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Introducéo

Devido ao crescimento desenfreado da sociedade
moderna seguido do uso indiscriminado de combustiveis
fosseis, acarretou-se varios problemas ambientais que
seguem como um dilema da atualidade (SILVA et al,
2012). Como uma possivel forma de amenizar o impacto
causado por esses combustiveis fdosseis tem-se a
fermentacdo para a producéo de Biocombustiveis, sendo
assim uma fonte de energia alternativa e renovavel (DE
ANDRADE et al., 2019), a qual pode ser obtida por
diferentes matérias primas (Figura 1).

Figura 1 — Producdo de etanol a partir de diferentes
matérias primas.
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O Etanol é comumente produzido a partir da
cana-de-acUcar, o que o torna um combustivel renovavel
devido a sua origem vegetal, esse etanol é conhecido

como etanol de primeira geragdo (1G) (MONTEIRO et
al, 2016). E possivel também produzir etanol do bagaco
da cana-de-agUcar, que ¢ um material lignocelulésico,
rico em agucares, fazendo assim o etanol de segunda
geragdo (2G). Um dos desafios ligados ao etanol 2G é a
dificuldade de fermentar as pentoses extraidas do bagaco
da cana, tornando o processo mais caro e complexo
(SOUZA et al, 2012).

A levedura Saccharomyces cerevisiae €
amplamente utilizada na fermentacdo para producdo de
etanol 1G no Brasil, principalmente pela sua eficiéncia,
além de ser um microrganismo robusto e resistente diante
das condicOes ideais de fermentacdo (AZHAR et
al.,2017). J& para a producéo de etanol 2G essa levedura
€ menos versatil, pois ndo possuem capacidade de
transformacdo da xilose em etanol (APEL et al., 2016;
ZHANG, 2019)

Uma das formas de contornar essa limitacdo é
utilizando a xilose isomerase (XI, E.C. 5.3.1.5) que é uma
enzima capaz de transformar xilose em xilulose o qual é
um isémero assimilado pela S. cerevisiae, (MILESSI et
al. 2018). Porém esse processo de isomerizagdo é
reversivel e desfavoravel para formacdo de xilulose, o
equilibrio quimico entre elas fica em 5:1. Uma das
maneiras de se contornar esse desfavorecimento ¢é
consumindo a Xxilulose na fermentagdo simultaneamente
com a isomerizacdo, deslocando o equilibrio. Esse
processo € chamado de Fermentagdo e Isomerizacéo
Simultanea (SIF) (Figura 2) (AQUINO, 2013).

Figura 2 — Esquema de processos da SIF.
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Porém, as condicdes 6timas de operacdo para a
Xl e a levedura diferem significativamente (pH 7/60°C e
pH 5/35°C, respectivamente) (CHIANG, 1981),
adicionalmente por se tratar de um processo em cascata,
as etapas do mesmo devem estar sincronizadas, com a
relacdo ideal enzima/levedura de forma que o processo
ocorrera de forma eficiente e otimizada. Assim, faz-se
necessario estudos sobre o comportamento SIF em
diversas condicBes para otimizacdo do processo. Neste
sentido, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o
impacto da variacdo da concentracdo celular no
desempenho do processo SIF utilizando uma quantidade
fixa de enzimas, de forma a se obter diferentes razdes
enzima/levedura e identificando assim a importancia da
etapa de fermentagdo no processo.

Metodologia

Foram utilizadas em todos os experimentos a
levedura S. cerevisiae liofilizada (ltaiquara®, Brasil) e
xilose isomerase (XI, EC 5.3.1.5, comercializada como
Gensweet SGI, Genencor-Dupont/USA).

As células foram ativadas de acordo com
metodologia estabelecida por Ramos et al. (2022) (Figura
3) e inoculadas em meio YPD, o qual é composto de 5
g/L de extrato de levedura, 10 g/L de peptona e 20 g/L de
glicose, por 12h a 30°C e 150 RPM até atingir-se uma
densidade Optica (DO) no espectrofotbmetro igual a 8
(correspondente a fase exponencial de crescimento
microbiano) verificada no espectrofotdmetro a 600 nm.
As células foram recuperadas por centrifugacdo (3500
rpm por 15 min) e utilizadas nos cultivos.

O meio de cultivo SIF foi composto por xilose
(65 g/L ), KH2PO4 (5 g/L ), MgSO4 (2 g/L ), CoCl; (0,1
g/L ) e ureia (1,5 g/L ). Os ensaios foram realizados em
mini-reatores com volume total de 4 mL, com enzima
fixa em 120 Ul/mL e variando-se a carga de células, em
25 g/L (Ensaio A) e 100 g/L (Ensaio B), de forma a se
obter uma razdo enzima levedura de 4,8 e 1,2. Os ensaios
SIF foram feitos a 35°C, pH 5,5 e de forma estatica. Os
reatores eram dotados de uma saida para o0 CO- de forma
gue o acompanhamento foi dado pela liberacdo de massa
de CO; até estabilizacdo da massa dos mini-reatores, uma
vez que pela estequiometria a mesma é um indicativo da
producdo de etanol (Equagdo 1). Um reator foi
preenchido apenas com meio para servir de controle e
medir a evaporagdo do meio nas condic¢des de processo.

Equacdo 1 — Estequiometria da reagdo de xilose em
Etanol e formacédo de CO,.

3CsH 1005 — 5 CoHs0OH + 5 CO»,

Xilose e etanol foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando um cromatografo Waters 2695 equipado com
detectores de indice de refracdo e UV-visivel. Foram
utilizadas a coluna Sugar-PakTMI (300x6,5 mm) e agua
ultra pura como fase mével num fluxo de 0,6 mL/min e
temperatura de 80 °C.

A viabilidade da levedura apds os cultivos foi
feita por meio de coloragdo com azul de metileno e
contagem em camara de Neubauer. A viabilidade celular
foi definida como a razéo entre células viaveis e células
totais (viaveis e ndo viaveis) computadas num espaco
definido da cdmara de contagem (SILVA,2013).

Os cultivos foram avaliados quanto a conversao,
rendimento em etanol, produtividade e eficiéncia, de
acordo com as equagfes 2-5 (SHULER, 1992).

Equacéo 2 — Conversdo de Xilose na SIF.

So—S

Conversiao(%) = 100

0

Onde Sy é a concentracdo de substrato inicial
(g/L) e S é a concentracdo de substrato final (g/L).

Equacdo 3 — Fator de rendimento(Yess) de xilose em
etanol

. _P=P

Onde Py € a concentracdo de etanol inicial (g/L)
e P é a concentragdo de etanol final (g/L).

Equac&o 4 — Produtividade volumétrica de etanol na SIF.

Em que t; é o tempo final do processo.
Equacdo 5 — Eficiéncia do processo.

Y,
n= __PIS 100
YP/S(te(’)rico)

Onde Yess(esrico) € Verificado na literatura como
sendo 0,51 (FIORIO, 2015).
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Resultados e discussao

O processo SIF utilizando diferentes cargas de
biomassa celular foi acompanhado por 24h a fim de
identificar a influéncia desta variavel na conversdo do
processo. O reator B, contendo maior carga celular,
apresentou uma  velocidade de conversao
consideravelmente mais alta que o reator A (Figura 3),
atingindo uma conversdo de xilose de 87,4%, comparada
a 52,4% obtida no reator com menor carga celular.

Figura 3 — Gréfico de perda de CO; ao longo de 24h de
fermentacdo a 35°C e pH 5,5.
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Fonte: Autor.

Consequentemente, 0 reator B produziu uma
maior quantidade de Etanol e apresentou menos xilose
residual que o reator A (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros fermentativos dos cultivos SIF
realizados com diferentes cargas de levedura (enzima fixa
em 120 Ul/mL, 35°, pH 5,5 e estatico).

Reator A Reator B

Levedura (g/L) 25 100
Converséo (%) 52,4 87,4
Etanol (g/L) 8,0 10,0
Xilose residual (g/L) 31,0 8,2
Yris(9/9) 0,23 0,27
Qo (g/L.h) 0,32 0,41
n (%) 45 55

Viabilidade (%) (~100) (~100)

Fonte: Autor.

Esta relagdo também estd diretamente ligada as
razbes (enzima/célula), como observado por Milessi
(2018), ja que por se tratar de um processo em cascata, se
a velocidade de isomerizagdo no processo for superior a
de fermentacdo, esta Ultima passara a ser a etapa limitante
do processo. Adicionalmente, a velocidade de
fermentacdo da xilulose ja é naturalmente mais lenta,

sendo da ordem de 10 vezes menor que a fermentacéao de
sacarose (acucar do caldo de cana usado no etanol 1G)
(AQUINO, 2013), assim, observa-se que o aumento de
carga celular no reator foi benéfico para o processo SIF,
aumentando o consumo de xilulose e deslocando o
equilibrio de reacdo. A baixa eficiéncia de ambos os
cultivos pode ser justificada pelo fato dos ensaios ndo
terem sido realizados sob controle de pH. A pHs abaixo
de 5,0 a atividade da XI diminui consideravelmente, de
forma que a levedura precisa recorrer a rotas alternativas
para manter o balan¢o redox do meio, desviando o
metabolismo para a producédo de xilitol, um subproduto
do processo (AQUINO, 2013) Milessi et al. (2018)
avaliaram a SIF de xilose com e sem controle de pH
utilizando levedura e XI co-imobilizadas em alginato de
calcio e observaram resultados semelhantes de eficiéncia
em etanol (0,21 g/g) nos ensaios sem controle, e um
aumento significativo (0,34 g/g) quando o pH foi mantido
em 5,5. Porém, ainda de acordo com os autores, no
contexto de biorrefinaria a co-producédo de xilitol ndo é
um empecilho para a producéo de etanol 2G uma vez que
este co-produto possui auto valor agregado e pode
integrar o portifélio de bioprodutos e contribuir para a
viabilidade econémica da planta.

Vale ainda ressaltar que em ambos os cultivos a
viabilidade celular manteve-se prdoxima de 100%,
reiterando a robustez desta levedura para a produgéo de
etanol

Conclusodes

A carga de leveduras, assim como a razdo
enzima/levedura, representam fator de grande influéncia
no processo SIF, melhorando o desempenho com o
aumento da concentragdo de células uma vez que a
fermentacdo indicou ser a etapa limitante do processo em
cascata. Desta forma, tornam-se necessarios estudos
futuros para se otimizar esta relacdo e definir as cargas
mais adequadas de enzima e células.
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