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RESUMO

Palavras-chave: biomassa lignoceluldsica, macromicetos, etanol, xilitol.

A biomassa lignoceluldsica é composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina,
sendo a hemicelulose cerca de 30% da biomassa lignocelulosica, e desta fragdo 60% é xilose.
Atualmente estudos vém sendo realizados para aproveitar as pentoses provenientes da
hidrélise de lignocelul6sicos. Neste sentido avaliou-se o potencial de producdo de etanol e
xilitol a partir de xilose, pelos macromicetos Fomitella supina FS044/09, Pycnoporus
sanguineus PS451/10, Trametes elegans TE604/10, Trametes hirsuta TH172/10, T. hirsuta
TH358/10, T. hirsuta TH703/10, Trametes membranacea TM102/10, T. membranacea
TM130/10, T.membranacea TM140/10, T. membranacea TM157/10, T. membranécea
TM158/10, T.membranacea TM397/10 e Trametes versicolor TV482/10. De modo aleatorio,
selecionou-se uma linhagem de cada género e avaliou-se a condi¢do de aeracdo. A linhagem
Trametes elegans TE604/10 apresentou rendimento de 41,11% na producdo de xilitol, em
condicdo anaerdbia, em contrapartida na condicdo aerdbia o rendimento foi de 3,66%. As
outras duas linhagens, F. supina FS044/09 e P. sanguineus PS451/10 também apresentaram
rendimentos maiores para xilitol em condicdo anaerdbia. Verificou-se producdo de etanol
apenas por fungos do género Trametes. As maiores producdes de etanol a partir de xilose
foram obtidas para a linhagem T. membranacea TM158/10, sendo de 5,65+0,21 g.L'em pH 4
e 28°C (288 h de processo) e 5,59+0,05 g.L™ em pH 5 e 24°C (360 h). Quando realizada a
conversdo dos aglcares gerados a partir da hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-acucar,
verificou-se maiores rendimentos de 74% para etanol e 15% para xilitol. Embora as
producdes precisam ser otimizadas, neste trabalho evidenciou-se a possibilidade de utilizacéo
de micélios de T. membranacea para a producdo simultanea de etanol e xilitol a partir de
pentoses, abrindo a possibilidade de novos desenvolvimentos de tecnologias empregando

acucares liberados da hidrélise de ligncelulosicos.



ABSTRACT

Keywords: lignocellulosic biomass, mycetes, ethanol, xylitol.

Lignocellulosic biomass is primarily composed of cellulose, hemicellulose and lignin,
whereinhemicellulose is about 30% of the lignocellulosic biomass and this fraction contains
about 60% xylose. Currently studies are being conducted to take advantage of pentose from
lignocellulosic hydrolysis.In this sense, it was evaluated the potential production of ethanol
and xylitol from xylose, by the macromycetes Fomitella supine FS044/09,
Pycnoporussanguineus PS451/10, Trametes elegans TE604/10, Trametes hirsute TH172/10,
T. hirsute TH358/10, T. hirsute TH703/10, Trametes membranacea TM102/10, T.
membranacea TM130/10, T.membranacea TM140/10, T. membranacea TM157/10, T.
membranacea TM158/10, T.membranacea TM397/10 and Trametes versicolor TV482/10.
Randomly, it was selected a strain of each genus and evaluated the condition of aeration. The
strain Trametes elegans TE604/10 showing a yield of 41.11% in the production of xylitol in
anaerobic conditions, in contrast aerobic condition, the yield was 3.66%.The other two strains,
F. supine FS044/09 and P. sanguineus PS451/10 also had higher yields for xylitol in
anaerobic condition. It was ethanol production only by fungi of the genus Trametes. The
highest yields of ethanol from xylose were obtained for the strain T. membranacea
TM158/10, and 5.65 + 0.21 g.Lin pH 4 to 28 ° C (288 h process time) and 5.59 + 0.05 g.L°
pH5 to 24 ° C (360 h).When carried out the conversion of the sugars generated from the
enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse there was higher yields from 74% to 15% for
ethanol and xylitol, respectively. Although the production need to be optimized, this study
showed the possibility of using T. membranacea mycelia for the simultaneous production of
xylitol and ethanol from pentose sugars, opening the possibility of using new technology

developments of the released sugars ligncelulésicos hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

O mercado mundial de etanol estd se expandindo, devido a alta demanda por
combustiveis e como consequéncia de politicas ambientais que estdo recomendando a sua
adicdo a gasolina, ou mesmo 0 seu uso em carros movidos a gasolina, que ja tem 27% de
etanol ou em carros com motores multicombustivel Flex. Além disso, 0 uso do etanol como
combustivel torna desnecesséria a utilizacdo de aditivos & base de chumbo para aumentar a
eficiéncia da octanagem da gasolina.

Todavia, os processos de utilizacdo dessa biomassa como fonte de energia, visando a
sua viabilidade econémica, ainda estdo em estudo. Diversos gargalos precisam ser superados
para tornar esta tecnologia economicamente viavel. Entre estes destacam-se: a) a realizagdo de
pré-tratamento para a remocdo do invélucro de lignina do material lignocelulésico e a
desorganizacdo da estrutura da celulose cristalina para facilitar o acesso das enzimas e
consequentemente aumentar o rendimento da hidrélise enzimatica; b) o elevado custo das
enzimas, e; c) a fermentacdo das pentoses, resultantes da degradacdo da hemicelulose, visto
que as leveduras conhecidas apresentam capacidade limitada para fermentacdo de pentoses.
Portanto, estudos comprovaram a capacidade de macromicetos produzirem etanol a partir de
xilose.

Além do etanol, o xilitol também é um produto do metabolismo microbiano que por sua
vez, apresenta propriedades organolépticas e anticariogénicas de interesse. Além de prevenir
osteoporose, pode ser utilizado em produtos alimentares para diabéticos tornando-se uma
alternativa parcial a sacarose. Atualmente, a producdo de xilitol envolve processo industrial
com base na hidrogenacdo catalitica de xilose altamente purificada obtida a partir de
hidrolisados de materiais ricos em hemicelulose, um processo de alto custo de producéo que
utiliza pressao e temperatura elevada, e requer passos de purificagdo extensos de xilose. Para
estas reacdes, varias pesquisas vém explorando a rota alternativa, buscando micro-organismos
e condicdes de cultivo para a producdo de xilitol, usando a xilose presente nos hidrolisados
derivados de residuos lignoceluldsicos agroindustriais.

Dentro deste contexto, neste trabalho realizaram-se avaliacOes para selecionar isolados
de macromicetos com potencial para producdo de etanol e xilitol a partir da glicose e xilose,
visando o desenvolvimento de processos de aproveitamento da xilose para a producao destes

produtos biotecnologicos, xilitol e etanol.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Produzir etanol e/ou xilitol a partir de xilose e/ou glicose empregando micélio de

macromicetos, visando desenvolver processo de producdo de etanol de segunda geracdo e/ou

xilitol a partir de agucares obtidos da degradacéo enzimatica de residuos lignocelulosicos.

2.2 Objetivos Especificos
e Realizar selecdo de macromicetos para identificar isolados com potencial para a producéao

de etanol e de xilitol a partir de xilose, em cultivos submersos.

e Auvaliar a utilizacdo de isolados de macromicetos para a producao de etanol e/ou xilitol,
em misturas de xilose e glicose.

e Auvaliar a utilizacdo de isolados de macromicetos produtores de etanol e/ou de xilitol para
producdo destes produtos, a partir de aglcares obtidos da hidrdlise enzimatica de bagaco
de cana-de-agUcar.

e Selecionar as condi¢bes de cultivo para os trés isolados que apresentarem maior producao

de etanol e/ou de xilitol, variando parametros de temperatura e pH.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassa lignocelulosica
Biomassa de plantas refere-se a materiais lignoceluldsicos disponiveis em grande parte

na forma de residuos agricolas (palha de milho, bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz e
etc.) e culturas (gramineas, alamo e salgueiro). E um recurso promissor por ser abundante, ter
baixo custo e por ndo competir com alimentos. A biomassa vegetal é composta
principalmente pela parede celular das plantas; aproximadamente 75% desse material séo
polissacarideos que s@o uma importante fonte potencial de agucares (Gomez et al., 2008). Na
Figura 1, estdo representados os principais componentes da biomassa lignocelul6sica —
celulose, hemicelulose e lignina — os quais constituem o material mais abundante e de menor

custo contendo agucares disponiveis para bioconversdao em etanol (Okamoto et al., 2014).

= \

Hemicehilose

Pré-tratamento

Figura 1. Estrutura da biomassa lignocelul6sica presente na parede celular vegetal,
evidenciando os componentes majoritarios (celulose, hemicelulose e lignina) (Mood et al.,
2013).

A biomassa lignocelul6sica apresenta caracteristicas quimicas semelhantes a da
madeira, porém em diferentes quantidades percentuais (Fengel & Wegner, 1989). Suas
diferengas em estruturas quimicas podem levar a reatividades quimicas diferentes, tornando a
composicao relativa em celulose, hemicelulose e lignina na biomassa um fator crucial para o

planejamento do processo (Carrier et al., 2011). As composicdes destes materiais variam,
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sendo que o componente principal € a celulose (35-50%), seguido por hemicelulose (20-35%)
e lignina (10-25%). A Tabela 1 fornece a composicdo de alguns materiais lignocelul6sicos
(Wyman, 1994).

Tabela 1. Composicéo de algumas biomassas lignocelulésicas agricolas (Wyman, 1994).

Composicéo (% massa seca)

Celulose Hemicelulose Lignina
Fibra de milho 15 35 8
Espiga de milho 45 35 15
Palha de milho 40 25 17
Palha de arroz 35 25 12
Palha de trigo 30 50 20
Bagaco de cana-de-agucar 40 24 25
Gramineas 45 30 12

3.1.1 Celulose
A celulose (CgH100s)n, 0 principal constituinte da biomassa lignocelulésica, € um

polissacarideo que consiste em uma cadeia linear composta por subunidades de D-glicose
ligadas por ligagdes B-1,4 glicosidica formando dimero de celobiose. As ligages de celulose
sdo associadas em conjunto para formar fibrilas de celulose. Os grupos funcionais da celulose
sdo hidroxilas, tornando a superficie altamente hidrofilica. Por apresentar hidroxila nas duas
extremidades, o C1 apresenta propriedades redutoras. Em sua estrutura duas unidades de
glicose adjacente sdo ligadas pela eliminacdo de uma molécula de &gua entre seus grupos
hidroxilicos no carbono 1 e carbono 4 (Canettire, 2004; Mood et al., 2013). Deste modo,
forma longas cadeias (ou fibrilas elementares) ligadas por ligacGes de hidrogénio e forcas de
van der Waals (Sanchez, 2009). Normalmente, estd presente na forma cristalina e uma
pequena quantidade de cadeias ndo organizadas de celulose formam a celulose amorfa,
conforme Figura 2. Nesta ultima conformacdo, a celulose ¢ mais suscetivel a degradacao

enzimatica (Pérez et al., 2002).
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Regido cristalina

Regido amorfa

Figura 2. Estrutura da celulose com a regido cristalina e amorfa (adaptado de Dillon, 2004).

3.1.2 Hemicelulose
Hemicelulose, o segundo polissacarideo mais comum na natureza, representa 20 a

35% da biomassa lignocelulésica (Saha, 2003). E um polissacarideo com massa molecular
inferior ao da celulose. Sendo formado por D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-
arabinose, 4-O-metil-glucurénico, D-galacturdnico e acido D-glucurdnico. Os aglcares sao
ligados entre si por B-1, 4 - e, por vezes, por -1, 3-glucosidicas (Sanchez, 2009). Na Figura
3, estdo representadas as estruturas dos principais agucares fermentaveis da hemicelulose.

CH,OH

ﬁo on o CH,OH CH,OH
N OH o ) o
sio” \OH / aé cy\/ HO\/ N < \/OH
J \. OH ) /
HO \§ : /OH L\ OH /
OH OH OH
D-Xtloss D-Manose D-Galactose D-Glicose
p— COOH COOH
HO / o\ OH / O COOH J 0o
/ \/ //’ ‘\\ // 0 /’ \. OH
OH A\ 2\ HO_ , N\ AL VY
OH /" OH X i \
HO \{ / \\OH / OH HO \\OH //
OH N N .
L-Arabinopiranose D-4.0 Metilglucurdaico

D-Acido Galacturdaico D-Acido Glucurdaico

Figura 3. Acgucares fermentaveis da hemicelulose (Fengel & Wegner, 1989).

As hemiceluloses mais relevantes sdo xilanas e glucomananas, sendo as xilanas mais
abundantes. Xilanas sdo os principais componentes de hemicelulose da parede celular

secundaria constituindo cerca de 20-30% da biomassa de folhosas e plantas herbaceas. Em
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alguns tecidos de gramineas e de cereais as Xilanas representam até 50% (Ebringerova et al.,
2005). As xilanas estdo geralmente disponiveis em grandes quantidades como subprodutos da
floresta, agricultura, agro-industrias, madeira e industrias de papel e celulose. Dependendo da
origem bioldgica, diferentes estruturas de hemicelulose podem ser encontradas (Girio et al.,
2010).

3.1.3 Lignina
A lignina esta ligada a hemicelulose, formando uma vedacéo fisica. Esta presente na

parede celular para dar apoio estrutural, impermeabilidade, resisténcia contra ataque
microbiano e estresse oxidativo. E um heteropolimero amorfo, nio solivel em &gua e
opticamente inativo. Este polimero é sintetizado por geracdo de radicais livres que sdo
liberados na desidrogenacédo peroxidase mediada por trés alcoois fenil propiénico (Figura 4):
alcool coniferilico (guaiacil propanol), alcool sinapilico (siringil propanol), e alcool
cumarilico (p-hidroxifenil propanol). Esta estrutura heterogénea esta ligada por C-C e por
ligagBes éter- aril, com aril-glicerol, B-aril sendo estas as estruturas predominantes (Sanchez,
2009).

A lignina € identificada como um importante impedimento ao ataque das enzimas a
celulose, pois sua estreita associacdo com as microfibrilas da celulose impede acessibilidade

enzimatica (Chang e Holtzapple, 2000; Draude et. al., 2001).

P OH _OH _OH
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2 R "
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Alcool Alcool Alcool
coniferilico sinapilico p-cumarilico

Figura 4. Estrutura dos alcoois precursores da lignina (Theander et al., 1993).

3.2 Pentoses
Segundo Voet et al. (2000) os carboidratos ou sacarideos do grego, sakcharon que

significa agUcar, apresentam apenas trés elementos: carbono, hidrogénio e oxigénio. As

unidades basicas de carboidratos sdo denominadas monossacarideos, estes sdo aldeidos ou
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cetonas derivados de poliidroxialcoois de cadeia linear contendo no minimo trés atomos de
carbono, chamadas de trioses. Deste modo, conforme o nimero de 4&tomos carbonos na cadeia
sera designada a nomenclatura. Por exemplo, carboidratos com cinco ou seis carbonos sdo
chamados de pentoses e hexoses, respectivamente.

Xilose é especialmente importante em angiospermas, cerca de aproximadamente 17%
da massa seca em angiospermas lenhosas (madeiras) e até 31% em angiospermas herbaceas
(Jeffries & Shi, 1999).

A conversdo quimica tradicional de xilose em xilitol apresenta um custo elevado e
consumo elevado de energia. Apresenta baixo rendimento do produto e, consequentemente, 0
seu preco elevado tem impedido a utilizacdo do xilitol em industrias de alimentos ou de
medicamentos. A conversdao microbiana de xilose em xilitol tem atraido a atencdo global
porque o processo é relativamente simples e ndo necessita de catalisador toxico (Ding & Xia,
2006; Cheng et al., 2010). Supde-se que os fungos que utilizam a hexose sejam capazes de
utilizar a pentose correspondente, pois muitos fungos sdo capazes de utilizar arabinose e
xilose presentes nas hemiceluloses de plantas, devido a configuracdo semelhante entre L-
arabinose e D-galactose (Esposito & Azevedo, 2010).

3.3 Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica
Um processo de pré-tratamento adequado envolve (1) o rompimento das ligacbes de

hidrogénio na celulose cristalina, (2) rompem a matriz de hemicelulose e lignina fortemente
ligada, e, finalmente, (3) aumenta a porosidade e a superficie da celulose para posterior
hidrolise enzimética (Lynd et. al., 1999; Li et. al., 2010).

Existem véarios métodos de pré-tratamento, incluindo o pré-tratamento, fisico
(moagem, micro-ondas e extrusdo), pré-tratamento quimico (alcalino, acido, organosolvente,
ozonolise e liquido ibnico), fisico-quimico (explosao de vapor, agua quente, explosao da fibra
com amoOnia, oxidacdo Umida e explosdo de CO,) e pré-tratamento biolégico. Por outro lado,
0 método de pré-tratamento utilizado, produz alguns compostos inibidores durante o processo
que tem efeitos negativos na atividade microbiana na etapa de hidrolise.

Inibidores sdo classificados em trés grandes grupos: (1) acidos fracos, tais como
levulinico, o acido acético e o acido férmico, (2) os derivados de furano, tais como, HMF (5-
hidroxi-2-metillfurfural) e furfural, bem como (3) compostos fendlicos (Palmqvist & Hahn-
Hégerdal, 2000). A Tabela 2 compara os métodos de pré-tratamento, com suas vantagens e

desvantagens.
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Tabela 2. Vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-tratamento (Alvira et al,

2010).

Método de pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

Bioldgico

Moagem

Explosdo a vapor

Explosdo de aménia (AFEX)

Explosdo de CO,

Oxidacéo imida

Ozonolise

Organossolventes

Acido concentrado

Acido diluido

*Degrada lignina e hemicelulose.
*Baixo consumo de energia.

*Reduz a cristalinidade da celulose.

*Provoca transformagdes na lignina e
solubilizacdo da hemicelulose.
*Custo beneficio.

*Aumenta a area de superficie acessivel.
*Baixa formacdo de inibidores.

*Aumenta a area de superficie de contato.
*Custo-beneficio.
*N&o gera compostos toxicos.

*Eficiente remocéo da lignina.
*Baixa formacdo de inibidores.

*Reduz o consumo de energia (exotérmica).

*Reduz o teor de lignina.
*N&o gera compostos toxicos.

*Causa hidrdlise de lignina e hemicelulose.

*Elevado rendimento de glicose.
*Temperatura ambiente.

*Menos problemas com corroséo.

*Menos formagéo de compostos inibidores.

*Baixo rendimento de hidrdlise.

*Alto consumo de energia.

*Geragdo de compostos
toxicos.

*Degradacéo parcial da
hemicelulose.

*N4o atinge a lignina e a
hemicelulose.

*Alto custo de oxigénio e
catalisador alcalino.

*Alto custo, devido a grande
quantidade de 0zdnio necesséaria.

*Elevado custo.
*Os solventes precisam ser
drenados e reciclados.

*Custo elevado dos acidos e
necessitam de recuperagao.
*Problemas de corroséo.
*Formacéo de inibidores.

*Geracdo de produtos de
degradacéo.

3.3.1 Pré-tratamento quimico
O pré-tratamento quimico tem sido um dos métodos mais promissores para melhorar a

biodegradabilidade de celulose, removendo a lignina e / ou a hemicelulose, e para diminuir o
grau de polimerizacéo e a cristalinidade do componente celulésico (Mtui, 2009; Agbor et al.,
2011). Além disso, alguns produtos quimicos foram relatados por ndo produzir residuos
toxicos e realizados a temperatura e pressdao ambiente (Mtui, 2009). Produtos quimicos que
variam de agentes oxidantes, alcalinos, acidos e sais podem ser utilizados para degradar a
lignina, hemicelulose e celulose dos residuos lignocelulésicos. Acidos organicos, tais como o
acido oxalico, &cido acetilsalicilico e &cido salicilico também séo utilizados como catalisador,
em que numa mistura de solventes organicos ou organico aquoso com acidos inorganicos
(HCI ou H,S0O,), também sdo utilizados para degradar a ligacdo entre lignina e hemicelulose
(Carvalheiro & Duarte, 2008; Aita & Kim, 2010; Singh et al., 2011).
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Pré-tratamento acido, em particular, por meio de cido sulfurico € o mais comumente
empregado para o pré-tratamento quimico de biomassa lignocelulésica, onde polissacaridos
(principalmente hemicelulose) sdo hidrolisados em monossacarideos que conduzem a maior
acessibilidade da hidrolise enzimética da celulose. Pré-tratamento &cido pode ser realizado
com baixa concentracdo de &cido e elevada temperatura ou sob a concentracdo de acido mais

elevada e temperatura inferior (Taherzadeh & Karimi, 2008).

3.3.2 Pré-tratamento bioldgico
Pré-tratamento bioldgico é geralmente associado a acdo de fungos que sdo capazes de

produzir enzimas que degradam lignina, hemicelulose e polifendis presentes na biomassa. Ela
tem atraido interesse devido as suas potenciais vantagens sobre pré-tratamentos fisicos e
quimicos, como substrato e reacdo com especificidade, os requisitos de baixa energia, ndo ha
geracdo de substancias toxicas e ha alto rendimento dos produtos desejados (Ria-Millat et al.,
2011; Saritha et al., 2012). No entanto, as suas desvantagens sdo tdo evidentes como as suas
vantagens, uma vez que € um processo muito lento e requer controle cuidadoso de condigdes
de crescimento e grande espaco para realizacdo (Chandra et al., 2007). Além disso, a maioria
dos micro-organismos ligninoliticos, além de solubilizar ndo consomem apenas lignina, mas
também hemicelulose e celulose (Kuhar et al., 2008; Singh et al., 2008).

A conversdao da biomassa lignocelulésica por micro-organismos, especialmente
fungos, em compostos mais acessiveis para hidrélise e posterior producdo de etanol de
segunda geracdo é forma promissora de aplicacdo para os pré-tratamentos biologicos (Singh
et al., 2008). Em contraste com a maioria dos meétodos de pré-tratamento que requerem
elevado custo operacional, este método utiliza fungos da decomposi¢do branca, marrom e/ou
macia para deslignificar e melhorar a hidrdlise enzimética da biomassa lignocelulésica (Shi et
al., 2009). A degradacao da lignina ocorre por fungos da podriddo branca, através da acao
enzimatica de peroxidases e lacases (Kumar & Wyman, 2009). Enquanto, os fungos da
podriddo marrom degradam principalmente a celulose, ja os fungos da podriddo branca e
macia degradam celulose e lignina (Fan et al., 1987; Sanchez, 2009).

O pré-tratamento da biomassa € um problema global que exige um processo favoravel
ao meio ambiente. Assim, o interesse tem sido dirigido para um método bioldgico e recentes

estudos mostram o crescente interesse nessa dire¢do (Bak et al., 2010; Ma et al., 2010).
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3.4 Hidrolise enzimatica
A hidrélise enzimatica de celulose utilizando celulases como biocatalisador vem

apresentando uma crescente atencdo por ser uma fonte econdmica de acucares fermentaveis,
tais como a glicose e envolve um processo ambientalmente correto (Chakraborty et al., 2010).

Segundo Arantes e Saddler (2011), durante o processo de hidrélise enzimatica, a
adsorcdo das celulases inicia rapidamente sobre a celulose prontamente acessivel, com
velocidade inicial elevada de hidrolise. No entanto, a reacdo alcanca rapidamente uma fase
intermedidria, caracterizada por uma velocidade de reacdo de hidrélise moderada quando
cerca de 50-70% do substrato inicial foi hidrolisado. Depois disso, uma fase muito lenta é
caracterizada por uma diminuic¢do constante da velocidade de reagéo, o que resulta em apenas
um pequeno aumento na conversdo do remanescente (0 chamado “inacessivel” ou
recalcitrante) celulose.

A concentracdo do substrato € um dos principais fatores da hidrélise enzimatica, com
0 aumento da concentracdo, normalmente ocorre 0 aumento do rendimento e da velocidade do
processo de hidrolise. Porém, uma concentracdo muito elevada de substrato pode ocasionar
inibicdo, reduzindo a taxa de hidrolise (Cheung & Anderson, 1997).

A hidrélise enzimética e a fermentacdo podem ser realizadas de dois modos: a
sacarificacdo e a fermentacdo, em que a hidrélise enzimética e a fermentacéo sdo realizadas
em reatores separados e a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas, a hidrolise enzimatica e a

fermentacdo acontecem simultaneamente, no mesmo reator (Galbe & Zacchi, 2002).

3.5 Macromicetos
Os fungos sdo responsaveis pela producdo de importantes acidos organicos, pela

producdo de farmacos, enzimas de interesse industrial e de elevado valor econémico,
destacando-se as celulases, lacases, xilanases, pectinases e amilases, pelo controle biolégico
de insetos-pragas e moléstias da agricultura e pela producdo de etanol. Sdo importantes
agentes de degradacdo, sendo os principais decompositores de celulose e lignina (Esposito &
Azevedo, 2010).

Os Basidiomycota atuam em ambientes terrestres, como decompositores de madeira
que ocasionam a podrid@o branca, onde os materiais lignoceluldsicos adquirem uma aparéncia
esbranquicada e se rompem facilmente no sentido das fibras, ou a podriddo castanha, no qual
0 material apresenta-se na cor marrom e quebra-se facilmente em cubos, no sentido

transversal ao das fibras vegetais. Outros decompdem esterco ou folhas, além disso, alguns
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sdo comestiveis, outros produzem substancias antibidticas, também atuam como
biorremediadores de solos, no clareamento de efluentes industriais (Esposito & Azevedo,
2010).

Os fungos basidiomicetos sdo decompositores da madeira e desempenham papéis
fundamentais na reciclagem de recursos florestais, através de sistemas multi-enzimaticos que
degradam materiais lignocelulésicos (Okamoto et al., 2010). Os basidiomicetos séo
considerados 0s micro-organismos com maior capacidade de degradacdo de lignocelulose na
natureza. Um numero de basidiomicetos da decomposicdo branca sdo particularmente
adequados para o pré-tratamento bioldgico ou sacarificagdo e fermentacdo simultaneas da
biomassa lignocelulésica (Tanigughi et al., 2005; Bark et al., 2009;. Jeya et al., 2009;. Shi et
al., 2009; Dias et al., 2010).

Outra importante potencialidade dos basidiomicetos da decomposicdo branca e da
decomposicdo parda € a producdo de etanol a partir de pentoses. Para obter rendimentos mais
elevados de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica composta principalmente de glicose e
xilose, é necessario o consumo completo da xilose (Okamoto et al., 2011).

Conforme Okamoto et al.(2012),0 fungo da podridao branca e o fungo da podridao
castanha sdo capazes de produzir etanol. Dentre os isolados em suas pesquisas, o fungo da
podriddo parda, o Fomitopsis palustres apresentou pouca habilidade para converter xilose em
etanol, enquanto que o Trametes hirsuta, o fungo da podriddo branca havia apresentado
melhor fermentabilidade para xilose. No entanto, o consumo de xilose por T. hirsuta procedeu
de forma insuficiente e permaneceu incompleta, mesmo apos sete dias. Para atingir uma
producdo de etanol lignoceluldsico superior, o consumo completo de Xxilose é necessario.
Posteriormente, basidiomicetos com uma maior capacidade de fermentar naturalmente e
consumir xilose do que T. hirsuta foram selecionados e identificou-se o fungo da podridédo
marrom Neolentinus lepideus, que exibiu consumo eficiente e conversdo relativamente rapida

de acucares hexose e xilose (Okamoto et al.2012).

3.6 Bioconverséao da xilose
Conforme Figura 5, a via metabolica inicial de xilose em micro-organismos envolve a

sua conversdo em xilulose seguido da fosforilagdo pela enzima xilulose quinase, formando a
D-xilulose-5-fosfato e, em seguida, dirigida a via das fosfopentoses (PPP). A conversdo da
xilulose por bacterias geralmente utiliza a enzima xilose isomerase (XI), enquanto que as

leveduras e fungos filamentosos empregam um passo de reducdo e um de oxidagédo (Singh &
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Mishra, 1993). Em leveduras e fungos, a xilose € primeiramente reduzida a xilitol pela enzima
xilose redutase (XR) e subsequentemente oxidada para xilulose pela enzima xilitol
desidrogenase (XDH), que é fosforilada formando xilulose-5-fosfato. A xilulose ¢é
metabolizada pela via das PPP, resultando na formacéo de gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-
fosfato, o qual através da glicolise (via Embden Meyerhof Parnas — EMP) pode ser levado a
piruvato, sendo oxidado pelo ciclo dos &cidos tricarboxilicos, recuperando as coenzimas
através da cadeia respiratoria, ou ser fermentado a etanol, pela acdo das enzimas piruvato
descarboxilase e etanol desidrogenase, sendo neste processo, reoxidado o NADH resultante da
oxidacéo de gliceraldeido-3-fosfato (Jeffries, 2006).

L-Arabinose
NAD(PH
AR t
NAD(P)'
L-Arabns‘l\ " Xilose Glicose
NAD(PH
LAD F i XRt SADIY
. LXR o ;
L-Xilulose Xilitol Glicose-6-P
[ ; NAD* NADP*
NAD(PH XDH NADPH 1
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. . NADPH
Xilulose Ribulose- S 6-fosfo- Frutose
XK 5-P gluconato -6-P

Xilulose-5-P Ribose-5-P
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+
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Figura 5. Esquema representando as etapas de obtencdo de etanol e xilitol a partir de xilose
em micro-organismos (adaptado de Wohlbach et.al., 2011).

3.6.1 Produtos da bioconversao
A producgéo de etanol de segunda geracdo requer o desenvolvimento de processos

economicamente viaveis e sustentaveis que utilizem biomassa lignoceluldsica como matéria-
prima renovavel (Okamoto et al., 2014). Além disso, a fermentagcdo de agUcares pentoses
presentes na hemicelulose, também é importante para que seja eficaz a utilizacdo da biomassa

lignocelulosica (Saha, 2003).
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Quanto a bioconversdo de xilose em xilitol, sabe-se que a conversdo quimica
tradicional de xilose em xilitol apresenta um custo elevado e consumo elevado de energia.
Apresenta baixo rendimento do produto e, consequentemente, o seu preco elevado tem
impedido a utilizacdo do xilitol em inddstrias de alimentos ou de medicamentos. A conversdo
microbiana de xilose em xilitol tem atraido a atencdo global porque o processo é
relativamente simples e ndo necessita de catalisador toxico (Ding & Xia, 2006; Cheng et al.,
2010). O xilitol é um poliol natural, particularmente interessante devido ao seu poder
adocante semelhante ao da sacarose, porém fornece menos calorias. O xilitol ¢ também
conhecido por ser metabolizado através de vias independentes da insulina no corpo humano e,
por isso, pode ser utilizado como substituto do aglcar para o tratamento de diabetes. Além
disso, uma propriedade significativa do xilitol é apresentar propriedades anti-cariogénicas,
que podem auxiliar a promover a saude bucal e prevencdo da cérie (Huang et al., 2011).

Algumas espécies de leveduras como Candida guilliermondii, C. parapsilosis e C.
tropicalis apresentaram elevado rendimento de producéo de xilitol através de materiais ricos
em xilose (Barbosa et al., 1988.; Nolleau et al., 1993).

3.6.2 Etanol
A producdo de etanol no Brasil é a partir da cana-de-acUcar, primeiramente um

sistema de limpeza remove quantidades excessivas de solo, areia e poeira vindos com a cana-
de-agUcar. Apos a limpeza, a cana é preparada por meio de facas rotativas e trituradores que a
corta em pedacos pequenos, adequados para 0 processo de extracdo subsequente. Um sistema
de extracao separa o bagaco e melado através da compressdo da cana. O bagaco é usado como
combustivel para o sistema de cogeracdo e o melado bruto € enviado para o sistema de
processamento.

Algumas impurezas sdo separadas pela adicdo de reagentes quimicos, tais como, 0
oxido de célcio, também é necessario aquecimento para as reacfes de purificacdo. Depois
disso, o caldo passa por um tanque no qual é misturado a ele um fermento com leveduras.

Apbs horas de fermentacédo é produzido o vinho, chamado também de vinho fermentado, que
possui leveduras, agucar ndo fermentado e etanol. O vinho é concentrado num evaporador,

seguido da condensacéo € separado o vinho do etanol. Com isso, € obtido o alcool hidratado,
usado como etanol combustivel. A fim de remover o restante da agua e a producdo de etanol
anidro, uma fase de desidratacdo é necessaria no fim do processo (Palacios-Bereche et al.,
2014).
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Atualmente, a fracdo significativa do consumo de energia na producdo de etanol
acontece na etapa de destilacdo. Sendo que o sistema convencional de fermentacdo utilizado
na industria da cana requer baixa concentracdo de substrato e, por conseguinte, produz um
baixo teor de etanol no vinho, que deve ser destilado, consequentemente, com elevado
consumo de energia (Dias et al., 2012).

Existem outros métodos menos utilizados para obtencdo de etanol. A hidratacdo do
etileno que consiste em uma sintese quimica entre as moléculas de &gua, as moléculas do
etileno, resultando no etanol. Esse método é controlado em laboratério, utiliza 4cidos como
catalizadores, como o acido sulfurico ou o acido fosférico. Outra possibilidade de se obter o
etanol é pela reducdo do acetaldeido. Com a acdo de um agente redutor, o acetaldeido ganha
um ion de hidrogénio que se liga ao oxigénio formando a hidroxila, e consequentemente, o
etanol. A matéria-prima desse processo costuma ser o acetileno (NOVACANA, 2016).

A principal utilizacdo do etanol atualmente é como combustivel, sendo utilizado
tambémna sua forma anidro como matéria-prima de tintas, solventes, aerossois, etc. E na
forma etanol hidratado (etanol com cerca de 5% de agua), na producdo de bebidas, alimentos,
cosméticos, aromatizantes, produtos de limpeza, remédios e vacinas (NOVACANA, 2016).

Dados divulgados pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) e compilados pela Unido da Industria de Cana-de-Aclcar (UNICA) indicam que o
consumo total de combustiveis utilizados pela frota de veiculos leves (ciclo Otto) em 2015
permaneceu estavel ante 2014, com singelo aumento de 0,34%. Entretanto, vale ressaltar a
maior participacdo do etanol hidratado carburante na matriz energética, sendo responsavel por
33,3% do total consumido. Para tanto houve ampliacdo de 37,47% do consumo, alcancando
quase 18 bilhdes de litros (13 bilhdes registrados em 2014), contra queda de 7,27% no
consumo de gasolina C (UNICA, 2016).

O etanol produzido a partir de biomassa lignoceluldsica é uma opcao de combustivel
renovavel, que tém o potencial de substituir grande fracdo do combustivel derivado do
petréleo usado globalmente (Sheehan & Himmel,1999).

Segundo Prior et al. (1989), espécies de leveduras como Pichia stipitis ou Candida
shehatae foram eficientes para fermentar xilose. O consumo e a fermentacdo de xilose por
Neolentinus lepideus foi investigado sob trés condi¢fes de aeracdo diferentes, em sistema
aerobio, condigdes limitadas de oxigénio e anaerdbio. A xilose foi consumida completamente
apos 96 h, 96 h e 192 h de fermentacao e as concentracfes maximas obtidas de etanol foram
de 59g.L" 650.L" e 6,7 g.L™ respectivamente (Okamoto et al., 2012).0 T. hirsuta
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cultivado em 20 g.L*xilose apresentou concentracdo méaxima em etanol de 3,9 g.L™, apés 144
h de cultivo e etanol, porém a concentracdo de xilitol ndo foi significativa (Okamoto et al.,
2010).

3.6.3 Xilitol
O xilitol foi descoberto em 1891 pelo quimico Emil Fischer (Alemdo, 1852-1919) e

sua equipe, que o obteve em forma de xarope a partir da reacdo de xilose com amalgama de
sodio (Bér et. al., 1991).

Atualmente, a producdo de xilitol em larga escala € um processo quimico dividido em
varias etapas (Figura 6): primeiramente é realizada a hidrolise &cida do material natural rico
em xilana; apds a hidrolise é realizada a purificagdo até ser obtida uma solucdo de xilose pura;
depois da purificacdo € realizada a hidrogenacdo catalitica da xilose pura a fim de obter
xilitol, utilizando como catalisador uma liga de NiAl,; a quarta etapa é a purificacdo da
solucgéo de xilitol obtida; e finalmente, a cristalizacdo do xilitol (Jaffe et al., 1974; Melaja et
al., 1977). Elevadas temperaturas e pressdes empregadas, e equipamentos de elevado custo,
sd0 necessarios para alcancar as condi¢Oes adequadas para 0 processo; além de varias etapas
de purificacdo, o0 que torna o custo do processo de obtencdo de xilitol bastante elevado
(Nigam & Singh, 1995; Franceschin et al., 2011; Kelloway & Daoutidis, 2014).
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Figura 6: Obtencdo quimica de xilitol a partir da xilana
(adaptado de Albuquerque et al., 2014).

A literatura inclui varios estudos sobre a utilizacdo de xilitol como um substituto para
a sacarose em determinados alimentos destinados a reducdo de calorias, tais como bolos,
biscoitos, chocolates e gomas de mascar (Fisker & Nissen, 2006; Sokmen & Gunes, 2006;
Winkelhausena et al., 2007; Edelstein et al., 2008). A utilizacdo de xilitol na industria
farmacéutica é atualmente difundida, devido principalmente as suas propriedades
anticariogénicas comprovadas, que pode reduzir a carie dentaria em até 100%. Varios estudos
tém mostrado a eficacia deste acUcar-alcool, contra a formacdo de biofilmes orais,
especialmente quando se trata das bactérias Streptococcus mutans. Alguns autores afirmam
que as caracteristicas anticariogénicas de xilitol contra esta bactéria é devido a uma
diminuigdo na concentragdo de glucosil-transferase, no micro-organismo. Outros autores
afirmam que altera a estrutura da célula. Além de S. mutans, outros estudos tém mostrado a
eficacia do emprego xilitol contra outros micro-organismos que sdo prejudiciais a saude
bucal, tais como: Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae-ZAE, Staphylococcus

aureuse, Pseudomonas aerugionosa (Akiyama et al., 2002; Tapiainen et al., 2004; Ammons
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et al., 2011; Lee et al., 2011). Além de combater a carie dentaria, o xilitol é reconhecido por
ser capaz de contribuir para a calcificacdo dos dentes (Imazato et al., 2006). Também tem
sido relatado como sendo eficaz no tratamento de vérias doengas, por exemplo: diabetes,
anemia, otite média aguda e a osteoporose (Mattila et al., 2005; Danhauer et al., 2011; Wang
etal., 2013).

Ao contrario dos agUcares convencionais, o xilitol independe da insulina para ser
metabolizado pelo organismo, por este motivo é tolerado pelas pessoas portadoras de Diabetes
mellitus Tipo | ou Tipo Il (Manz et al., 1973; Pepper & Olinger, 1988; Bar, 1991).
Considerando que nenhuma das duas principais vias de absorcdo do xilitol (figado e flora
intestinal) é mediada pela insulina. Embora o xilitol possa penetrar em quase todas as células
do organismo, as do figado sdo especialmente permeaveis e contém uma enorme quantidade
de enzimas capazes de rapidamente metaboliza-lo e transforma-lo em energia. Enquanto, a
absorcdo pelo intestino € consideravelmente lenta. Toda a D-glicose proveniente do
metabolismo do xilitol é primeiro estocada como glicogénio no figado e depois liberada
gradualmente. Desse modo, sua concentracdo no sangue ndo sofre as mudancas bruscas
causadas pela sacarose e pela glicose, o que faz do xilitol um adogante apropriado para
diabéticos (Ylikahri, 1979).

Em seres humanos, a deficiéncia da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
é uma patologia conhecida como anemia hemolitica. Essa deficiéncia promove a diminuicao
dos eritrdcitos, devido a incapacidade das células de regenerar NADPH, um cofator
importante nos processos bioldgicos oxidativos (Vieira-Neto et al., 1999). O xilitol € um
agente terapéutico que pode ser utilizado (dose maxima de 1 mM/L de sangue) por pessoas
com deficiéncia de G6PDH, uma vez que essa enzima ndo € requerida para 0 Seu
metabolismo. Assim sendo, o xilitol supre a célula de NADPH2 por meio da oxidagdo da L-
xilulose, mantendo a integridade da membrana dos glébulos vermelhos (Van Eys et al., 1974;
Ylikahri, 1979).

Segundo Kontiokari et al. (1995), o xilitol atua na prevencdo ou no combate da otite
média aguda, inibindo o crescimento da bactéria Streptococcus pneumoniae, principal
causadora de sinusites e infec¢des no ouvido médio.

A eficiéncia do xilitol no tratamento ou na prevencgdo da osteoporose foi comprovada
por Mattila et al. (1998; 1999). Em suas pesquisas com animais, esses autores verificaram que
o xilitol promove 0 aumento da massa dos 0ssos, preserva 0s minerais neles existentes e evita

0 enfraquecimento de suas propriedades biomecanicas. Para essas pesquisas, a dieta dos
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animais foi suplementada com uma quantidade de xilitol que variou de 10 a 20% na
formulacéo da racéo, tendo ficado evidente que, no combate a osteoporose, quanto maior € a
dose de xilitol na alimentacéo, melhores foram os resultados alcangados.

As industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética sdo as maiores interessadas na
producdo de xilitol, que atualmente ultrapassa 100.000 toneladas por ano, mas é em produtos
que cuidam da satde bucal que estd sua maior aplicacdo, atuando como anticariogénico
(NONAKA et al., 2005). O mercado anual de xilitol é estimado em 340 milhGes de dolares,
com preco em US$ 4-5 por quilo (KADAM et al., 2008).

O processo biotecnologico para obter xilitol através de diferentes espécies de micro-
organismos, bem como diversas matérias-primas vem sendo investigadas como alternativas
promissoras. Segundo Misra et al. (2012) investigou-se 18 cepas de leveduras e, por
coincidéncia, as leveduras Candida apresentaram melhor desempenho de producdo. A C.
tropicalis produziu 12,11 g.L™* de xilitol utilizando concentracéo inicial de xilose 50 g.L™ ,
nas condic¢des 30°C, pH 5 e 200 rpm durante 72 h. Enquanto Arruda et al. (2011) estudaram a
producdo de xilitol por meio da Candida guilliermondii FTI120037 e como material
lignocelul6sico contendo xilose, 0 bagaco de cana-de-aglcar. As condi¢des do processo foram
pH 5,5, temperatura 30°C, tempo 120h e obtiveram 50,5 g.L™* de xilitol, o processo realizou-
se em frascos Erlenmeyer. Hongzhi et.al. (2011) utilizaram espiga de milho como fonte de
obtencgéo de xilose e 0 micro-organismo Candida tropicalis HDY-02, na temperatura de 35°C,
pH 7,0 e durante 78h de fermentacao obtiveram 58g.L™ de xilitol, em biorreator.

Desta revisdo, evidencia-se a necessidade de desenvolvimento de processos para o
aproveitamento de xilose para producdo de etanol e/ou xilitol. Assim, a selecdo de micro-
organismos ainda ndo estudados que possam realizar esta conversdo biotecnologicamente é

fundamental para o desenvolvimento de novos processos.
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Neste capitulo apresenta-se descrita a metodologia utilizada no presente estudo e 0s
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materiais utilizados. A Figura 7 é um fluxograma contemplando os procedimentos realizados.

Selecéo das linhagens

Crescimento

y

\_ durante 7 dias. )

Meio Sabouraud:
40 g.L* de glicose;
10 g.L™* de peptona;
15 g.L* de &gar.

T: 28°C; pH:5,6

V

Manutencéo

v

Refrigeracédo a 4°C.

Pré-indculo

(" Meio T (1x):
10 g.L* de xilose;
10 g.L™ de glicose;

10 g.L™ de KH,PO,;
2 g.L " de (NH,),SOq;
\0,5 g.L ! de MgSO,7H,0.

10 g.L™ de extrato de levedura;

J

Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
150 mL do meio T e trés discos de
micélio. Condi¢bes aerdbias; T: 28°C;

150 rpm; durante 7 dias.

Inéculo

A

[

Tubos de centrifuga de 15 mL

Contendo 1g de células centrifugadas e

10 mL de meio T(2x).

Centrifugagdo de 15 minutos a 4000 rpm.

7

\.

Meio T (2x): )

20 g.L™ de xilose;
10 g.L™* de extrato de levedura;
2 g.L ™" de (NH,),SOq;

0,5 g.L™* de MgSO,-7H,0. y

T: 28°C e agitacdo 150 rpm.

r

\.

Coletas a cada 48 horas durante

as primeiras 144 horas.

Apos foram coletadas a cada 72 horas,
totalizando 360 horas de processo.

10 g.L™ de xilose e 10 g.L™* de glicose.

\{achares do bagaco de cana-de-agUcar

hidrolisado.

A

10% de bagaco de cana-de-agucar, com
10 FPA.g™* de substrato, a 50°C durante

48 horas.

Centrifugacdo e filtracao.

A

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Figura 7: Fluxograma das principais etapas do presente estudo.
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4.1 Micro-organismos

Foram avaliados trés géneros e seis especies de macromicetos pertencentes a micoteca

do Laboratério de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul. A Tabela 3

apresenta o0 nome de cada macromiceto analisado e seu local de coleta.

Tabela 3. Macromicetos utilizados e seus respectivos locais de coleta.

Macromiceto

Local de coleta

Fomitella supina FS044/09
Pycnoporus sanguineus PS451/10
Trametes elegans TE604/10
Trametes hirsuta TH172/10
Trametes hirsuta TH358/10
Trametes hirsuta TH703/10
Trametes membranacea TM102/10
Trametes membranacea TM130/10
Trametes membranacea TM 140/10
Trametes membranacea TM157/10
Trametes membranacea TM158/10
Trametes membranacea TM397/10

Trametes versicolor TV482/10

4.2 Crescimento e manutencao das linhagens

Sao Francisco de Paula, RS-Brasil.
Dom Pedro de Alcantara, RS-Brasil.
Matinhos, PR-Brasil.

Porto Alegre, RS-Brasil.
Riozinho, RS-Brasil.

Foz do Iguacu, PR-Brasil.
Sdo Francisco de Paula, RS-Brasil.
Sdo Francisco de Paula, RS-Brasil.
Sdo Francisco de Paula, RS-Brasil.
Alfredo Wagner, SC-Brasil.
Alfredo Wagner, SC-Brasil.
Santa Maria, RS-Brasil.

Porto Alegre, RS-Brasil.

As culturas fungicas foram mantidas e repicadas em placas de Petri, em meio de

cultivo Sabouraud (40 g.L™ de glicose, 10 g.L™ de peptona, 15 g.L™ de 4gar). O pH foi

ajustado para 5,6, as linhagens cresceram a 28°C por 7 dias e foram estocadas a 4°C até o

momento da utilizacdo.

4.3 Pré-inoculo

Os micélios crescidos em meio Sabouraud foram cultivados por 7 dias a 28°C. Apds,

foram cortados em discos de 1,5 cm de didmetro e inoculados em meio T (1x), composto por
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10 g.L* de xilose, 10 g.L™* de glicose, 10 g.L™ de extrato de levedura, 10 g.L™ de KH,PO,, 2
g.L? de (NH4),S04 05 g.L* de MgSO,7H,0. O pré-indeulo realizou-se em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL do meio T e trés discos de micélio, em condic¢des
aerdbias (Okamoto et al., 2012). O pré-indculo foi mantido a 28°C e agitacdo constante (150

rpm) durante 7 dias.

4.4 Ensaios de selecdo das linhagens de macromicetos
Ap0s a fase de pré-indculo, o indculo foi transferido assepticamente para tubos de 50

mL e centrifugados a 4000 rpm durante 15 minutos. Em tubos de 15 mL adicionou-se 10 mL
de meio T (2x), composto por 20 g.L™ de xilose, 10 g.L™ de extrato de levedura, 10 g.L™ de
KH,PO,, 2 g.L™" de (NH4),SO; e 0,5 g.L™* de MgSO4-7H,0 (Okamoto et al., 2010) e
aproximadamente 1 g de células. O ensaio foi mantido durante 15 dias, a 28°C e agitacéo
constante (150 rpm), sendo realizado coletas a cada 48 horas durante as primeiras 144 horas.
Apbs foram coletadas a cada 72 horas, totalizando 360 horas de processo. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata e todos materiais e meios de cultivo foram autoclavados,
durante 15 minutos a 121°C.

Apos a selecdo de linhagens com potencial para producdo de etanol e/ou xilitol, a
xilose do meio T foi substituida por glicose e misturas de xilose e glicose. A partir do meio T,
contendo concentracdes de xilose (50%) e glicose (50%) semelhantes a biomassa do bagaco
de cana-de-aclcar quando hidrolisada, buscou-se otimizar condi¢cdes de pH e temperatura,
foram testados pH 3, pH 4 e pH 5, e temperatura de 24°C, 28°C e 32°C.A maioria dos fungos
de podriddo branca crescem melhor a um pH levemente acido, entre 4 e 5 (Zadrazil &
Brunnert, 1982). O efeito da temperatura sobre a taxa de seletividade e de deslignificacdo
varia entre os fungos da podriddo branca, sendo a maioria mesofilos, com temperatura étima
entre 15 e 35°C ((Levonen-Munoz et al., 1983).

Posteriormente, foram preparados meios contendo acglcares obtidos da hidrolise
enzimética do bagaco de cana-de-agtcar. As hidrélises realizadas empregaram 10% (m.v'') de
bagaco de cana-de-aclicar, com 10 FPA.g™ de celulases de Penicillium echinulatum por
substrato, a 50°C durante 48 horas. Selecionou-se as 3 linhagens com maior potencial e para
estas foi realizado o indculo utilizando a condigdo de pH e temperatura que apresentou o

rendimento maior.
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4.5 Avaliagéo do consumo de xilose
As amostras foram centrifugadas e em seguida filtradas através de filtro de membrana

de 0,20 um. Os produtos etanol e xilitol, assim como os teores de agucares residuais foram
determinados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em equipamento
Shimadzu, empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 60 °C, utilizando H,SO,4
(5mM.L™) como eluente, com fluxo de 0,6 mL. min™ e detector por indice de refracdo.
Conforme Okamoto et al. (2010) o rendimento tedrico de etanol foi definido como 0,512g de
etanol por g de xilose (1,67 mol de etanol por uma mol de xilose) e de xilitol foi definido
como 1,01g de xilitol por g de xilose. As concentragdes foram obtidas em g.L™ e a partir
destas calculou-se o fator de conversao de substrato em produto e o rendimento percentual em
xilitol e etanol e a produtividade, através das equacdes 1, 2, 3 e 4 respectivamente.
YP/s = (P—=Po)/(So—5)

Equacao 1. Fator de conversdo de substrato em produto.

Onde:
Po=produto inicial Sp=substrato inicial
P=produto final S=substrato final
19 rs 100
rxil(%) = mx
Equacao 2. Rendimento para xilitol
0 YP/S 1
ret(%) = O,512x 00
Equacao 3. Rendimento para etanol
Qp = (P — Po)/(t - to)
Equacéo 4. Produtividade volumétrica
Onde:

Po=produto inicial P=produto final to=tempo inicial t=tempo final
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Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados, avaliando inicialmente
condicdes de aeracdo e selecionando o meio de cultivo para producédo de etanol e xilitol. Na
producdo de etanol e xilitol em cultivos com xilose, foram testadas todas as linhagens
inicialmente estudadas, apos verificar a producdo de etanol apenas por linhagens de Trametes.
Estas foram selecionadas para as etapas seguintes deste trabalho, considerando as
concentracdes dos produtos de interesse e do rendimento em fun¢do do tempo. Utilizou-se
como fonte de carbono no meio de cultivo para o in6culo xilose e mistura de xilose e glicose
(1:1), apds otimizou-se condi¢des de pH e temperatura. Definidas as melhores linhagens e

condicdes foram realizadas as fermentacdes.

5.1 Condicdes de aeracdo para producédo de etanol e xilitol

Os cultivos foram realizados primeiramente em condi¢des aerdbias e anaerobias, a fim
de verificar a condicdo de aeracdo favoravel aos produtos de interesse (etanol e xilitol). As
linhagens utilizadas foram selecionadas de modo aleatério para cada género. Abaixo, a
Tabela 4 apresenta os resultados para as mesmas linhagens em diferentes condicdes:

Tabela 4. Rendimento (%) de xilitol em condi¢do aerdbia e anaerdbia por diferentes
linhagens de macromicetos.

) Rendimento em xilitol (%) para | Rendimento em xilitol (%) para
Linhagens ) ) ) )
cultivo anaerdbio cultivo aerdbio
Fomitella supina FS044/09 10,33 5,54
Pycnoporus sanguineus PS451/10 15,49 4,34
Trametes elegans TE604/10 41,11 3,66

A partir dos dados da Tabela 4, pode-se verificar que a condi¢do anaerdbia apresenta
rendimento percentual maior, indicando ser a condicdo mais favoravel a bioconversdo de
xilose em xilitol. Por este motivo, estabeleceram-se ensaios em anaerobiose. Os dados obtidos
neste trabalho para as linhagens F. supina FS044/09, P. sanguineus PS451/10 e T. elegans
TE604/10 estdo de acordo aos obtidos por Okamoto et al. (2014). Segundo estes autores, 0
consumo e a fermentagdo de xilose por T. versicolor KT9427 apresentaram rendimentos

maximos de etanol e maior produtividade volumétrica na condicdo anaerobia.
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Esses dados obtidos para os micelios de macromicetos sdo contrarios aos verificados
para leveduras. Em leveduras, normalmente o metabolismo de pentoses ocorre por respiracao
ou fermentac6es em condicOes de microaerofilia (Dahn et al., 1996). Isto ocorre, pois as duas
primeiras enzimas da rota de conversdo de D-xilose a D-xilitol, a xilose redutase e a xilitol
desidrogenase, possuem cofatores distintos (redutases com preferéncia por NADPH e
desidrogenases que utilizam apenas NAD™) (Saleh et al., 2006), provocando um desequilibrio
redox e impedindo a utilizacdo anaerodbica destes acucares, além de ser uma das principais
causas de excrecdo de xilitol (Petschacher & Nidetzki, 2008). Assim, os resultados obtidos
neste trabalho, indicam que o mecanismo de regulacdo para os macromicetos avaliados deve
ser diferente ou mesmo procurando manter a condi¢cdo de anaerobiose tenha restado oxigénio

no meio de cultivo.

5.2 Selecé@o de meio de cultivo para producéo de etanol e xilitol

O pré-inéeulo realizado em meio T contendo como fonte de carbono, 10 g.L™ xilose e
10 g.L™* glicose, mostrou-se favoravel para preparacdo do pré-inéculo, pois além de serem os
acucares mais abundantes do material lignocelulésico, apresenta composi¢do semelhante ao
do material utilizado neste trabalho.

O indculo foi realizado primeiramente apenas com xilose a fim de avaliar as linhagens
capazes de bioconverter esta pentose em etanol e/ou xilitol. Porém, o meio T utilizado para
esta etapa do processo foi modificado, retirando-se 10 g.L™* de KH,PO,4 que foi analisado em
cromatografia de troca-ibnica e ndo apresentou variacdo na concentracdo durante os diferentes
tempos de coleta. Verificou-se que sem a adicdo do mesmo o rendimento foi semelhante.
Além disso, este componente interferiu no cromatograma, apresentando-se no pico referente a

glicose durante a analise em cromatografia liquida.

5.3 Producdo de etanol e xilitol em cultivos com Xxilose

5.3.1 Xilitol
Verificou-se que todos macromicetos investigados produziram xilitol, porém ndo

houve consumo completo da xilose em todos os ensaios. Na Tabela 5 sdo apresentados 0s
rendimentos da producéo de xilitol pelos diferentes macromicetos avaliados com a respectiva

concentracdo de xilitol e tempo da coleta de producdo maxima.

Tabela 5. Rendimento em xilitol de diferentes linhagens de macromicetos a partir de xilose.
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Tempo Linhagens Xilitol | Y P/S | Rendimento | Produtividade
(horas) (g.L™h (%) (g.L1h™
216 T. membranacea TM158/10 0,97 0,61 60,2 0,004
360 T. membranacea TM130/10 0,49 0,57 56,5 0,002
96 T. membranacea TM397/10 0,87 0,45 45,0 0,004
288 T. membranacea TM102/10 0,49 0,36 35,6 0,002
72 T. membranacea TM140/10 0,72 0,34 33,6 0,003
144 T. membranacea TM157/10 0,29 0,31 31,1 0,001
360 T. hirsuta TH703/10 0,61 0,27 26,5 0,003
216 T. hirsuta TH358/10 1,05 0,24 23,6 0,005
216 T. versicolor TV482/10 0,70 0,20 19,5 0,003
240 P. sanguineus PS451/10 0,68 0,13 12,6 0,003
360 F. supina FS044/09 0,78 0,10 10,0 0,004
360 T. hirsuta TH172/10 0,93 0,08 7,7 0,004
360 T. elegans TE604/10 0,33 0,04 3,7 0,002

Os maiores rendimentos para xilitol foram evidenciados para as linhagens de T.
membranacea, atingindo rendimento de até 60%. Destaca-se que até 0 momento ndo ha
citacdo na literatura que esta espécie seja produtora de xilitol. Ainda é importante ressaltar
que ndo ha citagdes anteriores que apontem que os fungos T. elegans, F. supina e P.
sanguineus sejam produtores de xilitol.

Outro dado que chama a atencdo é a producdo de xilitol pela linhagem T. hirsuta
TH358/10, produzindo 1,05 g.L™, enquanto seu rendimento percentual foi de 23,6%. Deve-se
ao elevado consumo de xilose, consequentemente o fator de conversédo obtido foi de

aproximadamente 0,24, por este motivo apresenta-se 0 baixo rendimento.

5.3.2 Etanol
Verificou-se a producdo de etanol apenas no género Trametes, para as espécies T.

hirsuta, T. membranacea e T. versicolor. A Figura 8 apresenta as concentracdes de etanol em
funcdo do tempo e do rendimento percentual de etanol em funcdo do tempo.

A partir das Figuras 8A e 8B, pode-se verificar que a espécie T. hirsuta apresentou
maior concentracdo e rendimento percentual de etanol. No entanto, a linhagem TH703/10 em
360 horas de cultivo possibilitou uma producéo de 0,240 g.L™ e 15,13% de rendimento para
este alcool. Estes dados séo inferiores aos obtidos por Okamoto et al. (2011). Estes autores
obtiveram 3,9 g.L™" de etanol a partir da fermentacdo de xilose durante 144 horas de
fermentagdo, porém ndo houve producdo simultanea de xilitol, como constatada neste
trabalho.

Quanto a concentragdo de etanol obtida por T. membranacea, as maiores
concentracdes de etanol foram 0,496 g.L™ para T. membranacea TM102/10 em 216 horas de

fermentacdo (Figura 8C) seguida pela linhagem TM157/10 com 0,370 g.L™ de etanol em 288
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horas de processo (Figura 8E). Quanto ao rendimento percentual de etanol T. membranacea
TM158/10 apresentou maior rendimento 61,1% de rendimento em etanol (Figura 8F), seguido
por T. membranacea TM130/10 com rendimento de 56,8% em 360 horas de processo (Figura
8D).

A especie T.versicolor apresentou maior concentracdo de etanol em 216 horas de
processo, sendo o rendimento de 7,11% (Figura 8H) e a concentracdo foi de 0,197 g.L ™" de
etanol (Figura 8G).

Observando-se a Figura 8, pode-se verificar que T.membranacea além de apresentar as
maiores concentracbes em etanol, apresentou 0s maiores rendimentos, sendo entre as
linhagens avaliadas, a linhagem com maior potencial em converter xilose em etanol.

As diferentes produgdes de etanol a partir de xilose pelos diferentes macromicetos
avaliados indicam o potencial de utilizagdo de diferentes micro-organismos para a conversao
de pentoses a etanol. Tradicionalmente, as leveduras vém sendo estudadas para a producao de
etanol, mas apesar do grande nimero de trabalhos (Sasaki et al., 2013; Xiong et al., 2014;
Mofoluwake et al., 2015) que relatam o esforco para a conversao das pentoses, ainda existem
limitacGes para tornar este processo viavel.

Diferentemente de S. cerevisiae, outras espécies de leveduras como Candida
intermedia, C. jeffriesii, C. shehatae, C. succiphila, Debaryomyces hansenii, Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces marxianus, Pichia tannophilus, Spathaspora arborariae,
Spathaspora passalidarum e Scheffersomyces stipitis, sdo capazes de crescer e fermentar
xilose com diferentes graus de rendimento de etanol (Hahnhagerdal et al., 1994; Tavares et
al., 2000; Gardonyi et al., 2003; Ryabova; Chmil; Sibirny, 2003; Stambuk et al., 2003;
Nguyen et al., 2006; Jeffries et al., 2007; Cadete et al., 2009). Entretanto, ndo demonstram a
mesma capacidade fermentativa de S. cerevisiae em condi¢Ges industriais, uma vez que
apresentam baixa tolerancia ao etanol, a pressdo osmética, a presenca de inibidores e aos
niveis de pH &cido e requerem, em sua maioria, condi¢bes micro-aerobias para uma

fermentacdo mais eficiente (Jeffries e Shi, 1999; Hahn-Hagerdal et al., 2001).
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Figura 8. Concentracdo de etanol e rendimento percentual em funcdo do tempo de cultivo
para diferentes espécies e linhagens de macromicetos, empregando xilose como substrato.
Trametes hirsuta (A e B), Trametes membranacea (C a F) e Trametes versicolor (G e H).

5.4 Produgcéo de etanol e xilitol em cultivos com glicose e xilose

Ap0s avaliar a bioconversao de xilose em xilitol e etanol, investigou-se a produgédo dos
mesmos modificando o meio de cultivo do in6culo, substituindo a xilose por glicose e pela
mistura de ambos (10 g.L™* de glicose e 10 g.L™ de xilose), considerando que a mistura

possibilita estimar um resultado semelhante para biomassa lignocelulésica.
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Para verificar a producdo de etanol e de xilitol foram avaliadas apenas quatro
linhagens de T. membranacea. Com a substituicdo de xilose por glicose, a concentracao e o
rendimento em etanol apresentaram um aumento (Figura 9). Para T. membranacea
TM130/10 observa-se que a maior concentracdo obtida foi 6,44 g.L™* com rendimento de
69,4%, em 360 horas de processo (Figura 9 A e B). Para T. membranacea TM102/10 foi
obtido um rendimento maior de 93,7% em 144 horas de processo e uma concentracao de 2,45
g.L™ de etanol (Figura 9 A e B).

Em relacdo ao xilitol, a maior concentracdo e rendimento percentual foram obtidos do
T. membranacea TM158/10, sendo que a concentracdo foi de 1,12 g.L™* e 13,5% de

rendimento, durante 144 horas de processo (Figura 9 C e D).
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Figura 9. Producéo de etanol e xilitol a partir do meio T com 20 g.L™ de glicose, empregando
diferentes linhagens de Trametes membranacea.

No meio T composto por 10 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de xilose (Figura 10), obteve-
se a maior concentracdo em etanol durante as primeiras 96 horas de fermentagdo com
rendimento de 46,9% e concentracdo de 4,15 g.L™ de etanol para linhagem T. membranacea
TM158/10 (Figura 10A e B). O maior rendimento do T. membranacea TM397/10 foi de
85,5% em 144 horas de processo (Figura 10A e B). Quanto ao xilitol obteve-se a maior
concentracdo e rendimento em 360 horas de processo, com rendimento de 18,4% e

concentracio de 2,04 g.L™, com T. membranacea TM158/10 (Figura 9C e D).
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A diferente concentracdo de glicose e xilose no meio de cultivo utilizado no inéculo
permite verificar que maior concentracdo de glicose, ou seja, 0 meio T contendo apenas o

acucar glicose favoreceu a formacéo de etanol.
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Figura 10. Producdo de etanol e xilitol a partir do meio T com 10 g.L™ de glicose e
10 g.L™" de xilose (A a D), empregando diferentes linhagens de Trametes membranacea.

5.5 Diferentes condicdes de pH e temperatura para obtencéo de etanol e xilitol através
da glicose e xilose
A partir do meio T, contendo concentracdes de xilose (50%) e glicose (50%) otimizou-

se condigdes de pH e temperatura. Foram testados pHs 3, 4 e 5, e temperatura de 24, 28 e
32°C. Salienta-se que os resultados apresentados anteriormente, realizaram-se a temperatura
de 28°C e pH 5.

Na Figura 11 sdo representados os dados de consumo de glicose em fungéo do tempo
nas diferentes condicOes testadas. Na Figura 11A, observa-se que o consumo completo de
glicose ocorreu a 288 horas de processo para linhagem TM130/10 e para linhagem TM158/10
a 360 horas, enquanto as demais linhagens estudadas ndo consumiram completamente a
glicose durante o tempo de processo.

Durante as 360 horas de processo, observa-se que as linhagens ndo foram capazes de
consumir completamente a glicose na condi¢do B (pH 4, 28°C) (Figura 11B), sendo que as

linhagens que apresentaram maior consumo foram TM130/10 e TM158/10, respectivamente.
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Conforme Figura 11C, apenas a linhagem TM130/10 consumiu completamente a
glicose durante as 360 horas. Para condicdo pH 4 e temperatura 24°C (Figura 11D), a
linhagem TM158/10 e TM130/10 apresentaram consumo maior de glicose.

A condicdo pH 5 e temperatura 24°C (Figura 11E) as linhagens TM397/10 e
TM158/10 apresentaram maior consumo de glicose quando comparadas as linhagens TM
102/10 e TM130/10.

Nas condi¢bes com temperatura de 32°C e pH 3 (Figura 11F), as linhagens com
maior consumo de glicose foram TM158/10 e TM102/10, respectivamente. Para pH 4
(Figura 11G) a linhagem TM397/10, seguida pela linhagem TM158/10 apresentaram maior
consumo de glicose para esta condicdo. A condicdo pH 5 e temperatura de 32°C (Figura
11H), as linhagens TM102/10 e TM158/10 foram capazes de consumir uma quantidade
superior de glicose quando comparadas com as linhagens TM130/10 e TM397/10.

A Figura 12 apresenta o consumo de xilose em funcéo do tempo para as 4 linhagens
estudadas, conforme as condi¢6es de pH e temperatura, apresentadas anteriormente.

Conforme a Figura 12, as linhagens que apresentaram maior consumo de xilose
durante as 360 horas de processo foram TM130/10 e TM158/10, sendo TM130/10 para as
condicdes A (pH 3, 28°C), B (pH 4, 28°C), C (pH 3, 24°C) e E (pH 5, 24°C). Enquanto, a
linhagem TM158/10 apresentou maior consumo nas condi¢cdes D (pH 4, 24°C), F (pH 3,
32°C), G (pH 4, 32°C) e H (pH 5, 32°C). Porém, entre as 4 linhagens estudadas nas diferentes
condic@es, nenhuma foi capaz de consumir completamente todo o contetdo de xilose.

Um fato interessante observado é o rapido consumo de xilose entre 216 e 360 h de
processo. Isto indica que houve o esgotamento de alguma substancia que estivesse
dificultando a xilose ou houve a necessidade de adaptacdo do substrato. Isto sugere que seja

realizada a reutilizacdo de células que ja estdo adaptadas ao consumo de xilose.
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Figura 12. Consumo de xilose em funcdo do tempo nas diferentes condi¢6es, onde: A (pH 3,
28°C); B (pH 4, 28°C); C (pH 3, 24°C); D (pH 4, 24°C); E (pH 5, 24°C); F (pH 3, 32°C); G

(pH 4, 32°C); H (pH 5, 32°C).

A producéo de etanol obtida nas diferentes condi¢des de pH e temperatura analisadas,

apresentam-se na Figura 13 para as quatro linhagens estudadas empregando glicose e xilose.
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As maiores concentracdes de etanol nas condi¢bes A, B, C, E, G e H foram obtidas
com o emprego da linhagem T. membranacea TM130/10. Para as condi¢des D e F a linhagem
T. membranacea TM158/10 apresentou as maiores concentragdes. Destacam-se as maiores
producdes obtidas nas condicdes B — pH 4 e 28°C de 5,65+0,21 g.L*(288 hye E—pH 5 e
24°C de 5,59+0,05 g.L™(360 h).
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Figura 13.Concentracdo de etanol produzido a partir de xilose em funcéo do tempo nas
diferentes condicdes, onde: A (pH 3, 28°C); B (pH 4, 28°C); C (pH 3, 24°C); D (pH 4, 24°C);
E (pH 5, 24°C); F (pH 3, 32°C); G (pH 4, 32°C); H (pH 5, 32°C) com meio contendo glicose

e xilose.
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A Figura 14, apresenta a concentracdo obtida para xilitol em funcdo do tempo nas
diferentes condicGes de pH e temperatura para as quatro linhagens de T. membranacea
estudadas. Observa-se que as maiores concentragdes de xilitol para as condigbes B, C, D, E, F
e H foram da linhagem TM158/10. Para condi¢cdo A (Figura 14A) a maior concentracdo da
linhagem TM397/10 e para condicdo G (Figura 14G) a linhagem TM130/10 a maior

concentracdo desta condicao.
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Conforme os resultados obtidos para as oito condi¢cbes de pH e temperatura
analisados, considerando as concentracdes de etanol e xilitol obtidas. A condicdo pH 5 e
temperatura 32°C (H) foi selecionada para realizacdo do ensaio, onde os aglcares do meio T
foram substituidos por acucares obtidos da biomassa lignocelulésica de bagaco de cana-de-
acucar hidrolisado.

Os dados obtidos neste trabalho sdo comparados com os dados obtidos nos trabalhos
de Okamoto et al.(2010, 2011, 2012 e 2014), conforme Tabela 6. Verifica-se que os dados
obtidos neste trabalho, embora ainda sejam inferiores aos obtidos nos trabalhos do grupo de
pesquisa de Okamoto, indicam o potencial de aproveitamento desta da linhagem T.
membranacea TM158/10 para producdo simultanea de etanol e xilitol, embora ainda seja
necessario otimizagdo dos pardmetros de produg&o.

Considerando que, apenas alguns micro-organismos sdo capazes de fermentar xilose a
etanol, as concentracBes superiores de etanol apresentam-se quando utilizada a glicose como
substrato, necessitando de um tempo menor. Quando comparado o mesmo fungo, porém
utilizando como fonte de carbono a xilose e a biomassa lignoceluldsica. Verifica-se que o
Trametes hirsuta apresenta praticamente a metade da concentracdo de etanol ao utilizar xilose
ou material lignocelulésico. Observa-se também que o tempo de processo é superior quando a
xilose é a fonte de carbono. Enquanto, para o T. versicolor KT9427 as maiores concentracdes
de etanol foram para glicose, xilose, seguida por ambas biomassas lignoceluldsicas estudadas.
O tempo de fermentacdo ao utilizar a xilose e a biomassa lignocelul6sica foi o mesmo.
Quanto ao residuo de arroz adotado como biomassa lignoceluldsica para Trametes hirsuta e
T. versicolor KT9427, € possivel observar concentracdo semelhante de etanol em igual tempo

de processo.
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Tabela 6. Producdo de etanol e xilitol por diferentes macromicetos.

Substrato 1 - 1
1 Cx Etanol (g.L™) Xilitol (g.L ™) o
Fungo (9.L™) Condicéo Tempo (h) Tempo (h) Referéncia
T. membranacea 10 glicose e o 4,5 1,0
TM130/10 10 xilose ~ PH3,28°C 288 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 5,6 0,8
TM130/10 10 xilose ~ PH428°C 288 360 Este trabalho
. 0,9
T. membranacea 10 glicose e o 3,9 !
TM130/10 10 xilose pH 3, 24°C 288 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e H 5 24°C 5,6 gG% Este trabalho
TM130/10 10 xilose PR S, 360
T. membranacea 10 glicose e o 5,0 1,8
TM130/10 10 xilose ~ PH432°C 360 360 Este trabalho
. 1,0
T. membranacea 10 glicose e R 4,9 ;
TM130/10 10 xilose pH 5, 32°C 288 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 4,2 11
TM158/10 10xilose ~ PH424°C 288 216 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e R 3,5 0,6
TM158/10 10 xilose ~ PH3:32°C 288 216 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e R 4,1 0,8
TM158/10 10 xilose ~ PH428°C 288 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 3,8 1,4
TM158/10 10 xilose ~ PH3.24°C 216 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 51 0,8
TM158/10 10 xilose ~ PH524°C 360 288 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 3,8 1,8
TM158/10 10 xilose ~ PH532°C 216 360 Este trabalho
T. membranacea 10 glicose e o 2,2 15
TM397/10 10 xilose ~ PH3.28°C 216 216 Este trabalho
. . . o 8,1 Okamoto et.al.,
Peniophora cinerea 20 glicose pH 6, 28°C 384 _ 2010,
. o 7,7 Okamoto et.al.,
Trametes suaveolens 20 glicose pH 6, 28°C 432 _ 2010.
. . . 9,7 Okamoto et.al.,
Trametes hirsuta 20 glicose n.i.. 79 _ 2011
. . . 3,9 Okamoto et.al.,
Trametes hirsuta 20 xilose n.i.. 1424 _ 2011
Trametes hirsuta 20 residuo de i 43 Okamoto et.al.,
arroz o 96 - 2011.
. . . . 7,6 Okamoto et.al.,
Neolentinus lepideus 20 glicose n.i.. 48 _ 2012,
. . . . 6,5 Okamoto et.al.,
Neolentinus lepideus 20 xilose n.i.. 9% _ 2012,
T. versicolor . o 9,2 Okamoto et.al.,
KT9427 20 glicose pH4, 28°C. 79 _ 2014.
T. versicolor . o 7,9 Okamoto et.al.,
KT9427 20 xilose pH4, 28°C. 96 _ 2014.
T. versicolor 20 farelo de 28°C 5,0 Okamoto et.al.,
KT9427 trigo ' 96 - 2014,
T. versicolor 20 residuo de 28°C 4,8 Okamoto et.al.,
KT9427 arroz ' 96 - 2014,

n.i.: ndo informado
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Observam-se na Tabela 6 que o presente estudo utilizando glicose e xilose como fonte
de carbono, produziu ambos os produtos de interesse, etanol e xilitol. Enquanto, Okamoto
etal. (2011) utilizando a linhagem Trametes hirsuta e 20 g.L™ de xilose obteve apenas 3,9
g.L" de etanol em 144 horas de processo. Okamoto et.al. (2012) realizou estudo com a
linhagem Neolentinus lepideus e 20 g.L™ de xilose, obtendo 6,5 g.L™ de etanol em 96 horas.
Também Okamoto et.al. (2014) em estudo realizado nas condi¢Ges pH 4 e temperatura de
28°C, utilizando Trametes versicolor KT9427, obteve apenas a formagdo de etanol, 7,9 g.L™
de produto, através de 20 g.L™ de xilose, em 96 horas. Verifica-se que este trabalho obteve
concentracdes menores dos produtos e maior tempo de processo, em contrapartida Okamoto

apresenta concentracdes maiores, em menor tempo, mas apenas a formacéo de etanol.

5.6 Producéo de etanol e xilitol a partir de agucares obtidos da hidrolise de bagaco de
cana-de-acgucar

Para a realizacdo da hidrolise da biomassa lignoceluldsica utilizou 10% de bagaco de
cana-de-acticar, com 10 FPA.g™ de substrato, a 50°C durante 48 horas. Para 0 ensaio com
meios contendo aguUcares obtidos da hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agucar,
selecionou-se as linhagens T. membranacea TM130/10, TM158/10 e TM397/10, pois a
linhagem TM102/10 ndo apresentou concentracdes significativas de ambos os produtos nas
condigdes estudadas.

As 3 linhagens selecionadas foram submetidas a 360 horas de processo, nas
condicdes de pH 5 e temperatura 32°C, conforme Figura 15, pode-se observar o
consumo de glicose e xilose em funcdo do tempo de processo.

Observa-se na Figura 15 que o maior consumo de glicose ocorreu com a
linhagem TM397/10 durante as 360 horas de processo, enquanto que 0 maior consumo
de xilose aconteceu no mesmo tempo de processo, porém para linhagem TM130/10.

Ressalva-se ainda que nenhum acucar foi consumido completamente ao longo do

ensalio.
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Figura 15. Consumo de glicose e xilose por diferentes linhagens de T. membranacea.Os
acucares foram obtidos a partir de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado enzimaticamente.
A Figura 16 apresenta a concentracdo dos produtos de interesse, etanol e xilitol ao
longo do ensaio com seus respectivos rendimentos percentuais. Observa-se que a linhagem
que proporcionou a maior producdo de ambos produtos € a linhagem T. membranacea
TM397/10 no tempo de 360 horas de processo. Quanto ao rendimento percentual, a linhagem
TM158/10, apresenta 0 maior rendimento para etanol durante 144 horas de ensaio e para 0
rendimento em xilitol a linhagem TM130/10 apresenta o maior rendimento durante as 144
horas de processo.
A linhagem T. membranacea TM397/10, apresenta 0 maior consumo de glicose obtido
da hidrdlise enziméatica do bagaco de cana-de-agUcar quando comparada as linhagens T.
membranacea TM130/10 e T. membranacea TM158/10, apresentando também maior

concentracdo para etanol e xilitol quando comparada as mesmas.
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Figura 16. Concentracdo dos produtos etanol e xilitol através da fermentacao de aclcares
obtidos a partir de bagaco de cana-de-agucar hidrolisado enzimaticamente em fungédo do
tempo, com seus respectivos rendimentos percentuais.

A partir dos resultados observados neste trabalho, verificou-se que existe potencial
para o aproveitamento de linhagens de T. membranacea para a conversao de pentoses. No
entanto este processo precisa ser ainda otimizado, visto que os dados obtidos indicam a

necessidade de longos tempos de processo, o que dificultaria sua aplicagdo industrialmente.
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Alternativas como investigar nutrientes que auxiliem na formacéo de micélios e utilizagéo de
maiores concentracfes destes micélios para converter pentoses poderia ser uma alternativa.
Ainda, considerando que existem poucos estudos sobre a bioconversdo de xilose em etanol e
xilitol, sendo os trabalhos de Okamoto et. al. (2010, 2011, 2012 e 2014) os de maior
relevancia na execucdo do presente estudo, este trabalho é o primeiro a identificar linhagens

de T. membranacea para como capazes de bioconverter pentoses em etanol e xilitol.
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6 CONCLUSOES
A partir da analise dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

e para bioconversdo de pentoses aos produtos de interesse, etanol e xilitol deve ser
realizada em anaerobiose;

e todos macromicetos, inicialmente escolhidos foram capazes de produzir xilitol a partir
de xilose, destacando-se as linhagens Trametes membranacea com maiores
rendimentos;

e a0 utilizar apenas glicose como fonte de carbono, a linhagem T. membranacea
TM130/10 apresentou a maior concentracdo de etanol, mas o maior rendimento para a
linhagemT. membranacea TM102/10. Em relagdo ao xilitol, a maior concentragdo e
rendimento foram obtidos por T. membranacea TM158/10;

e no meio T composto por 10 g.L™ de glicose e 10 g.L™ de xilose, a maior concentracio
em etanol foi obtida pela linhagem T. membranacea TM158/10 e o maior rendimento
a linhagem T. membranacea TM397/10. Quanto ao xilitol obteve-se a maior
concentracdo e rendimento com T. membranacea TM158/10. O meio T (2x) contendo
apenas o acgucar glicose favoreceu a formacéao de etanol, quando comparado a0 mesmo
meio contendo apenas xilose ou a mistura de glicose e xilose;

e as diferentes condi¢bes de pH e temperatura testadas, favoreceram a escolha pela
condicdo pH 5,0 e temperatura de 32°C, considerando as concentracdes obtidas para
etanol e xilitol através das 4 linhagens avaliadas e o consumo de glicose e xilose
durante as 360 horas de fermentacéo.

e a linhagem T. membranacea TM397/10 apresentou o0 maior consumo de glicose e as
maiores concentragdes para etanol e xilitol, quando comparada as outras duas
linhagens estudadas quando utilizado os agUcares obtidos do bagaco de cana-de-agtcar
hidrolisado enzimaticamente.

Os resultados descritos no presente trabalho indicam a capacidade de producéo de
etanol e xilitol através de macromicetos Trametes membranacea, utilizando a biomassa

lignoceluldsica de bagaco de cana-de agUcar.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectiva para a continuacdo deste estudo sugere-se:

e estudar a aplicagéo de culturas mistas (leveduras + macromicetos) para bioconverter

0s agUcares obtidos da biomassa lignoceluldsica;
o avaliar diferentes concentracOes de biomassa em diferentes tempos;

e realizar o processo de bioconversao empregando concentracGes maiores de células, em
menor tempo;

e avaliar a utilizagdo de diferentes biomassas lignocelulésicas.
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