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RESUMO - Os residuos de madeira tém se mostrado promissores para a producao de
etanol lignocelulésico. Observa-se que ha uma gama de estudos enfocando as etapas
de pré-tratamento e hidrélise enzimatica nesta area, contudo ndo se observa a mesma
preocupacdo com a fermentacdo. Neste trabalho foi avaliada a fermentacdo do
hidrolisado deeucalyptus urophyllaobtido através de pré-tratamento fisico-quimico e
hidrélise enzimatica (Cellic® CTec2). As fermentacdes foram realizadas utilizando a
levedura $accharomyces cerevis)a€AT-1. Os resultados mostraram que para o
meio sintético (YPG) obteve-se a eficiéncia maxima para a producdo de etanol,
contudo para o hidrolisado a eficiéncia foi de aproximadamente 84% e para 0 meio
sintético com quantidades de HMF e furfural de 7&I@L e 2,6x1G g/L
respectivamente, foi de 91,6%. Demonstrou-se que estes inibidores reduzem a
eficiéncia, mas que ndo sdo o0s Unicos responsaveis pela baixa eficiéncia na
fermentacgéo do hidrolisado.

1. INTRODUCAO

A producdo de etanol lignoceluldésico € considerada um marco para o desenvolvimento
sustentavel. Embora a producéo de etanol a partir da cana-de-acUcar e do amido de milho sejam
tecnologias bem desenvolvidas, a biomassa lignocelulésica, como residuos agricolas, residuos
florestais e residuos sélidos urbanos, representa uma fonte em potencial de matéria-prima para a
producdo de etanol, uma vez que é uma matéria-prima barata, abundante e sustentavel, que esta
disponivel em todo o mundo e ocorre como um subproduto, sem usos competitivos (Yanase et al.,
2012).

Um dos entraves do uso destes materiais € a necessidade de um pré-tratamento que
disponibilize a celulose para que a hidrdlise enzimatica seja efetiva. Isso se da pela rigidez
estrutural conferida pela lignina, grau de acetilacdo da hemicelulose e o proprio grau de
polimerizacédo e cristalinidade da celulose, que atuam como bloqueio, impedindo o acesso das
enzimas celulases (Sun e Cheng, 2002).

No entanto, estes pré-tratamentos além de formarem acUcares derivados da hidrélise e da
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degradacdo da celulose e hemicelulose, formam, também, compostos que podem atuar como
inibidores na fermentacdo. A natureza e concentracdo destes compostos dependem do tipo de
biomassa pré-tratada, assim como das condi¢Bes do processo (Caetano e Madaleno, 2011). Estes
produtos de degradacao, que sédo potenciais inibidores da fermentacéo, se agrupam em trés classes:
os derivados do furano; &cidos alifaticos de baixa massa molecular; e derivados fendélicos (Moon e
Liu, 2012). Em funcdo das elevadas temperaturas aplicadas nos pré-tratamentos, os acucares
produzidos na hidrélise, principalmente da hemicelulose, se degradam gerando 0os compostos
derivados do furano: o furfural, formado a partir da degradacao das pentoses (xilose e arabinose) e
o 5-hidroximetilfurfural (HMF), formado como consequéncia da degradagédo das hexoses (glicose,
manose e galactose) (Moon e Liu, 2012). Estes compostos derivados do furano se comportam
como inibidores dos microrganismos, danificando as paredes e membranas celulares, inibindo o
crescimento celular, reduzindo as atividades enzimaticas e consequentemente a producdo de etanol
(Olea et al., 2012). O presente trabalho tem como objetivo avaliar a inibicdo da levedura em
funcdo da presenca de inibidores HMF e furfural, formados/provenientes da etapa de preé-
tratamento.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material

Para a producédo dos hidrolisados lignocelulésicos foi utilizada a espécie de eucalipto
Eucalyptus urophyllaNa hidrélise enzimatica utilizou-se o complexo enzimatico Cellic®CTec2,
da Novozymes. A fermentacao alcéolica foi realizada utilizando-se a levedura CAT-1.

2.2 Métodos

Preparo da biomassa: O material lignoceluldsico que se encontrava em forma de cavacos foi
processado em moinho de facas tipo Willey, modelo Macor Star FT-60, da marca Fortinox., até
granulometria maxima de 3 mm.

Pré-tratamento: O material seco e moido foi pré-tratado adicionando-se acido sulftrico 1,5%
(v/v) a biomassa, numa razao solido/liquido de 1/10. Esta suspenséao foi mantida por 30 minutos
em autoclave a 121 °C. Este material foi filtrado e o sélido lavado com agua. Ao sélido lavado,
adicionou-se hidroxido se sodio 4% (m/v), na razado sélido/liquido de 1/10. Esta suspensao foi
autoclavada por 30 minutos a 121 °C. Este material foi filtrado e o sélido retirado deste pré-
tratamento lavado com agua fervente. Parte da fracdo solida de ambas as etapas foi reservada para
a determinacao de umidade do material em estufa de secagem a 105 °C e caracteriza¢ao quanto ao
teor de celulose e hemicelulose.

Caracterizacdo da biomassa: O material bruto e fracdes soélidas obtidas nos pré-tratamentos
acido e alcalino (ap0s secagem) passaram por caracterizagdo quimica para determinar o teor de
celulose e hemicelulose, segundo metodologia de hidrélise 4cida adaptada de &@@lvel@09.

As amostras foram diluidas e clarificadas em cartuchos C18 e em seguida analisadas utilizando
coluna Aminex HPX 87 H e detector de indice de refracdo no cromatédgrafo liquido de alta
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eficiéncia — CLAE, modelo 1260 Infinity, da marca Agilent Technology.

BN

Hidrélise enzimatica: O material pré-tratado foi submetido a hidrélise enzimatica
empregando 15 FPU do extrato enzimatico comercial Cellic®CTec2 por grama de substrato seco
em tampé&o citrato de sddio/acido citrico 0,1 mol/L e pH 5,0 numa raz&o sélido/liquido de 1/10. A
hidrélise foi realizada em Shaker orbital de bancada com incubacao e refrigeracdo, modelo Max
4000, da marca Thermo Scientific, a 50 °C e 200 rpm por 24 horas.

Fermentacdo: Meio sintético: Foi utilizado o meio de cultura YPG, nas concentracdes de 1,
0,5 e 10% para extrato de levedura, peptona bacteriologia e glicose respectivamente. Para o
isolamento da colénia de levedura fez-se o plagueamento com meio sélido YPG 2%. O meio de
cultura e todo o material usado na fermentagéo foram autoclavados por 30 minutos a 121 °C. Com
a técnica de plagueamento a levedura foi isolada em colbnias. Colbnias isol&dasmwisiae
(CAT-1) foram inoculadas em meio rico e mantidas em shaker a 30°C e 150 rpm para propagacéo
por 12 horas. A fermentacdo em meio sintético e o crescimento da levedura foram realizados em
Shaker a 30 °C e 150 rpm, com inoculo de 10%. Meio hidrolisado: Apos andlise para obtencéo da
concentracdo de glicose presente no hidrolisado, adicionou-se glicose até que a concentracéo final
do meio alcancasse 100 g/L. O meio hidrolisado foi inoculado com 10 g/L de levedura (CAT-1)
crescida anteriormente no meio sintético e a fermentacdo ocorreu conforme descrito
anteriormente. Meio sintético com inibidores: Com as concentracdes dos inibidores furfural e
HMF encontradas no hidrolisado, adicionou-se, em quantidades equivalentes, as substancias ao
meio sintético e verificou-se o comportamento da levedura. A fermentagdo ocorreu de forma
semelhante as anteriores.

Analises: ApOs as etapas de pré-tratamento e da hidrélise enzimatica foram feitas andlises,
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para a quantificacdo de inibidores e acucares,
bem como as aliquotas retiradas em cada etapa dos processos de hidrélise enzimética e de
fermentacdo também foram analisadas pela mesma técnica. A concentracdo de células foi
determinada através de leitura da densidade oOtica em espectrofotbmetro multimodal com
absorbancia UV/VIS, modelo Spectramax, da marca Molecular Devices, a 650 nm utilizando-se
uma relacao pré-estabelecida entre a concentracdo de células e a absorbancia.

Célculos dos parametros de fermentagédo: Os parametros cinéticos da fermentacédo foram
obtidos através da utilizacdo dos célculos da taxa especifica maxima de crescimento, dos fatores
de conversao de substrato em células e em produto e da eficiéncia de fermentacao.

Taxa especifica maxima de cresciment@.f1 A taxa especifica de crescimento celular (1)
foi calculada pela Equagéao 1.

dX

ol
X dt 1)

Onde X é a concentragéo celular (g/L) e t é o tempo (minutos).
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Fator de conversdo de substrato em produig)(YO fator de converséo de substrato em
produto foi expresso emugho/Jgicose SENAO calculado atraves da Equacéo 2.

dpP

Yos = T @

Onde P é a concentracdo do produto (g/L) e S é a concentracdo de substrato (g/L).

Fator de conversdo de substrato em célulag)YO fator de conversdo de substrato em
células foi expresso emegiaddgicose S€NAO calculado através da Equacéo 3.

_dX
YX/S - ——dS (3)

Eficiéncia de fermentacédo (E): Foi calculada com base no rendimento tedrico proveniente da
equacéo de Gay-Lussac (51k@/100gjicosd (Ilhaet al.,2008), segundo a Equagéao 4.

E=Y,,  100/0511 4

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo quimica do material bruto e pré-tratado: os resultados da caracterizacao
quimica da madeira em seu estado natural (bruta) e depois de passar pelas etapas de pré-
tratamento acido e do acido seguido do alcalino sdo discutidos para a quantidade de celulose e
hemicelulose disponibilizada apos a etapa de pré-tratamento.

Na caracterizacédo do eucalipto da espEdiealyptus urophyllaa quantidade de celulose
verificada, dada pela média das analises realizadas, foi de 28%. Este valor ndo é compativel ao
encontrado na literatura, na qual, para a mesma espécie, esta na faixa de 35 a 50% (Gomide et al.,
2010). Para a hemicelulose, o valor encontrado foi de 8% e na literatura o valor esta na faixa de 17
a 19%. Esta diferenca ocorre, possivelmente, pela diferenca no método utilizado na caracterizacao
e nas variaveis como concentracdo do &cido sulfdrico e temperatura (Mokfienski e Gomide, 2003).
Apés o pré-tratamento &cido, o percentual de celulose disponibilizada foi de 32% e da
hemicelulose 6%. Na etapa seguinte, alcalina, o percentual de celulose foi de 40% e a de
hemicelulose de 2%.

Hidrdlise enzimatica: nesta etapa os resultados sao restritos aos pontos inicial e final, uma
vez que este estudo tem como foco principal o processo de fermentacéo. Por meio da curva padréo
obtida no CLAE, pdde-se quantificar a glicose formada durante o processo. Obteve-se, com 24
horas de hidrélise enzimatica, 20,7 g/L de glicose no meio. De acordo com a metodologia de
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caracterizacdo, o rendimento maximo esperado seria de 40,0 g/L, com isso foi observado que o
rendimento médio da hidrdlise foi de 59% com o pré-tratamento aplicado. Esta converséo ja era

esperada visto que a madeira € um material muito recalcitrante quando comparado com outras
biomassas. Soma-se a isso o fato de que a proporcédo solido/liquido em todas as etapas dos
processos é 1:10, o que normalmente ndo é encontrado na literatura, que, em geral, é de 1:30
(referéncias). Esta proporcao foi utilizada visando-se um processo em escala industrial.

Fermentacdo: As fermentagdes foram conduzidas seguindo o procedimento descrito na
metodologia e apresentaram resultados muito diferentes. O comportamento quanto ao crescimento
da levedura no meio sintético foi o esperado, j& que € um meio rico e contém todos 0s nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento. O resultado do meio sintético foi usado como meio de
comparacéo com os outros dois meios analisados, como mostra a Figura 1.
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Figura 1 — Crescimento da levedura: (A) Comparacdo do meio sintético com o meio hidrolisado;
(B) Comparacao do meio sintético com 0 meio sintético com inibidores.

No meio sintético a fase Lag pode ser considerada curta, o que indica uma rapida adaptacao
dos microrganismos ao meio. Ja no meio hidrolisado observa-se a ndo adaptacdo e um crescimento
muito lento da levedura, Figura 1 (A). Isso fica evidente ao se comparar os fatores de converséo de
substratos em células ¥) nos dois meios. No meio sintético a levedura apresentou o fator de
conversdo de 0,05%qidgiicose COM um desvio padrdo médio de + 0,005 e no meio hidrolisado
apresentou 0,023:4.dYgicose COM desvio padrdo de + 0,003, em valores absolutos podemos
afirmar que o fator de convencdo no meio hidrolisado é quase metade do meio sintético,
mostrando realmente que a levedura ndo se adaptou ao meio hidrolisado. Diante destes resultados
foi analisada a presenca dos inibidores furfural e HMF no hidrolisado, e encontrou-se
concentracbes de 0,026 g/L para o furfural e 0,007 g/L para o HMF. De posse destas
concentracdes, estes compostos foram adicionados ao meio sintético e verificou-se que a levedura
nao se desenvolveu como no meio sintético sem inibidores, conforme mostra a Figura 1 (B). Ao
compararmos os fatores de conversdo do meio sintétige X¥0,051 gsudYgiicosd € dO meio

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5



Concentragao [g/L]

(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

hidrolisado (%s = 0,023 @suid9gicosd COM 0 meio contendo inibidoresx¥ = 0,033 + 0,007

Ocsluld Ogiicose, Verificou-se que o aumento na concentracdo de células no meio sintético com a
presenca de inibidores foi de 28%, e se compararmos com o0 meio sintético puro que foi de 41% e
com o meio hidrolisado que foi de 17% constatamos que houve uma queda em relacdo ao meio
padrdo, mas um aumento em relacdo ao meio hidrolisado.

O fato de a levedura ter se desenvolvido, mesmo que precariamente, na presenca de
inibidores deve-se as concentracbes dos compostos inibidores presentes no hidrolisado serem
muito baixas, pois na literatura a concentracdo para inibirem o crescimento de microrganismos
pode variar, dependendo da biomassa e do pré-tratamento que foi empregado (Ainagida
2009). Para o furfural, a concentracao encontrada foi de 0,4 g/L para o Abeto (arvore conifera do
géneroAbies da familiaPinaceag (Rudolf et al, 2004), enquanto que para a cana-de-acucar e
bagaco de cana-de-acucar 2,22 g/L (Neurateal, 2002)Para o0 HMF a menor concentracao
encontrada foi de 0,06 g/L para a palha de milho (Ohgirah 2005) e a maior foi de 3,0 g/L para
0 abeto (Rudol&t al, 2005).
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Figura 2 — Producé&o de etanol: (A) Comparacdo do meio sintético com o meio hidrolisado;
(B) Comparacéo do meio sintético com o meio sintético com inibidores.

Os resultados apresentados na Figura 2 nos permitem os calculos dos parametros cinéticos
da fermentacdo, comprovando a diferengca no comportamento da levedura nos meios analisados.
Para a taxa especifica maxima de crescimento microbiang) @ncontraram-se 0s seguintes
resultados no meio sintético, hidrolisado e sintético com inibidores, respectivamente? /fix10
! 0,5x10° g/h* e 1,1x10° g/h'. J& o fator de conversdo de substrato em produig) (¥s
resultados foram, respectivamente, 0,48 @Jglicose 0,37 Gtano/Jglicose € 0,44 GranolOglicose € POr
ualtimo, a eficiéncia da fermentacéo (E) foi de 94%, 72% e 86%.

Os resultados do meio sintético com a presenca dos compostos furfural e HMF foram bem

proximos aos resultados do meio sintético puro. Contudo, é notavel que a levedura néo tenha
apresentado a sua melhor conversdo como no meio sintético puro e isso pode ser atribuido ao
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estresse que foi submetido pela presenca destes compostos. E verificou-se que houve uma
diminuicdo na via metabdlica da levedura, o que acarretou uma queda na concentragao final do
produto no meio.

4. CONCLUSAO

Os resultados mostram que a fermentacdo do hidrolisado de eucalipto apresenta eficiéncia
muito aquém do desejado, contudo foi observado que o meio sintético com inibidores apresenta
eficiéncia muito préxima ao meio sintético, demostrando que a presenca dos inibidores, HMF e
furfural, alteram o metabolismo da levedura, mas que ndo séo 0s Unicos responsaveis pela baixa
eficiéncia na fermentacao do hidrolisado de madeira.
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