao tempo de produgéo pode significar economia e elevacédo de lucro e producéo.

Em relacdo ao rendimento em produto e eficiéncia fermentativa os valores no meio
suplementado foram mais expressivos (1,16 g g) e (>100%), respectivamente, quando
comparados a0 meio sem suplementacdo (0,36 g g) e (71,22%), respectivamente. Além
disso, a suplementagdo de sais ao ensaio contribuiu para o aumento da produtividade
volumétrica (0,05 g L™ h™) (Tabela 2). Esses valores mostram que a adigdo de fontes de sais e
nitrogénio ao meio acelera a produgdo maxima de etanol por G. geotrichum UFVJIM-R10,
bem como, favorece a elevacdo da produtividade e eficiéncia fermentativa.

Tabela 2 - Processos fermentativos conduzidos com G. geotrichum UFVJIM-R10 no
hidrolisado hemiceluldsico suplementado e ndo suplementado

Hidrolisado
Parametros de Processo N&o suplementado (96h) Suplementado com sais minerais
(20h)
Etanol (g L™) 1,11 1,01
Yers(997) 0,36 1,16
Qe (g.Lh™) 0,01 0,05
Ef (%) 71,22 >100

4. CONCLUSAO

A levedura Galactomyces geotrichum UFVJIM-R10 apresentou capacidade de producéo
de etanol a partir do hidrolisado hemiceluldsico da torta do carogo de algoddo, assimilando
tanto glicose como xilose. A suplementacdo, de sais minerais e nitrogénio no meio
fermentativo, possibilitou uma elevada eficiéncia (>100%) fermentativa e reduziu o tempo de
fermentacdo (em 76 horas). Os resultados obtidos mostram que a linhagem G. geotrichum
possui potencial para a producdo de bioetanol. No entanto, ha necessidade de otimizagdo dos
processos para melhorar a producéo de etanol e aumentar a producdo do produto de interesse.
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