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RESUMO

LAGE, M. S. Efeitos dos inibidores do hidrolisado da casca de coco verde na producéo
de etanol de segunda geracdo por Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificada. 2020. 58f. Disserta¢do — Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia, UFES,
Espirito Santo. Brasil.

A produgdo de etanol a partir de residuos lignocelulésicos € uma das principais fontes
renovaveis para suprir a crescente demanda energética e contribuir com a producgéo dos
combustiveis convencionais. A casca de coco verde é um residuo descartado a toneladas, se
tornando um problema ambiental. Por isso, sua utilizagdo para a produgéo do etanol de
segunda geracao € uma solugdo sustentavel para a industria. Para a obtencdo do etanol, a
biomassa lignoceluldésica passa por tratamentos fisicos e quimicos para disponibilizar
acucares fermentaveis. No entanto, os aclUcares vém acompanhados de compostos que
inibbem o crescimento e a fermentagdo de microrganismos, incluindo a levedura
Saccharomyces cerevisiae, o principal organismo utilizado na producéo industrial de etanol.
Considerando o impacto que os compostos inibitérios exercem no rendimento de etanol de
segunda geracéo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos dos principais inibidores
da casca de coco verde, individualmente e em associacdo, no crescimento e na fermentacéo
por uma cepa de S. cerevisiae geneticamente modificada. Os resultados dos experimentos
mostraram que os acidos fracos (acido acético e acido formico) em meio sintético afetam
negativamente a taxa de crescimento da cepa G2-104, mas ndo prejudicam os titulos de
etanol quando avaliados em condic¢des viaveis para o desenvolvimento da cepa. O &acido 4-
hidroxibenzoico é o principal composto fendlico presente na biomassa de coco verde e nao
exerceu efeitos negativos no crescimento e na fermentacdo pela cepa dentro das
concentracdes avaliadas. Além disso, quando adicionado juntamente a uma alta concentracéo
de acido férmico, o desempenho da cepa melhorou quando comparado ao perfil fermentativo
da levedura na presenca de acido férmico individualmente. Nos hidrolisados de coco, a cepa
obteve os rendimentos de etanol proximos ao resultado obtidos em meio sintético, mesmo
com a adigdo de mais compostos inibitérios ao meio, demonstrando que a linhagem possui

tolerancia e bom desempenho neste tipo de hidrolisado.

Palavras-chave: Inibidores lignocelulésicos. Bioetanol. Etanol 2G.



ABSTRACT

LAGE, M. S. Green coconut husk hydrolysate inhibitors effect on second generation
ethanol production by genetically modified Saccharomyces cerevisiae

Ethanol production from lignocellulosic waste is one of the main renewable sources to supply
the growing energy demand and contribute to the production of conventional fuels. Green
coconut shell is a waste discarded by the ton, becoming an environmental problem. Therefore,
its use for the production of second generation ethanol is a sustainable solution for the industry.
To obtain ethanol, lignocellulosic biomass undergoes physical and chemical treatments to
make fermentable sugars available. However, sugars come with compounds that inhibit the
growth and fermentation of microorganisms, including the yeast Saccharomyces cerevisiae,
the main organism used in the industrial production of ethanol. Considering the impact that the
inhibitory compounds have on the second generation ethanol yield, the objective of the present
work was to evaluate the effects of the main inhibitors of the green coconut husk, individually
and in association, on the growth and fermentation by a genetically modified S. cerevisiae
strain. The test results showed that weak acids (acetic acid and formic acid) in synthetic
medium negatively affect the growth rate of the G2-104 strain, but do not harm ethanol titers
when evaluated under viable conditions for the development of the strain. The 4-
hydroxybenzoic acid is the main phenolic compound present in green coconut biomass and
did not have negative effects on growth and fermentation by the strain within the concentrations
evaluated. In addition, when added together with a high concentration of formic acid, the
performance of the strain improved when compared to the fermentative profile of yeast in the
presence of formic acid individually. In coconut hydrolysates, the strain obtained ethanol yields
close to the result obtained in synthetic medium, even with the addition of more inhibitory
compounds to the medium, demonstrating that the strain has tolerance and good performance

in this type of hydrolysate.

Key words: Lignocellulosic inhibitors. Bioethanol. Ethanol 2G.
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1 INTRODUCAO

1.1 A BUSCA PELO DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

Os principais problemas enfrentados no mundo moderno estdo relacionados ao
aguecimento global, a dependéncia dos combustiveis fosseis e a seguranca alimentar
e energeética. O crescente desenvolvimento industrial acompanhado do crescimento
populacional esta elevando o aumento da demanda por energia, ao passo que, 0 Uso
dos combustiveis convencionais para 0 suprimento energético emite ainda mais gases
de efeito estufa (CHOUDHARY; SINGH; NAIN, 2017; ROBAK; BALCEREK, 2018).

A energia € essencial para manter o estilo de vida da humanidade e permitir o seu
desenvolvimento. Na demanda energética mundial, o setor de transportes se destaca
na segunda posicdo no consumo de energia, consumindo 30% de toda energia
produzida. Estima-se que esse valor continue crescendo anualmente e aumente 1,8%
entre os anos de 2005 e 2035. No entanto, a maior parte da energia consumida pelos
transportes (96,6%) ainda € proveniente de combustiveis fésseis (KUMAR, R. P. et
al., 2020).

O provavel esgotamento das reservas dos combustiveis fosseis e o0 impacto ambiental
resultantes de sua queima estdo mobilizando muitos cientistas a desenvolverem
pesquisas para encontrar combustiveis alternativos (ATABANI et al., 2012). Neste
contexto, os biocombustiveis emergem como uma das fontes mais importantes de
energias renovaveis no desenvolvimento sustentavel. Através deles, pode se limitar
as emissodes de gases de efeito estufa, reduzir a degradacao do ambiente e possibilitar
a exploracdo de novos recursos energéticos (RAUD et al.,, 2019). Além disso,
utilizagdo de biocombustiveis € importante por aumentar a empregabilidade e
estimular economicamente as producdes de areas rurais (SIMS et al.,, 2010;
VELUSAMY; GUNASEKARIAN, 2005).

O bioetanol, butanol e biodiesel sdo os biocombustiveis de maior interesse cientifico,
governamental e industrial (HILL et al., 2006). Dentre eles, o bioetanol representa uma
alternativa promissora a gasolina no setor de transporte (ROBAK; BALCEREK, 2018).
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Em 2016, o uso do etanol na gasolina diminuiu as emissdes de gases do efeito estufa
num valor equivalente a 43,5 milh6es de toneladas de CO: vindos do transporte, o
mesmo que se obteria com a remocé&o por um ano de 9,3 milhées de automoveis das
ruas (RFA, 2017).

No ano de 2017, a producdo global do etanol chegou a 105,5 bilhdes de litros,
ultrapassando os 101 bilhdes de litros produzidos em 2016 (GAGLIANO E XIONG
2017). Os Estados Unidos e o Brasil dominam esse setor produzindo 84% do etanol
mundial (DAS, et al. 2020). Os maiores produtores desse combustivel estdo listados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais paises produtores de etanol. Fonte: KUMAR, R. P. et al. (2020) adaptado

Paises Producédo em bilhdes de litros
Estados Unidos 68

Brasil 28,5

China 3,3

Canada 1,7

Tailandia 1,5

1.2 O ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O etanol € o biocombustivel mais utilizado nos meios de transporte. As diferencas
entre o etanol de primeira geracao (etanol 1G) e o etanol de segunda geracao (etanol
2G) estao relacionadas a forma que eles sédo obtidos. O etanol 1G é produzido de
forma mais simples, a partir de matérias-primas ricas em agucares simples ou amido,
engquanto o etanol 2G precisa passar por etapas mais complexas na sua producao,
tendo como substrato biomassas lignocelulésicas (SAHA et al., 2017). As biomassas
lignocelulésicas possuem caracteristicas promissoras para a producdo deste
combustivel, pois estdo presentes em grandes quantidades no ambiente e,
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principalmente, por ndo competirem com a producéo alimenticia, sendo subprodutos
das agroindustrias (TABATABAEI et al., 2015).

Os materiais lignocelulésicos provém da agricultura e silvicultura, abrangendo os
residuos agroindustriais, residuos florestais, residuos sdlidos urbanos, entre outros.
Eles sdo considerados os biorrecursos mais abundantes para a complementacao dos
combustiveis nas refinarias de petréleo (JONSSON; MARTIN, 2016). Neste cenario,
pelo fato da economia brasileira ser movida principalmente pelo agronegdcio, torna-
se de suma importancia a utilizacdo desse tipo de residuo na geracdo de energia
sustentavel (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). A biomassa lignoceluldsica é composta
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, com composi¢cao e porcentagens

variando entre as espécies de plantas (Figura 1).

Lignina

Hemicelulose

4 " Glicose
&

Figura 1 - Arquitetura da parede celular contendo celulose, hemicelulose e lignina. Fonte:
Adaptado de ALBUQUERQUE (2013).

A celulose é um homopolissacarideo linear formado por unidades de glicose anidra
ligadas por ligagbes B-1,4-glicosidicas. Possui alto grau de polimerizagdo e suas
moléculas formam microfibrilas estabilizadas por ligacfes de hidrogénio, tornando a
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macromolécula cristalina e de estrutura rigida dificil de hidrolisar (FENGEL,;
WEGENER; DE GRUYTER, 1989).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose € um heteropolissacarideo formado por
mondmeros de D-glicose, D-manose, D-galactose, D-xilose e L-arabinose.
Geralmente se apresenta de forma ramificada e possui baixo grau de polimerizacao,
sendo faceis de hidrolisar (FENGEL; WEGENER; DE GRUYTER, 1989). A xilose e a
arabinose séo as principais pentoses liberadas na hidrélise hemicelulésica (ROCHA;
ALMEIDA; DA CRUZ, 2017).

Outro componente da biomassa vegetal é a lignina, uma macromolécula aromatica
gue apresenta grande variabilidade na sua composi¢do de acordo com a espécie de
planta ou célula que € encontrada (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003;
BONAWITZ; CHAPPLE, 2010). Comparando com o0s outros polimeros citados, a
lignina é a mais diversa estruturalmente nas suas ramificacdes e tipos de ligacdes
(WHETTEN et al.,, 1998). A lignina é formada a partir de trés alcoois: alcool p-
coumadrico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (WHETTEN et al., 1998). Quando
essas moléculas sao incorporadas as ligninas passam a serem referidas como p-
hidroxifenil, guaiacil e siringil, respectivamente (BONAWITZ; CHAPPLE, 2010).

A conversao da biomassa vegetal em etanol depende de trés etapas principais, sendo
elas: o pré-tratamento, a hidrélise e a fermentacdo. O pré-tratamento é necessario
para fracionar a lignocelulose e separar a lignina dos polissacarideos da biomassa,
tornando a celulose e hemicelulose acessiveis para hidrélise. Geralmente sdo
realizados com a adi¢do de produtos quimicos (acidos, bases combinadas a agentes
oxidantes e solventes organicos) e/ou métodos fisicos (temperatura e
pressdo)(KUMAR, P. et al., 2009).

A hidrolise dos polissacarideos pode ser catalisada enzimaticamente ou
quimicamente, e a fermentacao pode ser feita apos as duas primeiras etapas ou, como
em alguns processos integrados, juntamente a sacarificacdo. A liberacdo dos
acucares monomeéricos nos hidrolisados vem acompanhada de uma variedade de
compostos inibitérios, que afetam o crescimento e a fermentacdo de Saccharomyces
cerevisiae e outros microrganismos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Como
o perfil dos inibidores lignoceluldsicos é especifico para cada tipo de pré-tratamento e
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biomassa, € importante desenvolver estudos de fermentacdo mais direcionados a

composicao de cada hidrolisado.

1.3 A FERMENTACAO POR LEVEDURAS

Leveduras sdo microrganismos unicelulares, eucariotos, heterotroficos, iméveis e com
parede celular bem definida. Pertencem ao reino Fungi e, em sua maioria, estao
organizados dentro do grupo dos Ascomicetos. Esses fungos possuem grande
heterogeneidade no tamanho celular, forma, cor e reproducdo, podendo haver
grandes diferengas em individuos de mesma linhagem (FERNANDES, 2009).

Dentro desse grupo encontra-se a S. cerevisiae — conhecida popularmente como
fermento —, uma espécie de levedura que foi descoberta 1837 (MEYEN) no malte, o
que resultou na escolha do seu home, dado por sua intrinseca conexao na fabricagcéo
de cerveja. Ha registros de fabricacdo de cerveja em civilizacdes da Suméria e
Babilbnia que datam cerca de 6000 a.C., trazendo a possibilidade de o fermento ter

sido o organismo domesticado mais antigo (FELDMANN et al., 2012).

A capacidade desses microrganismos de fermentar acicares em alcool representa o
principal processo biotecnolégico do mundo. Além de seu papel na producdo de
bioetanol e bebidas, S. cerevisiae é responsavel pela fabricagdo de muitos outros
produtos como: aromatizantes, agentes corantes, agentes de biocontrole, enzimas,
probioticos, proteinas terapéuticas, produtos quimicos e biofarmacéuticos. Com isso,
S. cerevisiae € considerada, incomparavelmente, o principal microrganismo da
civilizacdo humana (MONEY, 2018).

S. cerevisiae € versatil e bem caracterizada como um microrganismo industrial
(KAVSCEK et al., 2015). Proporciona alto rendimento na producéo de etanol a partir
de acucares hexoses (C6), atingindo até 90% dos rendimentos teoricos (KASAVI et
al., 2012). Outras caracteristicas que a colocam como o organismo preferido das
induUstrias é a sua capacidade de tolerar tensdes no processo fermentativo, incluindo

a inibicdo de alguns subprodutos, estresse osmoético e de pH, tolerancia a altas
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concentractes de etanol e de condi¢bes extremas de crescimento (VAN BEILEN,
2010).

Esses microrganismos sdo anaerodbicos facultativos, mas o metabolismo fermentativo
predomina sobre o respiratério quando as concentracdes de agucares (hexoses) estdo
elevadas, mesmo sob condi¢des aerdbicas. Este comportamento € provocado por um
efeito conhecido como repressdo catabdlica, no qual as altas concentracfes de
glicose inibem a expresséo de genes da via respiratéria, fazendo com que o piruvato
seja reduzido a etanol pela fermentacdo (TREVISOL et al., 2011).

Durante a fermentacéo, 12 enzimas estdo envolvidas na converséo de glicose (C6)
ao etanol e CO2: 10 enzimas na degradacao da glicose ao piruvato, com geragéo de
ATP para o crescimento das leveduras, e mais duas enzimas-chave (piruvato
descarboxilase e alcool desidrogenase) que convertem o piruvato nos produtos finais
de fermentacédo e mantém o seu equilibrio redox (WALKER; WALKER, 2018) (Figura
2).

A) _» 2ATP
Glicose | GLICOLISE > 2 Piruvato
N
2NAD 2NADH + H = 2CO0;
.‘\'\ ,:// l
2 Etanol FERMENTACAO . 2 Acetaldeido
B)
Piruvato Acetaldeido NAD® Etanol
CHC3OCOOH » CHsCHO + CO; x »  CHsCH,OH
Piruvato Alcool
descarboxilase desidrogenase

Figura 2 - Fermentacdo em leveduras. A) Resumo da glicélise e fermentacdo em leveduras.
B) Ultimas reacdes enzimaticas da fermentacéo de leveduras. Fonte: Adaptado de WALKER
(et al., 2018).

A existéncia de diversos fatores e mudancas que ocorrem no meio fermentativo pode
ameacar a sobrevivéncia da célula e impedir que ela se desenvolva no seu potencial
otimo (GASCH, 2003).
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O processo fermentativo em hidrolisados lignocelulosicos € desafiador para as
leveduras, pois além de possuirem inibidores resultantes do processo, contém
guantidades significativas de pentoses (5C) que n&o sao utilizadas eficientemente por
cepas selvagens de S. cerevisiae para producdo de etanol (STAMBUK et al.,
2008). Para resolver esse problema, leveduras geneticamente modificadas séo
necessarias para metabolizacdo desses acucares (5C). As modificacdes que tém sido
usadas sao: a clonagem de uma xilose redutase (XR) e uma xilitol desidrogenase
(XDH) do organismo ou a clonagem de uma xilose isomerase (XI). Ambas as
alteracdes convertem a xilose em xilulose, sendo metabolizados pela levedura
(MOYSES et al., 2016).

1.4 OS INIBIDORES E SEUS EFEITOS EM S. cerevisiae

A formacao dos compostos inibitorios da fermentacao depende da fonte de biomassa
vegetal utilizada e do tipo do pré-tratamento aplicado (PIENKOS; ZHANG, 2009). Os
trés principais grupos de inibidores presentes nos hidrolisados séo os (I) &cidos fracos,
como &cido acético, acido formico e acido levulinico; os (Il) furanos, incluindo furfural
e hidroximetil furfural (HMF); e os (lll) compostos fendlicos como vanilina, coniferil
aldeido e &cido 4-hidroxibenzoéico (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000) (Figura
3).

Os acidos fracos podem ser produzidos de duas maneiras, o acido acético pela
desacetilacéo das hemiceluloses, e os acidos formico e levulinico pela degradacao do
HMF e furfural (JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). Geralmente, o acido
aceético esté presente em altas concentragdes nos hidrolisados, variando de 1 a 10 g/L
dependendo da biomassa e do método utilizado no pré-tratamento (ALMEIDA et al.,
2007). O acido formico normalmente € encontrado em concentra¢cdes mais baixas que
o acido acético, mas é relatado como sendo mais téxico para a levedura S. cerevisiae
(GARCIA-APARICIO et al., 2006; MARTIN et al., 2007).

Acidos fracos ndo carregados sdo lipossoliveis e difundem-se facilmente na

membrana plasmatica dos microrganismos. Ao entrarem na célula que possui o pH
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neutro, se dissociam em protons e anions causando a acidificacdo citosdlica
(PALMQVIST et al., 1999). Para neutralizar essa acidificacéo, a célula de levedura
bombeia os prétons em excesso para 0 meio extracelular através de ATPases
localizadas na membrana celular (GIANNATTASIO et al., 2013). Esse mecanismo de
resposta demanda o gasto de moléculas de ATP, podendo resultar na reducdo do
crescimento celular e no desempenho da fermentacdo (GIANNATTASIO et al., 2013;
PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1989).

Cinzas Acucares Inibidores
(0-2 %) .
Furanos Acidos fracos
GH,OH 5 CHO
Celulose —_— H >
(33-51 %) SN
Glicos%H Acido Ievullnlco
GH,OH H,OH /
ké: A KOH o§ K; : §
OH He Acido formlco
. Galactose Manose Ramnose e
Hemicelulose -
(19-34 %) o CDTCHO-
HHOH 2C Furfural i
X H.C
ilose Arablnose a
R > "
Lignina Acido acético
(21-32 %) > - -
; H
Extrativos Compostos fenélicos
(1-5 %)

Figura 3 - Média da composicéo de biomassas lignoceluldsicas, e os agucares e compostos
inibitérios resultantes do pré-tratamento e hidrélise. Fonte: Adaptado de Almeida (et al.,
2007).

Alguns acidos fracos, como o acido salicilico, também podem se dissolver na matriz
mitocondrial e prejudicar o gradiente de prétons da cadeia transportadora, alterando
o potencial de membrana e inibindo a sintese de ATP (JONSSON; ALRIKSSON;
NILVEBRANT, 2013). Além disso, o metabolismo celular pode ser prejudicado pela
inibicdo da atividade de algumas enzimas-chave da glicolise, causada pelo acumulo
de anions no citosol (PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1989).

Os compostos fendlicos sédo moléculas sintetizadas pelo metabolismo secundario das

plantas através das vias da pentose fosfato, shiquimato e fenilpropanoide (RANDHIR
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et al., 2004). Esses compostos estdo envolvidos em processos fisiolégicos e
mecanismos de defesa das plantas contra infeccdes de microrganismos, além de
constituirem os blocos construtores da lignina (BHATTACHARYA; SOOD;
CITOVSKY, 2010; BLUM; SHAFER; LEHMAN, 1999).

A concentracdo dos compostos nos hidrolisados varia de acordo com a fonte de
biomassa e do método aplicado no pré-tratamento (PEREZ et al., 2002). Geralmente,
a mistura € composta por acidos fendlicos, alcoois fendlicos e cetonas fendlicas,
resultantes da degradagé&o da lignina (ADEBOYE; BETTIGA; OLSSON, 2014). Todos
podem se comportar como inibidores de células, mas os aldeidos e cetonas exercem
mais inibicdo que os acidos, que por sua vez sdo mais inibitérios que os alcodis para
S. cerevisiae (KLINKE et al., 2003; LARSSON et al., 2000).

Os mecanismos de inibicAo destes compostos em S. cerevisiae ndo foram
completamente esclarecidos, devido a grande heterogeneidade do grupo (ALMEIDA
et al., 2007). Sabe-se que eles causam danos na integridade das membranas
biologicas, afetando a capacidade de atuarem como barreiras seletivas e matrizes de
enzimas. Os efeitos inibitérios nas leveduras sdo especificos para cada composto,
podendo prejudicar o crescimento celular, prolongar a fase lag e reduzir o rendimento
do etanol (ADEBOYE; BETTIGA; OLSSON, 2014).

Os derivados de furano, 5-hidroximetil-furfural e furfural, sdo formados pela
desidratacdo de hexoses e pentoses, respectivamente. Os niveis desses compostos
nos hidrolisados também alteram de acordo com a matéria-prima e o método de pré-
tratamento (ALMEIDA et al., 2007; ULBRICHT; NORTHUP; THOMAS, 1984).
Geralmente, o furfural se encontra em concentra¢cdes mais baixas que o HMF, porém
concentracdes em torno de 1 g/L ja séo suficientes para exercer inibicdo nas leveduras
(ALMEIDA et al., 2007).

Furfural e HMF podem afetar o crescimento e a produgdo de etanol dos
microorganismos pela inibicdo de enzimas importantes do metabolismo como a élcool
desidrogenase, a piruvato desidrogenase e a aldeido desidrogenase (TAHERZADEH
et al., 2000). A molécula de furfural ainda pode exercer danos a membrana celular
(ALMEIDA et al., 2007).
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Durante a fermentacao, a levedura S. cerevisiae pode reduzir o furfural e o HMF a
alcoois que sdo menos téxicos para as células (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000), como o é&lcool furfurilico e 2,5-bis-hidroximetilfurano, respectivamente
(JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). O potencial inibitério desses
compostos € comumente analisado isoladamente, porém sua combinacdo pode

representar um desafio maior para as células (VAN MARIS et al., 2006).

A inibicdo do desempenho fermentativo das leveduras pelos principais grupos de
inibidores lignoceluldsicos é um enorme obstaculo para a producdo em larga escala
de etanol de segunda geracdo (ALMEIDA et al.,, 2007). Estratégias como a
desintoxicacao (remocéao dos inibidores) dos hidrolisados é frequentemente utilizada
para aumentar a fermentabilidade. Entretanto, deve ser evitada pelo custo adicional
no processo de producao do etanol (VON SIVERS et al., 1994) e a possivel retirada
de acucares fermentaveis do meio (RIVARD et al., 1996). Pensando nisso, entender
guais os compostos mais inibitérios dentro de um hidrolisado pode ser uma ferramenta
util para selecéo de cepas mais resistentes a eles ou, até mesmo, o desenvolvimento

de organismos geneticamente modificados para suportar suas concentragoes.

1.5 A CASCA DE COCO VERDE

O coqueiro (Cocos nucifera) esta sendo cultivado em diversos paises ao redor do
mundo, principalmente na Indonésia, Filipinas, India, Brasil e Tailandia, que produzem
mais de 80% da producdo mundial de coco. No ano de 2017, aproximadamente 60,7
milhdes de toneladas desse fruto foram produzidas, dos quais 2,8 milhdes de
toneladas foram colhidos no Brasil, numa area de planta¢cées em torno de 287.000 ha
(FAOSTAT, 2017).

A industria alimenticia utiliza cocos para obter varios produtos como 6leo de coco,
cOCOo seco, coco ralado, leite de coco e agua de coco (MARTINS; JESUS JR, 2014),
mas descarta sua casca como lixo. A casca de coco abrange de 80% a 85% do peso

do fruto, o que resulta em grandes quantidades de residuos despejados no ambiente.
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Cerca de 70% do lixo gerado nas praias do Nordeste do Brasil € composto por cascas
de coco verde (EMBRAPA, 2004).

E importante destacar também que a casca do coco tem um alto teor de lignina,
tornando-a de dificil decomposi¢cdo no ambiente. Além disso, sua degradacéo libera
compostos fendlicos toxicos para humanos e animais, que podem penetrar o solo e
poluir os lencois freaticos (ANKU; MAMO; GOVENDER, 2017). Devido a enorme
quantidade desses residuos no meio ambiente (CARRIJO; LIZ; MAKISHIMA, 2002),
0 uso dessa biomassa na producdo de etanol 2G constitui uma solugdo possivel e
sustentavel. Inclusive, essa producdo pode ser uma maneira de beneficiar o

desenvolvimento rural, pois o coco é obtido principalmente por pequenos produtores.

Para resolver esse problema de poluicdo ambiental, estudos para uso sustentavel da
casca de coco tém sido realizados. SOARES e colaboradores (2017) desenvolveram
um pré-tratamento alcalino utilizando o mesocarpo do coco verde que resultou numa
alta concentracédo de acucares. Em 2019, BOLIVAR-TELLERIA adaptou o processo
melhorando a hidrélise enzimética e aumentou o teor de aglcares no meio, porém 0s

titulos de etanol produzidos na fermentacao continuaram 0s mesmos.

Uma maneira de ampliar o conhecimento sobre esse residuo € analisar o
comportamento das leveduras frente aos compostos inibitérios do hidrolisado do coco
verde, pois eles interferem no crescimento desses microrganismos € no processo

fermentativo, afetando a concentracéo final do etanol.

Considerando o impacto que os compostos inibitérios tém no crescimento e na
fermentacdo dos microrganismos, torna-se crucial investigar os seus efeitos
individuais e aditivos deles nas mesmas concentracdes que geralmente sao
encontrados, para aprimorar estratégias que possam aumentar viabilidade econémica

da producéo do etanol 2G.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os principais efeitos dos potenciais inibidores dos hidrolisados da casca de
coco verde no processo de fermentacao utilizando a cepa G2-104, uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada para producdo de etanol de

segunda geracao.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar o crescimento da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentragfes de acido acético, acido férmico e acido 4-hidroxibenzoico, separados

€ em associacao;

. Avaliar o perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentragfes de acido acético, acido férmico e acido 4-hidroxibenzoico, separados

€ em associagao;

. Calcular e analisar o rendimento e produtividade de etanol da cepa G2-104 em
meio sintético com diferentes concentracdes de acido acético, acido formico e acido

4-hidroxibenzoico, separados e em associacgao;

. Avaliar o perfil fermentativo da linhagem G2-104 no hidrolisado de coco com

diferentes concentracfes de acido acético, acido férmico e acido 4-hidroxibenzdico;

. Calcular e analisar o rendimento e produtividade de etanol da cepa G2-104 no
hidrolisado de coco com diferentes concentracdes de acido acético, acido férmico e

acido 4-hidroxibenzéico, separados e em associacao;
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Figura 4 - Fluxograma do delineamento experimental. A) Teste de crescimento em meio
sintético com inibidores; B) Fermentacdo em meio sintético com inibidores; C) Fermentacao
do hidrolisado da casca de coco verde com inibidores. Siglas: AAC = Acido acético; AFO =
acido formico; A4H = &cido 4-hidroxibenzoico; HMC = Hidrolisado do mesocarpo da casca

de coco verde.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LEVEDURA

A cepa de S. cerevisiae utilizada nesse estudo é a G2-104, que se encontra
armazenada em meio YPDX (10 g/L de estrato de levedura, 20 g/L de peptona
bacterioldgica, 10 g/L de glicose e 10 g/L de xilose) suplementado com 30% (v/v) de
glicerol a -80°C, no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronegdcio (LBAA),
Universidade Federal do Espirito Santo. Essa levedura foi modificada geneticamente
para consumir de xilose e foi desenvolvida (sob sigilo) para producéo de etanol 2G
pelo Laboratory of Molecular Cell Biology, KU Leuven, Flanders, Bélgica. A G2-104 é
derivada da cepa Ethanol Red — uma levedura industrial etanologénica muito utilizada
em estudos sobre fermentacdo — e foi selecionada pela sua alta capacidade

fermentativa.

4.2 INOCULOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Todos os experimentos foram iniciados a partir de pré-indculos cultivados em meio de
cultura YPDX, incubados a 30 °C por 48 horas com agitacdo de 200 rpm. Antes dos
testes de crescimento em microplacas, a linhagem G2-104 foi crescida em YPDX até
atingir a DOesoonm 1,0, que corresponde a sua fase exponencial de crescimento. Ja para
o teste de fermentacdo que precisa de uma concentracdo maior de células, a levedura
foi crescida em YPDX até a fase exponencial tardia e os experimentos iniciados na
DOsoonm 4,0.
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4.3 INIBIDORES

Os compostos inibitérios e a faixa das suas concentracdes utilizados neste trabalho
foram escolhidos baseados em estudos anteriores sobre a composicdo dos
hidrolisados alcalinos do mesocarpo de coco verde (SOARES et al., 2016, 2017). O
efeito do acido acético foi avaliado nas concentracfes de 3 g/L, 7 g/L e 9 g/L; do &cido
férmico nas concentracfes de 2 g/L, 6 g/L e 9 g/L; e do acido 4-hidroxibenzadico, foram
testadas as concentragbes de 0,1 g/L, 0,2 g/L e 0,5 g/L. Os inibidores foram
adicionados em meio sintético liquido YNB (6,7 g/L de base nitrogenada em agua
destilada) e o pH ajustado para 5,0 com NaOH a 5 M. A guantidade de acucar
adicionada foi de acordo com cada experimento.

Cada inibidor foi testado individualmente e em associagdo no meio YNB, tanto no
crescimento quanto na fermentacéo da cepa G2-104. Todos 0s experimentos tiveram

o pH inicial ajustado para 5,0.

4.4 TESTE DE CRESCIMENTO

O teste de crescimento da levedura na presenca dos inibidores foi realizado utilizando
um leitor de microplacas Synergy™ HT Multi-Detection Reader (BioTek Instruments,
Winooski, VT). Células da cepa G2-104 foram crescidas até a DOsoonm 1,0 em YPDX,
colhidas por centrifugacdo (5 min. a 3000xg), lavadas em agua destilada estéril,
centrifugadas novamente e ressuspendidas em meio YNB (6,7 g/L de base
nitrogenada de levedura, 10 g/L de glicose e 10 g/L de xilose).

Os experimentos foram realizados em triplicata biolégica, no qual células de preé-
cultivos independentes eram inoculadas em 400ul de meio contendo as
concentracfes de cada inibidor — individualmente e em associacdo — a uma DOs3onm
inicial entre 0,2 - 0,5. O ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pocos, que eram

incubadas no leitor pré-ajustado para manter a temperatura de 30 °C por 48 horas.
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As curvas de crescimento foram monitoradas através do Software Gen5™, que media
a densidade 6ptica no comprimento de onda de 630nm em intervalos 15 min. Os dados
foram baixados em planilhas do Excel e convertidos em graficos pelo programa

SciDavis para melhor visualizagéo e analise.

4.5 TESTE DE FERMENTACAO

Fermentacdes semi-anaerdbicas em meio sintético com inibidores foram conduzidas
em frascos de vidro (50 mL) contendo 10 mL como volume de trabalho (Figura 5). Os
frascos eram fechados com tampas de borracha e vedados com Parafilm M®, material
que permite troca gasosa e impede o acumulo de CO2. Os pré-cultivos deste teste
foram cultivados em YPDX (liquido) por 16 horas. Logo apés, foram centrifugados por
5 min a 3000xg, lavados com agua destilada autoclavada e ressuspendidos em YNB.
Os meios sintéticos utilizados nesse experimento foram preparados com 24 g/L de
glicose e 6 g/L de xilose, que corresponde a uma média da relacdo de hexoses e

pentoses encontradas nos hidrolisados lignocelulésicos.

Figura 5 - Teste de fermentacdo em meio sintético realizado em frascos de 50
mL.
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A fermentacéo foi iniciada na DOesoonm = 3,5 — 4,0 e as culturas incubadas a 30 °C por
48h com agitacdo de 100 rpm, uma rotacdo que ndo chega a oxigenar o meio mas é
suficiente para suspender as células da levedura e evitar sua sedimentacdo. As
amostras foram retiradas (500 uL) nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48h e armazenadas a

-20 °C para posteriores analises do consumo dos agucares e producao de etanol.

4.6 HIDROLISADO DA CASCA DE COCO VERDE

4.6.1 Obtencdo e producdo do pé do mesocarpo

As cascas de coco verde utilizadas neste estudo foram fornecidas gentilmente pelos
comerciantes de 4gua de coco do litoral da cidade de Vitéria/ES, Brasil. No laboratério
(LBAA) os frutos eram lavados com agua e detergente, para limpeza do material antes
da extracdo do mesocarpo. Para utilizacdo do mesocarpo do fruto, o epicarpo era
retirado manualmente com uma faca serrilhada e 0 mesocarpo era extraido em lascas
até o epicarpo. Depois da extracdo, 0 mesocarpo foi seco em estufa na temperatura
de 105 °C até que a umidade se encontrasse abaixo de 5% (p/p). Em seguida, o
mesocarpo foi moido em um disco vibratério por 90 segundos a uma velocidade de
1100 rpm para obtencdo do pd, que foi peneirado numa peneira de 212 uM e

armazenado na geladeira até a utilizacao

4.6.2 Pré-traramento alcalino

O pré-tratamento alcalino do hidrolisado de coco verde foi produzido adicionando o po
do mesocarpo a uma solu¢cdo de NaOH a 1% (m/v), a carga solida da biomassa
utilizada neste tratamento € de 18% (m/v). A mistura foi feita em frascos erlemeyer e
deixada em um shaker com agitacdo de 200 rpm durante 1 hora na temperatura de

25 °C. No fim desse tempo, ajustou-se pH do meio para 5,0 com H2S04, adicionou-
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se 0,05g de PEG4000 para cada grama de biomassa e foi mantido a 50 °C por 2 horas

com agitacao de 200 rpm.

4.6.3 Hidré6lise enimatica

Para realizagdo da hidrélise enzimatica, utilizou-se um coquetel enzimatico Cellic®
CTec 2 da Novozymes, que € composto por celulases, 3-glicosidases e hemicelulase.
A dosagem do coquetel acrescentado ao meio € de 0,05 — 0,50% p/p (g enzimal/g
celulose). A sacarificagdo ocorreu durante 24 horas na temperatura de 50 °C em uma
agitacdo de 200 rpm. Logo apoOs esse processo, 0 meio foi filtrado a véacuo,
autoclavado e armazenado na geladeira. Para a fermentacdo deste hidrolisado,

acrescentou-se ureia (2 g/L) como fonte de nitrogénio para levedura.

4.7 FERMENTACAO DO HIDROLISADO DA CASCA DE COCO VERDE

A cepa G2-104 também teve sua fermentacdo avaliada no hidrolisado do mesocarpo
de coco verde com a adi¢do dos inibidores (acido acético, acido formico e &acido 4-
hidroxibenzébico) ao meio. Apds o preparo dos hidrolisados, aliquotas de 9 mL foram
distribuidas em frascos de vidro de 50 mL. Nos tratamentos, adicionou-se as
concentracdes de 7 g/L de acido acético, 6 g/L de acido férmico e 0,2 g/L de acido 4-
hidroxibenzdico, separadamente. Cada inibidor foi diluido em 1 mL de agua e
adicionado nos frascos com o hidrolisado completando o volume final de trabalho de

10 mL. Nos controles, apenas agua destilada foi adicionada.

O experimento decorreu por 48 horas com as mesmas condi¢coes dos experimentos
de fermentacao ja descritos anteriormente. As amostras também foram retiradas nos

tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas e armazenadas a -20 °C para as analises posteriores
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Figura 6 - Teste de fermentac&o do hidrolisado realizado em frascos de 50 mL.

4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES E ETANOL

Amostras coletadas nos experimentos de fermentacdo da cepa G2-104, dos meios
sintéticos e do hidrolisado, foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi diluido 10X em agua ultrapura e filtrado com um filtro de seringa PES
de 0,22 uM antes das analises.

Realizou-se a andlise dos acucares e do etanol por cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando uma unidade de HPLC Shimadzu (LC-20AT Prominence, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao). As concentracdes dos compostos foram determinadas
utilizando uma coluna Resex ROA-Acidos Organicos (300 x 7,8 mm) com deteccio
por indice de refragdo (RID-10A). Um volume de 10 pL das amostras preparadas era
injetado na coluna cromatografica. As moléculas foram eluidas no modo isocratico
com a taxa de fluxo de 0,6 mL/min., utilizando solucéo de 2,5 mmol/L de H2SO4 a 60

°C como fase movel. Os calculos foram realizados com o software LCSolution versao
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1.25 SP2 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) e as curvas padrdo para glicose,

xilose, manose e etanol foram feitas na faixa de 0,1 e 10 g/L.

4.9 DETERMINACAO DE RENDIMENTOS

O rendimento do etanol (Ypss) foi calculado dividindo a maior concentracao de etanol
encontrada pelos aglcares consumidos até o momento. Para determinar a taxa de
produtividade volumétrica do etanol (Qp), a concentracdo de etanol dividia pelo tempo
de fermentacdo de 12 horas, que corresponde a fase de maior producédo de etanol
nos experimentos (ADEBOYE; BETTIGA; OLSSON, 2014).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO DOS INIBIDORES NO CRESCIMENTO DE S. cerevisiae

Com o objetivo de investigar se o0s compostos inibitérios exercem efeitos
caracteristicos no padréo de crescimento de S. cerevisiae, cultivou-se a cepa G2-104
em meio sintético (YNB) na presenca de diferentes concentracdes de acido acético
(AAC), acido férmico (AFO) e acido 4-hidroxibenzéico (A4H). O meio sintético de
cultivo é utilizado em importantes estudos sobre a avaliacdo de resposta de S.
cerevisiae a inibidores (ADEBOYE; BETTIGA; OLSSON, 2014; VERDUYN et al.,
1992). Este meio foi escolhido por ser composto apenas com 0s nutrientes essenciais
para o crescimento de leveduras. Dessa forma, os experimentos foram planejados
com o intuito de reduzir o nimero de compostos no ensaio e diminuir o risco dos
inibidores reagirem com outras moléculas do meio. Os inibidores foram adicionados
separadamente nesta etapa e o perfil de crescimento foi analisado por 48 horas em

um leitor de microplacas (Figura 7).
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Figura 7- Curva de crescimento da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes inibidores.
(A) acido acético em YNB; (B) acido formico em YNB; (C) &cido 4-hidroxibenzdico em YNB.
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A linhagem apresentou perfis de crescimento distintos entre os trés inibidores
avaliados neste experimento. Na presenca de acido acético, o crescimento maximo
da levedura diminuiu de acordo com o aumento da concentra¢do do &cido, com uma
sobreposicao na concentracéo final de células nos testes com 7 g/L e 9g/L (AAC)
(Figura 7A). Esses resultados se assemelham ao que HELLE (et al., 2003) obteve ao
examinar o efeito de &acido acético no desempenho de uma cepa geneticamente
modificada para produgéo de etanol 2G. A concentragdo utilizada no estudo foi de 3
g/L de acido sob o pH 3,5 ou 5, e em ambas condi¢des a taxa de crescimento maxima

foi afetada pelo inibidor.

CASEY (et al., 2010) observou diminui¢des significativas na concentracdo maxima de
biomassa de S. cerevisiae na presenca de acido acético. Os testes foram feitos com
diferentes concentracfes do acido e sob diferentes valores de pH controlado, onde
perceberam que a medida que o pH era aumentado, o efeito inibitério foi reduzido.
Esses resultados estéo relacionados a quantidade de &cido acético ndo dissociado no
experimento, sendo que quanto maior o pH menos moléculas de &cidos néo

carregados vao estar no meio.

No presente trabalho (Figura 7A), o perfil da curva de crescimento da levedura
também sofreu alteracdo apos a adicdo de 9 g/L de acido acético, onde nota-se um
alongamento da fase adaptativa (lag) da cepa nas 6 horas iniciais. Em um recente
estudo com cepas modificadas para consumo de xilose, quando adicionou-se 10 g/L
de acido acético também foi observado essa fase de atraso do crescimento no periodo
de 6 horas (KO; UM; LEE, 2016). A fase lag € conhecida como um periodo de ajuste
no qual uma determinada populagdo de microrganismos se adapta a um novo meio
antes de comecar a crescer exponencialmente (MEDAWAR; STREHAIANO; DELIA,
2003; SWINNEN et al., 2004). No entanto, a cepa foi inoculada durante a fase
exponencial do seu crescimento, — como mostrado no perfil de crescimento do
controle — indicando que o meio se tornou estressante para o seu desempenho nesta

concentracao.

O perfil de crescimento da levedura com acido formico em YNB mostrou que a adi¢cao
deste acido exerceu efeito negativo no seu crescimento (Figura 7B). A concentracao
final de células em todos os tratamentos foi menor que o demonstrado no controle,

entretanto ndo houve o aparecimento de uma fase lag nas curvas avaliadas. Observa-
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se gque, em todos os testes, as culturas iniciaram crescendo na fase exponencial, ou
seja, as células continuaram com o metabolismo voltado para o crescimento, apesar

de néo terem alcancado a taxa de crescimento que a populacdo do controle atingiu.

No cultivo da cepa G2-104 com diferentes concentracdes do acido 4-hidroxibenzoico
nao houve diferencas fenotipicas no seu padrao de crescimento. Em todos os ensaios
realizados, o crescimento se mostrou semelhante no perfil da curva e na concentracao
final de células do controle (Figura 7C). Esses resultados no crescimento s&o
interessantes para utilizacdo dos hidrolisados de coco verde, considerando que o

mesocarpo do coco é rico em &cido 4- hidroxibenzéico (KATIHA et al., 2005).

Apos realizar os cultivos da cepa G2-104 em meio sintético na presenca dos inibidores
individualmente, verificou-se o crescimento da levedura com os compostos inibitérios
em associacdo. Os resultados apresentados na Figura 8 mostram os perfis de
crescimento da cepa na adicao de acido acético (3 g/L, 7 g/L e 9 g/L) e acido férmico
(2 g/L, 6g/L e 9 g/L); acido acético (3 g/L, 7 g/L e 9 g/L) e acido 4-hidroxibenzébico (100
mg/L, 200 mg/L e 500 mg/L); e &cido férmico (2 g/L, 6g/L e 9 g/L) e &cido 4-
hidroxibenzéico (100 mg/L, 200 mg/L e 500 mg/L).

As curvas de crescimento das culturas com a adicdo de acido acético e acido férmico
apresentou caracteristicas Unicas a medida que as concentracdes destes inibidores
eram acrescidas ao meio (Figura 8A). Nas concentracdes de 3 g/L (AAC) e 2 g/L
(AFO), o perfil de crescimento da levedura se assemelhou ao do controle nas

primeiras horas do cultivo, mas a concentracgao final de células é notavelmente menor.

O padréo de crescimento da cepa cultivada com 7 g/L (AAC) e 6 g/L (AFO) mostra o
aparecimento de uma fase lag com duracdo de aproximadamente 24 horas e um
crescimento reduzido, evidenciando a toxicidade desses compostos na condi¢ao
avaliada. Embora a populacdo tenha crescido depois desta fase de adaptacao,
problemas como esses podem acarretar em outras complicagcdes na fermentacao
industrial, como o crescimento de microorganismos contaminantes no meio e a perda
de tempo no processo fermentativo, gerando despesas extras (FERREIRA et al.,
2017). As concentracdes de 9 g/L (AAC) e de 9 g/L (AFO) foram muito toxicas para a

levedura, impedindo o seu crescimento e indicando a morte das células no meio.
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Figura 8 - Curva de crescimento da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes dos inibidores em associacdo. (A) acido acético e acido formico; (B) acido
acético e acido 4-hidroxibenzoico; (C) acido férmico e acido 4-hidroxibenzéico.
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Quando os efeitos do acido acético com acido 4-hidroxibenzdico sdo avaliados juntos,
o padrao de crescimento se assemelha ao que foi encontrado nos testes feitos com a
adicdo individual do acido acético em meio sintético. Observa-se que a concentracao
final de células foi maior no controle e diminuiu gradativamente com o aumento das

concentracfes dos inibidores (Figura 8B).

O perfil de crescimento da G2-104 com o acréscimo de acido 4-hidroxibenzdico e
acido férmico ao meio sintético seguiu 0 mesmo padrao encontrado nas curvas de
crescimento com concentracdes de &cido férmico adicionado individualmente (Figura
8C). Dessa forma, os resultados evidenciaram que acido 4-hidroxibenzdéico né&o
exerce efeito sinérgico com os acidos acético e formico no perfil de crescimento.
ADEBOYE e colaboradores (2014) mostraram que altas concentracdes do acido 4-
hidroxibenzéico podem inibir a taxa de crescimento, mas ndo altera o perfil do
crescimento com fases de atraso. Porém, eles avaliaram os efeitos de compostos
fendlicos em concentracdes proximas ao limite de toxicidade para S. cerevisiae, € no
presente estudo, o objetivo foi avaliar os compostos nas suas concentracdes

comumente encontradas em hidrolisados do mesocarpo de coco verde.

5.2 EFEITO DOS INIBIDORES NO PERFIL FERMENTATIVO DE S. cerevisiae

Para verificar a influéncia dos compostos inibitérios no desempenho fermentativo da
cepa G2-104, fermentagbes semi-anaerobicas em meio sintético com inibidores foram
realizadas. Como os compostos inibitdrios podem apresentar efeitos diferentes do
crescimento no perfil fermentativo de S. cerevisiae, acompanhou-se a fermentacéo da
cepa monitorando o consumo de acgucares e a producéo de etanol na presenca dos

inibidores durante 48 horas.

Nesta primeira etapa do experimento, a levedura foi avaliada na presenca de &cido
acético (Figura 9), acido formico (Figura 10) e acido 4-hidroxibenzéico (Figura 11), que

foram adicionados nas mesmas concentracdes dos testes de crescimento. Por se
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tratar de uma levedura de producéo de etanol 2G, o ensaio foi preparado em meio

YNB suplementado com glicose e xilose.

O perfil de consumo de agucar nos testes com acido acético (Figura 9) foi diferente
nas trés concentracdes avaliadas. A glicose foi completamente consumida nas
primeiras 12h com uso de 3 g/L de acido acético, sendo que no tempo de 6h havia

menor quantidade de glicose no meio que o controle (Figura 9B).

Na concentracéo de 7 g/L (AAC), nota-se um atraso no consumo de glicose, que se
esgotou em aproximadamente 24h (Figura 9C). Na fermentacdo com 9 g/L de acido
acético, a hexose foi totalmente consumida apenas apos ~48h. Mesmo havendo
diferenca no tempo de consumo de aclcar e producdo de etanol, os titulos de todos

os tratamentos foram semelhantes, atingindo ~10 g/L de etanol.
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Figura 9 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes de inibidores. (A) controle; (B) 3 g/L de &cido acético; (C) 7g/L de acido
acético; (D) 9 g/L de acido aceético. Simbolos: A = Glicose; ¢ = Xilose; ¥ = Etanol.
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As fermentacfes da cepa G2-104 com acido férmico (nas concentracdes de 2 g/L e 6
g/L) tiveram perfis semelhantes, consumindo toda a glicose e obtendo a maior
concentragdo nas primeiras 12h do experimento (Figuras 10B e 10C). Os efeitos
mostrados nos testes de crescimento com &cido férmico, em que todas as
concentracfes avaliadas resultaram em curvas semelhantes, foram diferentes na
fermentacdo. Neste experimento, observou-se o impacto da concentracdo de 9 g/L
(AFO) no consumo de acgucar, que ao final de 48h de experimento, ainda havia
aproximadamente de 10 g/L de glicose residual no meio (Figura 10D).
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Figura 10 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes de acido formico. (A) controle; (B) 2 g/L de acido férmico; (C) 6 g/L de acido
férmico; (D) 9 g/L de acido formico. Simbolos: A =Glicose; ¢+=Xilose; ¥=Etanol

O &cido 4-hidroxibenzdico ndo provocou efeitos notaveis no perfil de fermentacéo
guando comparado ao controle. A cepa G2-104 néo exibiu diferencas visuais no perfil
fermentativo nas diferentes concentracdes de A4H (0,1 g/L, 0,2 g/L e 0,5 g/L)

adicionados individualmente (Figura 11).
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Figura 11 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes de acido 4-hidroxibenzdéico. (A) controle; (B) 0,1 g¢/L de &cido 4-
hidroxibenzoéico; (C) 0,2 g/L de &cido 4-hidroxibenzoico; (D) 0,5 g/L de &cido 4-
hidroxibenzoéico. Simbolos: A =Glicose; ¢=Xilose; x=Etanol.

Com objetivo de verificar se os compostos em conjunto exercem efeitos de inibicao
diferentes dos exercidos individualmente no perfil fermentativo de S. cerevisiae, 0

desempenho da cepa G2-104 foi avaliado na presenca dos inibidores em associacao.

As mesmas concentracdes dos compostos inibitérios do teste de crescimento foram
utilizadas neste ensaio. Novamente os inibidores foram divididos em pares para a
realizacdo do teste, sendo: acido acético (3 g/L, 7 g/L e 9 g/L) e acido formico (2 g/L,
6g/L e 9 g/L); &cido acético (3 g/L, 7 g/L e 9 g/L) e acido 4-hidroxibenzadico (0,1 g/L,
0,2 g/L e 0,5 g/L); e &cido formico (2 g/L, 6g/L e 9 g/L) e acido 4-hidroxibenzéico (0,1
g/L, 0,2 g/L e 0,5 g/L). As amostras coletadas nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48h foram
analisadas e os dados obtidos estéo representados na forma de graficos nas Figuras
12,13 e 14.
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Figura 12 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes de acido acético e acido férmico em associacdo. (A) controle; (B) 3 g/L de
acido acético e 2g/L de acido férmico; (C) 7 g/L de &cido acético e 6 g/L de acido férmico.
A =Glicose; ¢=Xilose; x=Etanol.

Nas fermentacdes com as menores concentracbes dos compostos inibitdrios em
associacao, o perfil fermentativo ndo apresentou alteracdes significativas nos tempos
de consumo dos acgucares e producao de etanol (Figuras 12B, 13B e 14B). A glicose
foi consumida nas primeiras 12h e a concentracdo de xilose residual foi de
aproximadamente 4 g/L, semelhantes os experimentos anteriores. As concentracdes
maximas de etanol encontradas também foram parecidas, demonstrando que 0s
compostos nessa faixa de concentracao ndo exercem efeitos inibitorios na velocidade

do consumo de glicose e nem na producéo do etanol.

No entanto, o perfil fermentativo da cepa mudou com a adi¢céo de 7 g/L (AAC) e 6 g/L
(AFO) no mesmo meio, sendo que apos as 48 h de cultivo, a concentracdo residual

de glicose foi de ~18 g/L, da xilose ~5 g/L e a producéo de etanol maxima encontrada
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foi cerca de 1,5 g/L (Figura 12C). Quando a cepa fermenta em meio contendo apenas
7 g/L de acido acético, nota-se um pequeno atraso no consumo de glicose, mas ela é
completamente consumida apds 24h. E na fermentacéo com 6 g/L de acido férmico

adicionado individualmente, o perfil encontrado é semelhante ao controle.

Os testes realizados utilizando as concentracfes de AAC (9 g/L) e de AFO (9 g/L)
foram muito téxicos para o desenvolvimento da G2-104 como visto no teste de
crescimento. De acordo com NARAYANAN (et al., 2016), concentragOes altas de
in6culo podem exercer muitos efeitos benéficos na desintoxicacdo de um inibidor,
incluindo: (I) a heterogeneidade populacional, onde subpopula¢bes ficam mais
envolvidas na desintoxicacéo, facilitando o crescimento de outras subpopulacdes; e
(Il) “seguranga em numeros”, ou seja, diminuindo a proporgédo de concentracéo do
inibidor sobre a concentracédo celular. concentragdo celular. Por esse motivo, as
mesmas concentracdes foram utilizadas com quantidades iniciais de indculo

diferentes. Porém, ndo houve mudanca no resultado.

O acido acético e o acido benzdico (estruturalmente semelhante ao &cido 4-
hidroxibenzéico) sao inibidores bem conhecidos de microrganismos e geralmente sao
usados como conservantes de alimentos (BROWN; BOOTH, 1991). No entanto, o
perfil fermentativo avaliado com a adicéo de acido 4-hidroxibenzdico e acido acético
nao evidenciou nenhum impacto significativo no perfil fermentativo da cepa (Figura
13).
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Figura 13 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentracdes de acido acético e acido 4-hidroxibenzéico em associacdo. (A) controle; (B) 3
g/L de acido acético e 0,1 g/L de acido 4-hidroxibenzéico; (C) 7 g/L de acido acético e 0,2 g/L
de acido hidroxibenzodico; (D) acido acético e 0,5 g/L de acido 4-hidroxibenzdico. Simbolos:
A =Glicose; ¢=Xilose; x=Etanol.

Quando se avaliou as fermentagfes do acido 4-hidroxibenzoico com o &cido férmico
(Figura 14), apenas na concentracéo de 0,5 g/L (A4H) juntamente com 9 g/L (AFO)
em meio sintético, que observou-se diferencas no perfil fermentativo da levedura. Nos
testes com inibidores individuais, na concentracédo de 9 g/L (AFO), a quantidade de
glicose residual ao fim da fermentacao € de ~ 10 g/L. J& no perfil fermentativo da cepa
em meio de cultivo com 9 g/L (AFO) e 0,5 g/L (AH4), a glicose foi completamente
consumida ao fim do experimento (Figura 14D). No experimento realizado com os
inibidores AFO e A4H houve a producdo do dobro de etanol quando comparado com
o teste apenas com o AFO, demonstrando que o A4H ou a associacao dele com AFO
foi responsavel por melhorar a resisténcia da cepa aos inibidores e aumentar o

rendimento etandlico da fermentacéo.
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Figura 14 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético com diferentes
concentrac¢des de &cido férmico e &cido 4-hidroxibenzoico em associagdo. (A) controle; (B) 2
g/L de acido férmico e 0,1 g/L de acido 4-hidroxibenzdico; (C) 6g/L de acido férmico e 0,2 g/L
de &cido 4-hidroxibenzéico; (D) 9g/L de acido férmico e 0,5 g/L de &cido 4-hidroxibenzéico.
Simbolos: A=Glicose; +=Xilose; ¥=Etanol.

Os perfis fermentativos realizados mostraram que o desempenho da G2-104 se altera
dependendo das condi¢bes do meio, com a velocidade de consumo de acgucares e
producBes maximas de etanol variando nos tempos amostrados. Considerando que
apos o pico maximo da concentracéo de etanol produzido pela levedura, ela passa a
consumi-lo, torna-se indispensavel o conhecimento desse tipo de perfil para obtencéo

de um processo fermentativo com alto desempenho.

Em todos os experimentos de fermentacao realizados, o consumo de xilose foi muito
baixo. Sabendo que a repressdo a glicose do metabolismo das leveduras é uma

barreira significativa para a utilizacao eficiente dos acucares mistos encontrados nos
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hidrolisados celuldsicos (HA et al., 2011), realizou-se um ensaio fermentativo da cepa

em meio sintético suplementado apenas com xilose (30 g/L) (Figura 15).

Curiosamente, durante as 48h do ensaio de fermentagédo com as mesmas condi¢oes
dos outros testes descritos, ndo se detectou producdo de etanol nas amostras
coletadas. O consumo desse agucar também foi baixo, restando uma média de 23 g/L
de xilose ao fim do experimento. Demonstrando que a cepa ndo consegue Sse

desenvolver bem com pentoses, mesmo na auséncia de glicose.
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Figura 15 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 em meio sintético suplementado com
xilose.¢=Xilose; ¥=Etanol.

Em hidrolisados lignocelulésicos um misto de acucares e outros compostos s&o
encontrados no meio, principalmente glicose e xilose. Devido as etapas adicionais na
producdo do etanol de segunda geracao, para atingir a viabilidade econémica do
processo € primordial a utilizagdo de um microrganismo que consiga fermentar
pentoses e hexoses. No presente trabalho, a cepa G2-104 demonstrou tolerancia aos
inibidores adicionados no perfil fermentativo, porém nao conseguiu utilizar

eficientemente as pentoses do meio.
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5.3 EFEITO DAS CONCENTRACOES DOS INIBIDORES NO RENDIMENTO DE
ETANOL

Apos a avaliacéo do perfil fermentativo, com o objetivo de observar a quantidade de
acucares consumidos que foram efetivamente convertidos em etanol e a velocidade
dessa producdo, célculos do rendimento de etanol (Yeis) e da produtividade
volumeétrica do etanol (Qp) foram realizados (Tabela 2). O pH das culturas também foi

mensurado.

Todos os experimentos tiveram o pH inicial ajustado para 5,0, que é o valor
considerado ideal para o crescimento e fermentacdo de S. cerevisiae. Além disso,
essa faixa de pH € mesma utilizada para hidrélise enzimatica e fermentacdo dos

hidrolisados do mesocarpo da casca de coco verde (SOARES et al., 2016, 2017).

Apesar dos outros experimentos com inibidores demonstrarem diferencas no
crescimento e perfil fermentativo, os rendimentos de etanol ndo foram afetados
negativamente. A cepa G2-104 possui alta capacidade fermentativa e seus
rendimentos de etanol ficaram em torno de 90% do rendimento tedrico. Na maioria
dos tratamentos, as médias dos rendimentos foram maiores que a do controle, mas

nao apresentaram diferengas significativas.

Essa resposta frente aos inibidores pode ser explicada pela caracteristica que os
compostos avaliados tém de entrar nas células das leveduras e acidificarem o pH
citosdlico, resultando no aumento da demanda energética do organismo para o
bombeamento dos solutos para o meio externo. Para suprir essa demanda de ATP,
em condi¢cOes anaerobicas, as células investem uma maior proporgao do agucar para
converter em etanol em vez de destina-las ao crescimento celular (HELLE et al.,
2003).
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Tabela 2 - Rendimento e produtividade volumétrica do etanol na fermentacao da cepa G2-
104 em meio sintético com e sem a adicao de inibidores. Os valores de pH demonstrados sédo
referentes ao meio fermentativo ao fim de 48 horas.

Inibidores Respostas

EXp. AAC  AFO  AH4 v Q pH
@L) (@@L  (mglL) P0/9)  (geonLthY) final
A 0 0 0 0,41 + 0,03 0,71+ 0,16 2,5
B 0 0 100 0,39 0,04 0,75+ 0,07 25
C 0 0 200 0,41+ 0,04 0,78 + 0,04 2,5
D 0 0 500 0,41 £ 0,02 0,75 0,05 2,6
E 0 2 0 0,45 + 0,03 0,86 + 0,04 4.9
F 0 6 0 0,47 +0,03 0,85 £ 0,02 5,2
G 0 9 0 0,44 + 0,03 0,09 £ 0,03 4,8
H 3 0 0 0,44 + 0,03 0,82 £0,04 42
| 7 0 0 0,44 + 0,01 0,61+ 0,36 4.6
J 9 0 0 0,44 + 0,01 0,39 + 0,37 47
K 0 2 100 0,45 + 0,01 0,75+ 0,18 438
L 0 6 200 0,45 £ 0,02 0,82 0,08 4.9
M 0 9 500 0,47 +0,03 0,82+ 0,17 5,3
N 3 0 100 0,41 + 0,02 0,79 + 0,05 4.4
0 7 0 200 0,39 + 0,04 0,73+ 0,10 43
P 9 0 500 0,40 + 0,04 0,21 + 0,09 47

Q 3 2 0 0,45 + 0,02 0,85 + 0,03 5

R 7 6 0 0,06 + 0,01 0 5
s 9 9 0 0 0 4.9

A produtividade volumétrica de etanol da cepa G2-104 foi expressivamente menor nos

experimentos G (0,09 g/L/h) e P (0,21 g/L/h) da Tabela 2, que correspondem

respectivamente, as fermentacdes realizadas com 9 g/L de acido formico adicionado

individualmente e as fermentacées em meio sintético com a adi¢do de 9 g/L de acido

acético juntamente com 0,5 g/L de acido 4-hidroxibenzadico.

Os experimentos R e S (Tabela 2) foram inviaveis para o desenvolvimento da cepa.

Geralmente, baixas concentracdes de acidos estimulam a producdo de etanol, mas

em niveis mais altos, a demanda de ATP pode ser tdo alta que 0s microrganismos

nao conseguem evitar a acidificacao do citosol.
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O pH final das fermentacdes em meio sintético do controle e com a adicdo de A4H
foram diferentes de todos os outros ensaios. Ao fim de 48h, o pH se encontrava em
torno de 2,5, enquanto dos ensaios com a presenca de acidos fracos estavam com o
pH ~ 5. De acordo com PALMQVIST (et al., 1999) quando o pH diminui para abaixo
de 2,7 nas fermentacdes, o crescimento celular cessa. Em contrapartida, nos
experimentos de crescimento do presente estudo, as maiores taxas de crescimento

foram alcancadas pelos controles e nos meios que foram adicionados o AH4.

5.4 PERFIL FERMENTATIVO DE S. cerevisiae NO HIDROLISADO DA CASCA DE
COCO VERDE

Para caracterizar o perfil fermentativo da G2-104 nos hidrolisados do mesocarpo da
casca de coco verde (HMC), fermentacdes foram conduzidas em frascos de vidro (50
mL) nas mesmas condi¢cdes descritas nos experimentos feitos com meio sintético. O
desempenho da cepa foi avaliado no HMC com e sem adicdo dos compostos
inibitérios. Utilizou-se uma concentracdo de cada inibidor nesse ensaio, com o objetivo
de investigar se os compostos exerceriam efeitos diferentes na fermentacao quando
encontrados em maior quantidade nos hidrolisados. As concentracdes utilizadas
foram de 7 g/L de é&cido acético, 6 g/L e acido férmico e 0,2 g/L de acido 4-
hidroxibenzédico, que foram acrescentados separadamente em diferentes frascos
contendo o HMC, que ja possui inibidores, como citado anteriormente no presente
trabalho (Figura 16).
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Figura 16 - Perfil fermentativo da cepa G2-104 no hidrolisado alcalino do mesocarpo do coco
verde com adicao de inibidores. (A) Controle; (B) adi¢cdo de 7 g/L de acido acético; (C) adicao
de 6g/L de &cido férmico; (D) adicdo de 200 mg/L de &cido 4-hidroxibenzdéico. Simbolos:
A =Glicose; +=Xilose; x=Etanol.

Os perfis fermentativos da cepa nos hidrolisados da casca de coco foram semelhantes
em todos os testes. A cepa alcangou a concentra¢cdo maxima do etanol com 12h e em
todos os ensaios a média de acucares residuais foi de 3,21 (+ 0,41) g/L de glicose e
1,81 (= 0,17) g/L de manose/xilose. Os acucares de xilose (pentose) e manose
(hexose) ndo sdo identificados separadamente pelas analises cromatogréaficas
realizadas neste estudo, ambos possuem o mesmo tempo de retencéo. Pelo fato da
cepa nao ter consumido xilose eficientemente em nenhum dos outros experimentos
de fermentacdo, presume-se que a maior parte desta fracdo de acucares dos

hidrolisados alcalinos da casca de coco seja composta por manose.

Em hidrolisados com concentracdes de agUcares suficientemente altas para producéo

economicamente viavel de bioetanol pode haver de 7 a 11 g/L de acido acético
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(CASEY et al., 2010). Neste ensaio, além das quantidades de inibidores ja presentes
no meio, adicionou-se mais 7 g/L de &cido acético e, mesmo assim, nado houve
mudanca aparente no perfil fermentativo cepa, o que indica que esta é uma cepa
robusta e possui caracteristicas desejaveis para industria.

Para finalizar a caracterizacdo da cepa aos principais inibidores encontrados nos
hidrolisados de casca de coco, 0 seu rendimento e a produtividade volumétrica de
etanol também foram calculados (Tabela 3). Como esperado, os rendimentos tiveram
valores menores quando comparados aos valores encontrados no meio sintético. Mas
por se tratar de um meio com uma alta concentracdo de diversos compostos, a cepa
G2-104 demonstrou um bom desempenho, atingindo cerca de 80 % dos rendimentos

tedricos do etanol.

Tabela 3 - Rendimento e produtividade volumétrica do etanol na fermentacdo da cepa G2-
104 no hidrolisado do mesocarpo da casca de coco verde com e sem a adi¢cao de inibidores.
Os valores de pH demonstrados sdo referentes ao meio fermentativo ao fim de 48 horas.

Y
EXPERIMENTOS (g etanollg b pH final
agucar) (Gewon L )
HMC 0,38 £ 0,01 0,79 5,2
HMC + 7 g/L (AAC) 0,36 £ 0,01 0,76 + 0,03 5,1
HMC + 6 g/L (AFO) 0,37 £ 0,05 0,79 £ 0,02 6,2
0,36 £ 0,02 0,75 £ 0,02 5,1

HMC + 200 mg/L (A4H)

Os dados apresentados nesta tabela ndo possuem diferencas significativas
relacionadas aos rendimentos, apenas no pH ao final das fermentacdes. A faixa ideal
de pH para o desenvolvimento de S. cerevisiae é de 5,0 a 5,5 (VERDUYN et al., 1992),
no entanto ela consegue sobreviver em uma ampla faixa de pH. O pH mais préximo
de 7,0 se torna mais estressante para a levedura do que na faixa de 3,0, devido as
suas adaptacdes evolutivas para crescer em ambientes mais acidos (BHARATULA;
BROACH, 2018). No entanto, mesmo com o pH final em 6,2 os rendimentos e

produtividade da cepa G2-104 nao foram afetados.
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6. CONCLUSOES

Os acidos fracos, como o &cido acético e o acido formico, inibem o crescimento da
cepa G2-104. Apesar disso, as concentragdes desses compostos que nao inviabilizam
0 seu desenvolvimento, ndo exercem efeitos prejudiciais aos titulos e rendimento de
etanol produzido, alterando apenas o perfil fermentativo. O acido 4-hidroxibenzébico
nao exerceu nenhum efeito inibitério dentro dos testes realizados, demonstrando que
suas concentracdes relatadas em hidrolisados do mesocarpo do coco ndo prejudicam
o desempenho de S. cerevisiae. Além disso, demonstrou ser benéfico para a levedura
quando adicionado em meio sintético com o &cido férmico, melhorando o seu
desempenho na fermentacéo. Os resultados mostraram a cepa G2-104 possui um
bom desempenho nos hidrolisados por ser tolerante aos principais inibidores deste

meio.
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