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ALCOHOLIC FERMENTATION OF HEMICELLULOSIC HYDROLYZATE FROM SUNFLOWER CAKE BY Galactomyces
geotrichum UFVIM-R10 AND Candida akabanensis UFVIM-R131. The use of the hemicellulosic fraction of plants for the
production of second generation bioethanol depends on microorganisms capable to ferment pentoses. Two yeast strains habile to
xylose fermenting in synthetic medium, Candida akabanensis UFVIM-R131 and Galactomyces geotrichum UFVIM-R10, not yet
registered in the literature for the production of bioethanol, were evaluated here in the alcoholic fermentation of the hemicellulosic
hydrolyzate from sunflower cake. The biomass hydrolysis was performed by 38 minutes at 120 °C / 1 atm with 6% H,SO, solution
and solid / liquid ratio of 1:3.2. Chromatographic characterization of the hemicellulosic hydrolyzate showed the presence of glucose
(7.57 g L), xylose (19.53 g L") and arabinose (8.85 g L!), besides 5-hydroxymethylfurfural (0.71 g L"), furfural (0.05 g L') and
acetic acid (5.27 g L"). Both yeasts were able to produce ethanol from the acid hydrolyzate from sunflower cake. The fermentation
carried out with G. geotrichum UFVIM-R10 and C. akabanensis UFVIM-R131 presented Y, values of 0.29 and 0.27 g ol £ sugarss
respectively. The amounts of the inhibitors identified in the hydrolyzate did not affect the efficiency of the alcoholic fermentation.
The supplementation of the hydrolyzate with nitrogen and mineral sources increased the rate of consumption of xylose and arabinose.
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INTRODUCAO

A crescente procura por fontes renovaveis de energia provém de
metas estabelecidas por governos em resposta, principalmente, a uma
crescente consciéncia acerca das alteragdes climaticas promovidas
pelaemissdo de gases de efeito estufa (GEE) e da finitude dos recursos
de origem f6ssil."> Os biocombustiveis surgem neste contexto como
alternativa vidvel e de curto prazo para reduzir a dependéncia por
combustiveis liquidos ndo renovdveis, derivados do petrdleo, e as
emissdes de GEEs.* Nas tltimas décadas o etanol lignoceluldsico,
também conhecido como etanol de segunda gerac@o, tem sido aponta-
do como alternativa avangada, por possuir maior impacto na redugio
da emissdo de GEEs®® e por diminuir o risco a seguranga alimentar
mediante a possibilidade de uso de residuos agroindustriais como
matéria-prima.'®'* As biomassas lignoceluldsicas incluem residuos
agricolas, culturas energéticas, gramineas, residuos de madeira,
residuos florestais e industriais.”’

A viabilidade econdmica do etanol de segunda geracdo tem como
premissa ou alvo a utilizagdo de todos os polissacarideos presentes
nas biomassas vegetais, especialmente a celulose e a hemicelulose.'*!3
Devido arecalcitrancia do material lignocelulésico, o uso de tratamento
da biomassa, anterior a etapa de sacarificagdo da celulose, € um passo
necessdrio para a obtengdo dos acuicares fermentesciveis.'*!3 A con-
versdo efetiva das biomassas lignocelulésicas a agucares soldveis e
fermentesciveis pode ser considerada etapa chave para o sucesso desta
tecnologia.!! O tratamento por via quimica, que emprega dcido inorgani-
co diluido, € um dos métodos mais utilizados para a remogao da fragao
hemiceluldsica do complexo lignoceluldsico.'*! Esta intervengdo tem
por consequéncia a hidrélise das ligagdes glicosidicas entre os residuos
de monossacarideos que compdem as hemiceluloses, principalmente
D-xilose e L-arabinose, e a liberag@o destes para a fragdo soldvel.

Na etapa de fermentagdo alcodlica, um dos desafios para a eficiente
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producdo de etanol € o uso de micro-organismos capazes de fermentar
as pentoses liberadas no processo hidrolitico das hemiceluloses.?*?!
Saccharomyces cerevisiae, levedura comumente empregada na fer-
mentag¢do alcodlica para producdo de etanol de primeira geracio, nio é
capaz de realizar a conversdo de monossacarideos de cinco carbonos a
etanol. A levedura Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) ¢ um dos
poucos micro-organismos de ocorréncia natural que, frequentemente, é
utilizada para a fermentagdo alcodlica de pentoses.!***» Recentemente,
duas espécies ndo convencionais de leveduras capazes de converter
xilose em etanol foram descritas, Candida akabanensis UFVIM-R131
e Galactomyces geotrichum UFVIM-R10.%

Entre os possiveis coprodutos agroindustriais com potencial para
atender ao mercado nascente de etanol de segunda geracao estd a torta
de girassol, subproduto da extragiio do éleo das sementes do Helianthus
annuus L. O girassol é uma cultura agricola que atende ao mercado de
gréos e 6leo comestiveis e a inddstria do biodiesel.?”® A torta ou farelo
de girassol possui alto teor de celulose e hemicelulose, com potencial,
portanto, para a producdo de etanol de segunda geracao.

Considerando que ndo existe na literatura registro do uso de
Candida akabanensis e Galactomyces geotrichum para a producao
etanol a partir de hidrolisados hemiceluldsicos e, considerando es-
cassos os estudos sobre o aproveitamento da fracao hemicelulésica
da torta de girassol para a produgdo de etanol, o presente artigo
teve por objetivo avaliar a capacidade das linhagens C. akabanensis
UFVIM-R131 e G. geotrichum UFVIM-R10 em fermentar o hidro-
lisado hemiceluldsico da torta de girassol, obtido por catélise com
4cido inorganico diluido, e produzir etanol.

METODOLOGIA
Obtencao e preparo da torta de girassol

A torta de girassol foi obtida junto a empresa BIOSEP Complexo
dos Lagos — Energia e Agronegécio Ltda, localizada no municipio de
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Trés Pontas, MG, Brasil. A torta in natura foi submetida a secagem
em estufa com circulagio forcada de ar a 60 °C por periodo de 48
horas. Em seguida foi cominuida em moinhos de facas, peneirada em
malha de 1,0 mm, acondicionada em potes de pldstico a temperatura
ambiente (25+2 °C) e reservada para uso posterior.

Hidrolise da fraciio hemicelulésica da torta de girassol com
H,SO, diluido

A hidrélise quimica da torta de girassol seca e cominuida foi rea-
lizada empregando solucdo de dcido sulfurico (H,SO,) a 6% e razao
s6lido-liquido (S/L) de 1:3,2. O ensaio foi conduzido em autoclave a
temperatura de 120 °C, 1 atm, por 38 minutos. Na sequéncia, o hidro-
lisado foi filtrado a vdcuo sobre papel de filtro (grau 292, 100 x 150
mm, Sartorius®) e foram recuperadas as fracdes insoldvel e solivel.
A fragdo soluvel do hidrolisado hemiceluldsico foi neutralizada com
Ca(OH),. O residuo sélido remanescente deste processo foi lavado
com 100 mL de dgua destilada e o liquido recolhido também teve seu
pH neutralizado com Ca(OH), e reservado. O residuo sélido apds su-
cessivas lavagens com dgua e filtracdo a vacuo sobre papel de filtro foi
submetido a secagem em estufa com circulac@o de ar forcada a 65 °C
por 24 horas e reservado para posterior caracterizagao fisico-quimica.
A fragdo solivel recuperada apds a hidrélise dcida foi analisada quanto
ao teor de acucares redutores.” L-arabinose, D-xilose, D-glicose, dcido
acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e glicerol também fo-
ram determinados no hidrolisado. Esta quantificagdo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso do sistema Shimadzu
Prominence UFLC 20A, equipado com coluna Rezex ROA-Shodex®
(300 x 7.5 mm) mantida a 60 °C e uso de H,SO, 0,0025 mol L
como eluente a 0,6 mL min™'. As amostras foram injetadas de forma
automatizada em volumes de 5 uL.. A detec¢do por indice de refragdo
foi usada para a determinacéio dos monossacarideos, glicerol e dcido
acético. A detecgdo espectrofotométrica foi usada para as determinagdes
do furfural e HMF a 254 nm. Padrdes externos foram usados para as
determinagdes qualitativas e quantitativas.

Preparo do inéculo com as linhagens fermentadoras de pentose

As linhagens leveduriformes Galactomyces geotrichum
UFVIM-R10 e Candida akabanensis UFVIM-R131 foram obtidas
no banco de linhagens microbianas do Laboratério de Bioprocessos e
Biotransformagéo da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri. As linhagens, mantidas em glicerol 10% a -20 °C, foram
reativadas em meio YMPD (Yeast Malt Peptone Dextrose), contendo
0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de pep-
tona, 1% de glicose e 1,5% de 4gar p/v. As culturas foram incubadas
a 28 °C em incubadora microbioldgica por 48 horas.

O indculo foi preparado a partir de uma algada das linhagens
reativadas em 100 mL do meio descrito por Toquero e Bolado,*
formulado com 10 g L' de extrato de levedura, 20,0 g L' de pep-
tona, 35,0 g L' de D-glicose, 20,0 g.L! de D-xilose, 0,47 g L' de
(NH,),SO,, 12,8 g L' de KH,PO,, 0,51 g L' de Na,HPO, e 0,47
g L' de MgSO,.7H,0. 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 dptica (D.O),
equivalente a leitura espectrofotométrica de suspensio celular livre
de meio de cultura com valor de absorbancia igual a uma unidade
a 600 nm. Apds o periodo de crescimento, o meio foi centrifugado
por 15 minutos em centrifuga analitica a 4000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. As células foram lavadas 3 vezes com dgua destilada
estéril a fim de retirar o residuo do meio de cultura, ressuspensas
finalmente em 100 mL de dgua estéril e, nessa forma, usadas como
in6culo na proporc¢do de 10% v/v.

Quim. Nova

Fermentacio alcoélica do hidrolisado hemiceluldsico da torta
de girassol

O ensaio fermentativo foi conduzido em frascos conicos de 50
mL contendo o hidrolisado hemiceluldsico com e sem suplementagdo.
O hidrolisado suplementado recebeu a adigdo do mesmo meio de
cultivo usado para o preparo do in6culo, sem a presenga de glicose e
xilose, na propor¢do de 1:1. O processo fermentativo foi realizado em
triplicata. Aliquotas de 1 mL foram colhidas a intervalos de 4 horas
e centrifugadas a 15.000 g 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
determinagdo da D.Og,,.. L-arabinose, D-xilose, D-glicose, xilitol,
glicerol, etanol, dcido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural
foram determinados por cromatografia liquida como ja descrito an-
teriormente. O processo fermentativo foi avaliado ainda, quanto aos
seguintes parametros: rendimento do produto em funcdo do consumo
do substrato, Y p/s (Zeunol Sacicar )3 Produtividade volumétrica de etanol,
Qp (g L' h') e eficiéncia fermentativa, Ef (%).*!

Caracterizacio quimica da torta de girassol antes e apés o
tratamento acido

Foram determinados os teores de fibra em detergente neutro —
FDN, fibra em detergente dcido — FDA, celulose, lignina e hemicelu-
lose.*>* O teor de amido foi determinado de acordo com McCready
et al3* Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

Analise estatistica

Para a comparagdo de médias foi utilizado o Teste de Tukey com
nivel de significancia (p) igual a 0,05. As anélises foram conduzidas
utilizando o software ASSISTAT Versdo 7.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio da torta de girassol e das fracdes recuperadas
apos a hidrolise acida

A torta de girassol analisada nesse estudo apresentou 26% de
hemicelulose, 13% de celulose e 10,5% de amido (Tabela 1). Juntos,
esses carboidratos somam 49,5% do peso seco da torta de girassol, o
que revela seu potencial para a produgdo de bioetanol.

Tabela 1. Composicdo quimica da torta de girassol antes e apds o tratamento
quimico com H,SO, a 6%

Torta de girassol

Componentes (%)

Antes do tratamento Ap6s o tratamento

acido acido
Amido 10,47+0,96 ND
Celulose 13,03+0,53 33,34+1,07
Hemicelulose 26,03+2,28 ND
Lignina 4,09+0,69 11,54+1,52

ND: Nio detectado.

O teor de holocelulose (soma do contetido de celulose e hemi-
celulose) determinado na torta de girassol foi de 39%. Os valores de
holocelulose em tortas de girassol podem variar consideravelmente
(18-60%) a depender da origem do residuo.!**3¢ A composi¢io
quimica da torta de girassol e de outras biomassas lignoceluldsicas é
influenciada pelo estdgio da maturacdo dos frutos/sementes e também
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por fatores edafoclimdticos, pela composi¢do do solo, pela fase de
colheita, estocagem e pela forma de extracdo do 6leo.”’

O valor de 4% de lignina encontrado na torta de girassol
(Tabela 1) pode ser considerado baixo se comparado aos valores
relatados para outras biomassas lignoceluldsicas, tais como a torta
de pinh@o-manso (33,3%)," a torta de dendé (36,0%),'° o bagaco de
cana-de-agtcar (20,7%)* e a palha de girassol (22,3%).** O baixo teor
de lignina € vantajoso, pois essa macromolécula aumenta a recalci-
trancia da estrutura lignoceluldsica a ataques quimicos e enzimaticos,
dificultando a liberagdo dos agticares passiveis de fermentagdo.**!
Além disso, uma eventual hidrélise ou solubilizacdo da lignina pode
liberar compostos fendlicos (4-hidroxibenzdico, vanilina, catecol e
siringaldeido) que comprometem o metabolismo dos micro-orga-
nismos e sua integridade celular e inibem a atividade de enzimas
essenciais ao processo fermentativo, como a dlcool desidrogenase, a
aldeido desidrogenase e a piruvato desidrogenase.****

O tratamento dcido da torta de girassol foi capaz de remover
toda a hemicelulose. Por outro lado, o teor de celulose no material
insoldvel tratado aumentou em 2,5 vezes. A concentracdo da fragio
de celulose era esperada por se tratar de polissacarideo recalcitrante
ao tratamento com dcido diluido. Segundo Hendriks e Zeeman® e
Mosier et al.,* o processo de hidrdlise que ocorre por agdo do dcido
sulfurico diluido induz a remogdo da hemicelulose, que possui massa
molecular menor e cadeias laterais de aguicares curtas e amorfas, o
que a torna mais susceptivel ao ataque 4cido se comparada a celulose,
que possui estrutura linear com alto grau de cristalinidade. Apés o
tratamento 4cido, o teor de lignina no material insoldvel recuperado
foi 2,8 vezes superior ao valor encontrado na torta de girassol (Tabela
2). De fato, o tratamento dcido de biomassas lignocelulésicas € inefi-
ciente para a remocao de lignina, podendo gerar um material com teor
de lignina maior ou igual ao material de partida.*’*® De forma geral,
aremocao de um ou mais componentes da biomassa lignoceluldsica
durante o tratamento dcido promoveu um aumento da concentragio
dos componentes recalcitrantes. Esse aumento foi inversamente
proporcional ao valor da massa que se perdeu com a solubilizacdo
ou decomposi¢do dos componentes susceptiveis ao ataque dcido.

Tabela 2. Composi¢ao quimica do hidrolisado 4cido da torta de girassol

Componentes (gL
D-Glicose 7,57+0,25
D-Xilose 19,53+0,01
L-Arabinose 8,85+0,63
Acucares redutores 37,77+1,46
Glicerol 7,63+0,00
5-hidroximetilfurfural 0,71+0,06
Furfural 0,05+0,00
Acido acético 5,27+0,01

A fracdo soldvel recuperada apds o tratamento dcido da torta de
girassol continha 38 g ! de agticares redutores, mais da metade deles,
19,5 g L', constituido por xilose (Tabela 2). Além da xilose, foram
encontrados 8,8 g ! de arabinose e 7,6 g L'! de glicose no hidrolisado.
Outro componente presente em concentracoes elevadas no hidrolisado
hemiceluldsico foi o glicerol (Tabela 2). Provavelmente, este glicerol
se originou da hidrdlise de triglicerideos ainda presentes na torta de
girassol mesmo ap6s a prensagem das sementes para extragao do 6leo.

Embora o principal objetivo do tratamento dcido de biomassas lig-
nocelulésicas seja a remog¢ao da hemicelulose para favorecimento da
sacarificagdo enzimadtica da celulose, este mesmo tratamento envolve
frequentemente reagdes secunddrias, que resultam em subprodutos

Fermentagio alcodlica de hidrolisado hemiceluldsico de torta de girassol 25

derivados da hidrélise de grupos acetila presentes na hemicelulose
e da desidratacdo de monossacarideos, gerando o dcido acético, o
furfural e o 5-hidroximetilfurfural como principais produtos.*’ Todos
esses subprodutos podem levar a inibi¢ao de processos bioquimicos
a jusante.

No presente estudo a concentracio dos inibidores pesquisados,
dcido acético (5,27 g L), furfural (0,05 g L") e 5-hidroximetilfur-
fural (0,71 g L") (Tabela 2), foram distintos dos valores relatados
na literatura para hidrolisados hemicelulésicos de farelo de girassol
tratados com H,SO,. Em estudos com hidrolisado de farelo de gi-
rassol, Tavares et al.*® observaram valores de 0,03 g L' de furfural
e 0,03 g L' de HMF, enquanto Antonopoulou ef al.* encontraram
valores de 0,04 g L' e 0,36 g L', respectivamente. Quanto ao acido
acético, Tavares et al.*® e Antonopoulou et al.** relataram valores de
3,56 gL"'e0,85 gL', respectivamente, no hidrolisado acido de farelo
de girassol. De acordo com Gonzales et al.,”' a concentragdo méxima
de inibidores que um micro-organismo suporta pode variar, pois
depende do tipo de micro-organismo utilizado, da sua adaptagio ao
meio, do tipo de processo fermentativo empregado e ainda do efeito
sinérgico de todos os inibidores presentes na solugdo.

Dentre os inibidores encontrados no hidrolisado de torta de
girassol aqui estudado, o furfural e o HMF podem ser considerados
os mais danosos para os micro-organismos. Ambos podem causar
rompimento da membrana celular e interferir no metabolismo intra-
celular.” Todavia, de acordo com Behera et al.,*® o furfural apresenta
efeitos mais acentuados se comparado a agdo téxica do HMFE. O
furfural inibe as enzimas do catabolismo primdrio do carbono, tais
como as hexoquinases, as aldolases e a triosefosfato desidrogenase.
Contudo, esses dois furanos tém a¢ao inibitdria sobre outras enzimas,
como aquelas importantes na conversao dos agticares a etanol, como a
piruvato desidrogenase e a aldeido desidrogenase.> Estes compostos
podem, ainda, interferir em atividades moleculares causando redugdo
na disponibilidade de NADH e ATP, bem como causar relaxamento
e quebra de DNA.* Os 4cidos acético, férmico e levulinico também
podem afetar a membrana celular microbiana e diminuir o pH inter-
no, aumentando a pressdo de turgor e, por consequéncia, causando
a lise celular.

Fermentacéo alcodlica do hidrolisado hemicelulésico

Alguns dos inibidores presentes no hidrolisado hemiceluldsico
foram completamente consumidos ou biotransformados ao longo
do processo fermentativo pelas leveduras estudadas (Figura 1). G.
geotrichum UFVIM-R10 e C. akabanensis UFVIM-R131 foram
capazes de consumir completamente o dcido acético presente no
hidrolisado suplementado (Figura 1C e 1D). Entretanto, no hidroli-
sado ndo suplementado o dcido acético foi consumido parcialmente
e mais lentamente que no meio suplementado (Figura 1A e 1B).
Cabe destacar que o meio suplementado recebeu adi¢ido de volume
correspondente a 50% do volume final na forma de solugdo de ma-
cro e micronutrientes. Esta suplementacio implicou na dilui¢do dos
inibidores presentes no hidrolisado como pode ser notado no tempo
zero dos gréficos ilustrados nas Figuras 1C e 1D. O furfural foi
consumido por ambos 0s micro-organismos nas primeiras 12 horas
de fermentag@o nos meios sem suplementag@o e com suplementacio
(Figura 1). O HMF foi consumido pelas duas espécies de leveduras
em no mdximo 36 horas ap6s o inicio da fermentacio nas condi¢des
sem e com suplementagdo (Figura 1).

Apesar da presenga de inibidores no hidrolisado avaliado, foi no-
tavel o crescimento dos micro-organismos estudados (G. geotrichum
UFVIM-R10 e C. akabanensis UFVIM-R131) durante o processo de
fermentagdo alcodlica, mostrando, assim, a capacidade de adaptacio
dessas células microbianas frente a esses compostos. As leveduras
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Figura 1. Perfil do consumo do glicerol, dcido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) pelas leveduras G. geotrichum UFVIM-RI0 (A e C) e C. akaba-
nensis UFVJM-R131 (B e D) nos sistemas fermentativos com o hidrolisado hemiceluldsico de torta de girassol ndo suplementado (A e B) e suplementado (C e D)

estudadas apresentaram um crescimento que as levaram de valores de
D.Ogygnm 1niciais proximos de 1 a valores entre 17 a 30 unidades de
D.Ogynm €m 92 horas de fermentacdo (Figura 2). Segundo Landaeta
et al.,’® algumas leveduras apresentam a capacidade de converter
compostos toxicos, gerados na etapa de hidrdlise dcida de materiais
lignocelul6sicos, em compostos com menor toxicidade, porém com
reflexo sobre a fase de laténcia, que se torna mais longa, e com con-
sequente reducdo da produtividade. Ndo foram observados efeitos
dos inibidores presentes no hidrolisado dcido da torta de girassol que
tivessem prolongado a fase lag de crescimento (Figura 2).

O perfil do consumo dos monossacarideos presentes no hi-
drolisado estd representado na Figura 3. A glicose foi totalmente
consumida nas primeiras 12 horas pelo G. geotrichum UFVIM-R10
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e C. akabanensis UFVIM-R131, nos meios suplementados (Figura
3C e 3D). No meio ndo suplementado, apenas a C. akabanensis
UFVIM-R131 foi capaz de consumir a glicose nas 12 primeiras
horas (Figura 3B). O perfil de consumo da glicose por G. geotri-
chum UFVJM-R10 no meio nio suplementado foi semelhante ao do
consumo da xilose, e foi concluido com 60 horas (Figura 3A). No
meio isento de suplementagdo (Figura 3A e 3B), os micro-organis-
mos consumiram apenas cerca de 40% da arabinose em 92 horas. A
suplementac@o do hidrolisado com fontes de nitrogénio e minerais
provavelmente contribuiu para a aceleragcao do metabolismo das duas
leveduras avaliadas de forma que nesta condi¢@o a glicose, xilose e
arabinose foram totalmente esgotadas em apenas 32 horas e com taxas
de consumo semelhantes (Figura 3C e 3D). Entretanto, nio se pode
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Figura 2. Perfil do crescimento celular baseado na leitura direta da densidade optica (D.Oy,,,) das linhagens Galactomyces geotrichum UFVJM-RI10 e Candida
akabanensis UFVIM-R131 durante a fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico da torta de girassol ndo suplementado (A) e suplementado (B)
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Tabela 3. Parametros dos processos fermentativos conduzidos com as linhagens leveduriformes G. geotrichum UFVIM-R10 e C. akabanensis UFVIM-R131
e o hidrolisado hemicelulésico de torta de girassol ndo suplementado e suplementado

Hidrolisado
Parametros de Processo sem suplementag@do com suplementacao (1:1)
UFVIM-R10 UFVIM-R131 UFVIM-R10 UFVIM-R131
(48 h) (32h) (32h) (12 h)

Etanol (g L") 5,52+0,69° 6,80+0,47° 5,03+0,20* 3,94+0,26%
Yos(ggh 0,29+0,02¢ 0,27+0,02¢ 0,28+0,01* 0,26+0,04*
Qp (gL 'h?) 0,12+0,01* 0,21+0,01° 0,16+0,01¢ 0,33+0,02¢
Ef (%) 56,49+4,36* 52,19+4,83¢ 54,79+2,20° 50,94+6,99°

Solugéo de suplemento: 10 g L' de extrato de levedura, 20,0 g L' de peptona, 0,47 g L' de (NH,),SO,, 12,8 g L' de KH,PO,, 0,51 g L' de Na,HPO, e 0,47 g L"!
de MgSO0,.7H,0); Y,5(g g"): rendimento da conversdo dos agtcares a dlcool; Q, (g L' h'): Produtividade volumétrica de etanol; Ef (%): eficiéncia da fermentagéo
alcodlica; UFVIM-R10: G. geotrichum UFVIM-R10; UFVIM-R131: C. akabanensis UFVIM-R13. Valores nas linhas (médias + desvio-padrdo) seguidos pela

mesma letra nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05.

desprezar a contribui¢do do efeito diluente da solucdo de macro e
microelementos que foi adicionada ao hidrolisado para constituicao
do meio suplementado. Tal dilui¢do reduziu a metade a concentragio
dos provdveis inibidores e, por isso, pode ter favorecido também o
metabolismo dos carboidratos.

Os resultados referentes a produgdo de etanol e os parametros do
processo fermentativo estdo apresentados na Tabela 3.

Os paridmetros de processo foram calculados considerando os
tempos nos quais foram observados os maiores valores de concentra-
¢do de etanol. Em tais tempos, a totalidade dos actcares nao foi ne-
cessariamente consumida (Figura 3). A maior produg¢ao de etanol foi
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observada com a levedura C. akabanensis UFVIM-R131 (6,85 gL)
no hidrolisado ndo suplementado apds 48 horas de fermentacdo. G.
geotrichum UFVJM-R10 apresentou o melhor resultado de produgao
de etanol (5,52 g L") com 48 horas de fermentac@o no hidrolisado
nao suplementado. Em ambos os casos, podemos afirmar que o uso
combinado da glicose e da xilose presentes no meio fermentativo foi
necessdrio para se chegar aos valores destacados de etanol, pois a
conversdo exclusiva de glicose explicaria no maximo a produgdo de
apenas 3,87 g L' de etanol, no primeiro caso, e de 3,47 g L', no outro
caso. A conversdo exclusiva da arabinose, por sua vez, representaria
no méximo uma produgdo de 1,85 g L' de etanol, no primeiro caso,
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Figura 3. Perfil do consumo de agiicares (D-glicose, D-xilose e L-arabinose) e produgdo de etanol pelas leveduras G. geotrichum UFVIM-R10 (A e C) e C.

akabanensis UFVJM-R131 (B e D) nos sistemas fermentativos com o hidrolisado hemiceluldsico de torta de girassol nao suplementado (A e B) e suplementado
(CeD)
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ede 1,32 g L', no outro. Os rendimentos Yy, €, por consequéncia, a
eficiéncia dos processos fermentativos conduzidos, quer com o hidro-
lisado suplementado, quer com o hidrolisado nao suplementado, nio
foram diferentes entre si (Teste de Tukey com p>0,05) e resultaram
em valores proximos a 0,27 g w1 & ' sciicares, OU Valores de eficiéncia
fermentativa proximos a 53% (Tabela 3).

Embora a suplementagdo ndo tenha contribuido para o aumento
do rendimento, os valores de produtividade volumétrica (Q,) foram
superiores no hidrolisado suplementado (Tabela 3). Isso implica
dizer que os processos conduzidos com a suplementacdo de fontes
de nitrogénio e minerais chegaram a termo (produ¢do maxima de
etanol) mais rapidamente (Tabela 3). Foram 48 horas no hidrolisado
ndo suplementado contra 32 horas no hidrolisado suplementado,
usando G. geotrichum UFVJM-R10, e 32 horas no hidrolisado ndo
suplementado contra 12 horas no hidrolisado suplementado, usando
C. akabanensis UFVIM-131R.

Nos ensaios conduzidos com o hidrolisado suplementado, ambas
as espécies de leveduras entraram em estado de diauxia e consumi-
ram todo o etanol produzido. Foi possivel observar que o consumo
do etanol iniciou apds o esgotamento de todos os monossacarideos
(Figura 3C e 3D) e o consumo do glicerol (somente com G. geotri-
chum UFVIM-R10) (Figura 1C) e do 4cido acético presentes (Figura
1Ce 1D). O fendomeno de diauxia também teve reflexo na retomada do
crescimento celular no hidrolisado suplementado, que foi observada
proximo a 72 horas do inicio do processo fermentativo (Figura 2B).
Possivelmente, 0 mesmo consumo de etanol ndo ocorreu no ensaio
com o hidrolisado nio suplementado porque a principal fonte de
carbono (aguicares) ndo foi completamente esgotada no intervalo de
tempo avaliado. Geistlinger er al.”’ relataram, em seus estudos en-
volvendo o fendmeno de diauxia em Saccharomyces cerevisiae, que
a glicose € a fonte preferencial para producio de energia e que, apds
deplecdo desse actcar, as leveduras recorrem a uma fonte de carbono
ndo fermentdvel como o etanol, lactato, glicerol ou dcidos graxos.

C. akabanensis UFVIM-R131 ndo utilizou o glicerol presente no
hidrolisado da torta de girassol (Figura 1B) quando a fermentacao foi
conduzida no hidrolisado néo suplementado. E mesmo no hidrolisado
suplementado, o consumo de glicerol foi muito inferior ao observado
com a G. geotrichum UFVIM-R10 (Figura 1D). Ndo hd na literatura
registro do metabolismo de glicerol para C. akabanensis. Por outro
lado, ha vérios estudos de produgio de glicerol por espécies do género
Candida a partir de glicose®>’ e outros estudos de utilizagio do glice-
rol por espécies do género Candida como tnica fonte de carbono.*62
Dessa forma, € inconclusiva a avaliagdo do comportamento esperado
para C. akabanensis.

CONCLUSAO

As leveduras Candida akabanensis UFVJM-R131 e
Galactomyces geotrichum UFVIM-R10 foram capazes de produ-
zir etanol a partir da fracdo soldvel do hidrolisado 4cido da torta
de girassol a despeito da presenca de acido acético (5,27 g L),
furfural (0,05 g L'!) e 5-hidroximetilfurfural (0,71 g L"), reconhe-
cidos como inibidores fermentativos. As leveduras foram capazes
de assimilar glicose, xilose, arabinose e glicerol. Foram também
capazes de biodegradar o furfural, o 5-hidrometilfurfural e o dcido
acético. Glicose e xilose foram fermentadas a etanol pelas duas
leveduras. A eficiéncia dos processos fermentativos com base no
consumo dos agucares foi de pouco mais que 50%. A suplementacao
do hidrolisado com meio contendo fontes de nitrogénio e minerais
ndo afetou o rendimento, mas reduziu o tempo da fermentacio em
cerca de 40% para ambas as leveduras. As duas leveduras também
se mostraram capazes de consumir etanol apds esgotamento dos
carboidratos, processo conhecido como diauxia. Esta € a primeira

Quim. Nova

vez, considerada a literatura disponivel no banco de dados da
ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com) e em consulta ao
sistema de buscas do Google Académico (https://scholar.google.
com), que as espécies de leveduras avaliadas foram empregas na
fermentagdo alcodlica de hidrolisado hemicelulésico.
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