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RESUMO

SIMOES, G. S. Avaliacdo de condicdes fermentativas iniciais de Spathaspora
arborariae UFMG-HM19.1 na producao de etanol a partir do hidrolisado de
bagaco de cana-de-acucar 2011. 72p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, 2011.

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento
de uma tecnologia de obtencido de etanol por via biotecnolégica, verificando o
comportamento da levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1 na
fermentacdo de xilose em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-
acgucar para etanol. Foram elaborados trés planejamentos fatoriais 2°* completos
com objetivo de determinar condi¢des favoraveis de suplementacéo nutricional e
fermentagdo do hidrolisado hemicelulésico de bagagco de cana-de-agucar. O
primeiro experimento teve o intuito de a avaliar o efeito da aeragdo durante a
fermentacao de etanol, sendo que as melhores condicdes para aeragao foram a
agitacado em 200 rpm, volume de hidrolisado 25 ml em frascos de 125 ml. Apds
obtencdo desses dados, foram utilizados sulfato de amoénio, sulfato de magnésio
e extrato de levedura como fatores em um segundo delineamento experimental,
onde obteve-se como melhor combinacgao a utilizagao de extrato de levedura na
concentracdo de 1g.l". Finalmente, realizou-se o ultimo planejamento
experimental, utilizando os dados experimentais anteriores, utilizando como
fatores o pH, a temperatura e a concentragdo inicial de indculo, chegando ao
resultados das condigdes ideais de pH (pH=4), temperatura (40°) e concentragao
inicial de indculo (0,5g.1™"). Apesar das condicdes indicadas e do satisfatério fator
de rendimento de etanol (Yps= 0,50), a levedura cultivada nessas condigbes
mostrou-se com uma baixa produtividade (Qp=0,15), assim como suas vantagens,
tais como a fermentagcdo em temperatura elevada e baixo pH, assim como um

fator de rendimento adequado e uma razoavel assimilagao de agucares.

Palavras chave: Etanol, Materiais lignoceluldsicos, Fermentacdo, Spathaspora
arborariae, Suplementagao, Cana-de-agucar



ABSTRACT

SIMOES, G. S. Evaluation of inital fermentative conditions on Spathaspora
arborariae  UFMG-HM19.1 in ethanol production using hydrolysate of
sugarcane bagasse 2011. 72p. Dissertation (Master of Science) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, 2011.

The aim of this study is to contribute to the technological development of
ethanol production by biotechnological pathways, studying the behavior of the
yeast Spathaspora arborariae UFMG-HM19 in the fermentation of xylose in
hemicellulosic hydrolyzate of sugarcane bagasse for ethanol. Three experimental
designs were made to determine the satisfatory set of factors to produce ethanol
from the lignocellulosic material. The first experiment was designed to evaluate the
effect of aeration during fermentation to ethanol, that would be better under this
conditions: agitation at 200 rpm, 25 ml volume of hydrolyzed in 125 ml bottles.
After obtaining these data, we used ammonium sulphate, magnesium sulphate
and yeast extract as factors in a second experiment, which was obtained as the
best combination to use yeast extract in a concentration of 1 g.I". Finally, there
was the last experimental design, using previous experimental data, using factors
such as pH, temperature and initial concentration of inoculum, even to the results
of the ideal conditions of pH (pH = 4), temperature (40 °C) and initial concentration
of inoculums (0,5 g.L™"). Despite the good conditions indicated and ethanol yield
factor (Yps =0,50), the yeast grown under these conditions was shown with a low
productivity (Qp=0,14 g.I'h™") as well as its advantages, such as fermentation at
high temperature and Ilow pH, as well as a adequate efficiency

and a reasonable sugar assimilation.

Keywords: Ethanol, Lignocellulosic material, Fermentation, Spathaspora
arborariae, Supplementation, Sugarcane
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios para a sociedade no século XX| é a demanda
crescente de energia, transporte, aquecimento e processos industriais, de modo

sustentavel.

A preocupagdo aumenta com o impacto negativo da utilizagdo de
combustiveis fosseis no ambiente, como a emissédo de gases provocando o efeito
estufa, um dos responsaveis pelas alteragdes climaticas nos dias atuais. Com
isso, a sociedade precisa de um cuidado com o meio ambiente, exigindo politicas
e produtos ambientalmente limpos, pressionando o governo e a industria a buscar

alternativas.

Tais alternativas criaram novos mercados , como o de créditos de carbono,
que tornou-se a saida encontrada por paises industrialmente desenvolvidos para
manter suas atividades e produgdes sem grandes mudangas, negociando com
nacdes menos desenvolvidas, cotas de carbono langcados na atmosfera pela

intensa atividade industrial.

A negociacao de créditos de carbono ja beneficia uma série de empresas
no Brasil em diversos setores, como por exemplo a siderurgia, papel e celulose,

saneamento e recursos renovaveis.

Como resposta a essas preocupagdes tem-se o interesse por combustiveis
de fontes alternativas tais como etanol, biodiesel e o hidrogénio,
preferencialmente derivados de fontes renovaveis, como os materiais

lignocelulésicos.

Os materiais lignoceluldsicos representam uma abundante fonte de energia
renovavel em todo o mundo e esta disponivel na forma de subprodutos agricolas
e florestais. O desenvolvimento de tecnologias que visam o aproveitamento

destes subprodutos mostra um importante avango tecnolégico.

No Brasil, uma das fontes renovaveis mais abundantes € o bagaco de
cana-de-agucar, um residuo lignoceluldsico facilmente produzido e de baixo

custo. Estas vantagens do bagaco de cana faz com que ele se sobressaia na
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corrida para producao de etanol de segunda geracao, ou seja, tecnologias para

produzir etanol a partir da biomassa lignoceluléstica

O etanol é utilizado principalmente como combustivel, (um dos poucos
obtidos de fonte renovavel no mundo), assim como também é utilizado como
insumo industrial com grande diversidade de aplica¢gdes podendo ser produzido a
partir de diferentes fontes de matéria prima. Dentre as principais matérias-primas
utilizadas atualmente para a produgao de etanol, encontra-se a cana- de -agucar,
o amido de milho e o agucar de beterraba. Esses produtos agricolas tém grandes
aplicagdes alimenticias, fazendo com que haja uma grande demanda por novas
alternativas para a producéo de etanol. Portanto, o uso futuro do etanol em larga

escala pode ser baseado na produgao de materiais lignoceluldsicos.

Residuos como aparas de madeira, bagago de cana, sabugo de milho,
palha de casca de arroz, cavacos de eucalipto, os quais sao formados por
celulose e hemicelulose, podendo ser convertidos em acucares quando
submetidos a reacgdes de hidrdlise, (um processo quimico ou enzimatico de
quebra das ligagdes entre os contituintes da celulose e hemicelulose), tais como
agucares que podem ser convertidos em etanol. Uma grande vantagem dessa
abordagem seria reduzir a competicdo entre biocombustiveis e alimentos,
produzindo, no caso do aproveitamento do bagag¢o, mais etanol por area plantada.
Neste contexto os materiais lignocelulésicos por representar uma abundante fonte
de energia renovavel em todo o mundo, apresentando grande potencial de uso
como matéria prima em processos industriais para producéo de bens de consumo

diversos como combustiveis, insumos quimicos e alimentos.

O melhor aproveitamento da produgdo de etanol seria uma hidrdlise
eficiente e com baixos custos, com a utilizagdo dos acgucares resultantes, sem
subprodutos. Entre esses acgucares, a xilose € a pentose predominante na fragao
hemicelul6sica do hidrolisado de certos materiais lignocelulésicos, como o bagago
de cana-de-agucar, sendo o segundo mais abundante neste material, abaixo
apenas da glicose, o que faz da bioconversao da xilose em etanol uma matéria
prima potencial a partir desta biomassa lignoceluldsica e para essa conversao,

alguns fatores devem ser estudados, de modo a serem otimizados.
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A bioconversdao da xilose é regulada por diversos fatores como pH,

temperatura, aeragéo, concentragcao de substrato e suplementag¢ao nutricional.

A fermentacdo em meios sintéticos apresenta resultados promissores,
porém a utilizacdo dos hidrolisados hemicelulésicos como substratos, devido a
sua variada composi¢ao, necessita de maiores estudos sobre os efeitos de
diversos fatores, tais como pH, temperatura, aeragao, suplementacao nutricional e

agitagao.

O estudo envolvendo o aproveitamento de materiais lignocelulésicos € uma
das linhas de pesquisa desenvolvidas na Area de Conversdo de Biomassa do
Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBio) da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL) da Universidade de Sao Paulo(USP), que visa o
aproveitamento de acgucares presentes na fragcdo hemicelulésica do bagaco de
cana-de-agucar através de processos fermentativos utilizando as leveduras, como
a Pichia stipitis e Candida guilliermondii, na produg¢ao de produtos de interesses

como etanol e xilitol.

Neste trabalho utilizou-se a levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19,
recém-isolada da Mata Atlantica brasileira e cedida pelo grupo de pesquisa do
Departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Este trabalho & pioneiro no
estudo fermentativo desta levedura para producdo de etanol em hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar. Os estudos iniciais dessa levedura
mostraram que a mesma possui uma capacidade de fermentar a xilose presente
na fracdo hemicelulésica do bagago de cana, conseguindo alcangar o fator de
rendimento tedrico (0,51g/g) em meio sintético. Como ndo ha um organismo
definido para a fermentacao de xilose na producao de etanol, faz-se necessario a
exploragao de novos organismos, de modo a desenvolver melhores condigdes

para a expansao da producao.

A proposta deste trabalho envolve inicialmente a avaliagcdo da producéo de
etanol através dessa levedura, em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-
de-acgucar em funcao da suplementagao nutricional do meio hidrolisado. Em uma

segunda etapa é avaliada a bioconversdo em etanol frente a variagdo de
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importantes parametros fermentativos, como temperatura e pH e concentragao

inicial de agucares desse hidrolisado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Materiais Lignoceluldsicos

2.1.1 Composicéao

Os materiais lignoceluldsicos sao um grande montante da massa residual
de processos agroindustriais, compostos principalmente de celulose,
hemicelulose e lignina em diferentes propor¢des, de acordo com diversos fatores,
tanto biolégicos, como espécie do vegetal, variabilidade genética, tecidos
especificos; quanto ambientais como, por exemplo, condigcdes de crescimento do
vegetal (GOLDSTEIN, 1981; WYMAN, 1999; FENGEL, WEGENER, 1989).

Os materiais lignoceluldsicos, devido a sua abundancia de compostos
organicos, tais como agucares e compostos fendlicos, apresentam grande
potencial como matéria-prima em processos industriais para producdo de
combustivel, alimentos, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos
(LATIF, RAJOCA, 2001). Também representam uma das fontes de energia
renovaveis mais abundantes do planeta. Dentre os subprodutos agricolas,
destaca-se, no Brasil 0 bagago da cana-de-agucar, que é abundante em diversas

regides do pais.

O aproveitamento destes materiais estd relacionado com a sua
constituicdo, essencialmente de celulose, hemicelulose, lignina, uma pequena
guantidade de extrativos e cinzas. As proporcdes de todos os constituintes variam
entre cada espécie vegetal (KUHAD, SINGH, 1993). A Figura 2.1 apresenta a
composi¢cao aproximada de alguns materiais lignoceluldésicos encontrados na

natureza.
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Tabela 2-1. Composicédo de alguns materiais lignocelulésicos (*NA — ndo avaliados)

(adaptado de SANCHES, 2009).

Residuos Ignocelulésicos Lignina Hemicelulose  Celulose Cinzas
(%) (%) (%) (%)
Cascas de noz 3040 25-30 25-30 NA*
Sabugos de milho 15 35 45 1.36
Palha de arroz 18 24 32.1 NA*
Grama (valor médio) 10-30 25-50 25-40 1.5
Bagaco de cana-de-agucar 19-24 27-32 32-44 4.5-9
Palha de trigo 16-21 26-32 29-35 NA*
Palha de cevada 14-15 24-29 31-34 5-7
Palha de aveia preta 16-19 27-38 31-37 6-8
Palha de centeio 16-19 27-30 33-35 2-5
Bambu 21-31 15-26 26-43 1.7-5
Polpa de café 18.8 46.3 35 8.2

A lignina € uma macromolécula complexa , sua estrutura caracteriza-se

como uma molécula aromatica que é sintetizada a partir de precursores
fenilpropandicos e que pode pertencer a trés classes, como: a guaiacil-lignina e a
guaiacil-siringuil-lignina, que diferem no esqueleto fenilpropandico (ADLER, 1977).
Por possuir uma estrutura polifendlica ramificada, a lignina € responsavel pela
coesao entre fibras vegetais, assim como pela dureza nos materiais
ignocelulésicos e pela protecdo anti-microbiana, atuando como uma barreira
contra a degradac&o causada pelos microorganismos, mas nao é convertida em
agucares fermentesciveis (GOLDSTEIN, 1981). Assim, durante hidrolise dos

materiais lignocelulésicos, sao liberados compostos fendlicos, alcoois aromaticos
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e aldeidos, caracterizados como inibidores do metabolismo microbiano
(ZALDIVAR et al, 2000).

A celulose, é formada por moléculas de glicose unidas por ligagcbées f3
(1—>4). A molécula de celulose € linear e apresenta ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares. As ligag¢des intramoleculares auxiliam na manuteng¢ao da rigidez
da cadeia de celulose, enquanto que as intermoleculares mantém as cadeias em
um arranjo firme e compacto. Duas regides distintas s&do visualizadas na
molécula: a regido cristalina, que apresenta moléculas altamente orientadas e
resisténcia a degradacdo microbiana, e a regido amorfa, onde ha uma menor
orientagao entre as moléculas, sendo, portanto, facilmente hidrolisada (FENGEL,
WEGENER, 1989).

A porcao hemiceluléstica € formada por monémeros que estdo presentes
em grandes quantidades nos residuos lignoceluldsicos. Séo
heteropolissacarideos formados por cadeias lineares apresentando ramificacées
laterais, sendo compostas por hexoses (D-glicose, D-manose, D-galactose),
pentoses (D-xilose, L- e D-arabinose) e acido acético. Devido ao baixo grau de
polimerizagao e baixa cristalinidade, a estabilidade quimica e térmica desta fragao
€ menor do que da celulose tornando a fracdo hemiceluldsica a mais facilmente
hidrolisavel do que a celulose (JEFFRIES, 1983), o que permite a utilizagdo dos
seus agucares, como a D-xilose, para a produgdo de diferentes produtos de
interesse, como, por exemplo, o xilitol e etanol (SANTOS et al., 2005a; SANTOS
et al., 2005b).

A hemicelulose e a lignina juntas formam uma matriz em torno da celulose,
e assim penetram nos espacgos vazios entre as moléculas de celulose na regido

amorfa, contribuindo com o aumento na rigidez do vegetal.

2.1.2 Processos de Pré-tratamento e Hidrélise

Os materiais lignocelulésicos, devido as suas caracteristicas, ndo permitem

acessibilidade adequada aos seus componentes em seu estado natural, sendo
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necessario uma etapa de preparo para o meio fermentativo, como um pré-
tratamento (MCMILLAN, 1994).

Diversos fatores afetam a hidrélise dos residuos lignocelulésicos, como a
porosidade do material, a cristalinidade da celulose e os conteudos de lignina e
hemicelulose (MCMILLAN, 1994). Portanto, uma etapa de pré-tratamento é
conveniente para alterar as dimensdes macro e microscopicas do residuo e a sua
estrutura (LASER et al., 2002; MOSIER et al., 2005), liberando dessa forma a

fracdo hemiceluldsica e celuldsica para a hidrolise enzimatica, como demonstrado

na Figura 2.1.
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Figura 2-1Pré-tratamento da estrutura lignoceluldsica do bagaco de cana-de-aglcar
(Baseado em: USA, Departament of Energy, 2009).

Os processos de pré-tratamento sédo divididos em: mecanicos (moagem),
fisicos (vapor); fisico-quimicos (explosdo a vapor), quimicos (hidrolise acida) e
bioldgicos (biodegradagao) (SUN, CHENG, 2002).

Os processos mecanicos, como a moagem, reduzem o tamanho das
particulas, assim como a cristalinidade e causam a quebra de ligagdes de longas
cadeias moleculares (LASER et al. 2002).
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O processo de tratamento com vapor, um dos tipos de tratamento fisico-
quimicos, envolve o aquecimento do material a uma temperatura entre 120 e 250
°C, promovendo uma hidrélise parcial da fragdo hemicelulésica e um aumento no
tamanho dos poros do material (MOSIER, et al. 2005). A explos&o a vapor, outro
tratamento fisico-quimico, envolve o aquecimento do material lignocelulésico
numa faixa de temperatura entre 160-260 °C, por segundos ou até poucos
minutos, seguindo-se de rapida descompressao. Esta descompressao provoca
quebras mais acentuadas na estrutura dos materiais lignocelulésicos. Esse
processo promove abertura das fibras vegetais, solubilizagdo da fragao
hemicelulésica em razao da hidrdlise ocasionada pela agao de acidos formados
durante o tratamento, como por exemplo, o &acido acético derivado da
hemicelulose, e despolimerizagdo parcial da estrutura da lignina, deixando a
celulose exposta para a agao enzimatica. Os fatores que afetam este processo
sao o tempo de residéncia, temperatura, tamanho e conteudo do material
lignocelulésico (DUFF, MURRAY, 1996).

No processo biologico, como a biodegradagcdo, sao utilizados
microorganismos, como bactérias e fungos, para degradar determinadas fragbes
do material lignocelulésico. As vantagens deste tipo de pré-tratamento sao a baixa
energia requerida e a alta especificidade. Entretanto, a taxa de hidrdlise é ainda
considerada baixa (SUN, CHENG, 2002).

Apos receber um pré-tratamento, o material lignoceluléstico pode, entao,
passar pelo processo de hidrélise. Diferentes métodos podem ser utilizados para
a separacgao das fragdes (celulose, hemicelulose e lignina) e liberagdo dos
agucares monoméricos incluindo a hidrélise enzimatica (GNANSOUNOU et al
2005; MOSIER et al., 2005; KUMAR et al. 2009), a hidrolise acida (ZHAO et
al.2008), e a hidrdlise alcalina (DAWSON, BOOPATHY,2008).

O processo de hidrélise enzimatica da celulose é conduzido por enzimas
altamente especificas, liberando acucares redutores, como a glicose. Utiliza-se
um complexo de enzimas no processo de hidrélise, sendo elas as
endoglucanases (endo-1,4-D-glucanohidrolase), que agem em regides de baixa
cristalinidade na fibra de celulose; exoglucanases (celobiohidrolase ou 1,4-3-D-

glucanocelobiohidrolase), que liberam unidades de celobiose; e [-glicosidases,
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que hidrolisa a celobiose liberando, assim, moléculas de glicose (DUFF,
MURRAY, 1996)

No processo de sacarificacdo e fermentagdo simultaneas, os acucares
redutores produzidos na hidrélise da celulose ou sacarificacdo sao
simultaneamente fermentados, reduzindo, assim, a inibigdo pelo produto durante
a hidrélise enzimatica (SUN, CHENG, 2002). Existem outras enzimas que agem
sobre a fragao hemicelulésica, como a glicoronidase, acetilesterase, xilanase, B-

xilosidade, galactomananase e glucomananase (DUFF, MURRAY, 1996).

No processo de hidrélise acida dos materiais ignoceluldsicos, o uso de
acidos concentrados, como o acido sulfurico e o cloridrico, pode levar a
ocorréncia de corrosdo, além do risco no manuseio do produto(PARISI, 1989).
Desta forma, o emprego de acidos diluidos tem mostrado eficiéncia ao fornecer
solugbes com alta concentracdo de acgucares, baixas concentragcbes de
compostos inibitérios, sem causar os problemas acarretados pelos acidos
concentrados (PARISI, 1989).

O processo consiste em hidrolisar a fragdo hemicelulésica, sendo que as
fragcbes lignina e celulose permanecem quase inalteradas. Alguns acidos diluidos

utilizados para esse tipo de hidrdlise sao: acido sulfurico, acético e nitrico.

O produto da hidrélise € uma solugdo contendo principalmente agucares,
como xilose, glicose e arabinose e subprodutos como, por exemplo, oligbmeros,
furfural e acido acético sdo também liberados apds o procedimento de hidrdlise
(TEIXEIRA et al, 1999). A temperatura de hidrdlise, o tempo e a concentragéo do
acido influenciam na formacéao de inibidores do crescimento microbiano (BUSTOS
et al., 2003; RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004).

Na hidrolise alcalina ocorre o rompimento nas ligagdes éster entre
hemiceluloses e lignina, sendo que o efeito vai depender do conteudo de lignina
do material lignoceluldsico. O uso de NaOH diluido causa uma intumescéncia no
material, aumenta a area de superficie interna, diminui o grau de polimerizacéo e
a cristalinidade e leva a ruptura da estrutura da lignina, assim como um aumento
na porosidade do material quando as ligagdes éster sdo rompidas. (SUN,
CHENG, 2002; SUN et al., 2004).
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2.2 Bagaco da Cana-de-Acucar

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de cana-de-agucar do
mundo. Segundo o Ministério da Agricultura, em 2011 a estimativa é que a
industria sucroalcooleira devera atingir uma safra com 642 milhdes de toneladas
de cana-de-agucar processadas, este volume representa um aumento de 2,9% do
obtido na safra passada (CONAB, 2011). O bagacgo produzido por esse montante
€ considerado um combustivel ndo eficiente devido a variacdo de umidade do
mesmo, sendo a maior parte utilizado pela propria industria sucro-alcooleira como
fonte de energia (CONAB, 2009).

O Estado de Sao Paulo continua liderando o ranking produtivo do pais,
com uma projec¢ao que varia entre 360,41 a 367,69 milhdes de toneladas de cana-
de-acgucar. Isso representa aproximadamente 58% da cana processada em todo o
Brasil (CONAB 2009). Do total produzido, cerca de 50% € destinado a produgao
de acgucar, 39% para o alcool e 10% destina-se a fabricagao de outros produtos,

como cachaga, rapadura e agucar mascavo (CONAB, 2009).

O processamento industrial da cana-de-agucar proporciona uma total
utilizagdo da matéria-prima, ou seja, além da produgdo de agucar e alcool, os
subprodutos, tais como o vinhoto e o bagago, podem ser aproveitados como
fontes geradoras de energia ou na produgdo de adubos, papel e plasticos
biodegradaveis (IEA - SP, 2009).

O bagaco da cana-de-agucar € um dos principais subprodutos da industria
sucroalcooleira (PANDEY et al., 2000), sendo caracterizado como um residuo
fibroso que é produzido apds a moagem e extracdo do xarope da cana-de-agucar,
contendo cerca de 40-45% de celulose, 30-35% de hemicelulose e 25% de lignina
(ANSELMO FILHO, BADR, 2004; PANDEY et al., 2000).

No processamento da cana-de-agucar sdo gerados cerca de 270 kg de
bagaco umido a partir de uma tonelada de matéria-prima sendo que, 50% do total
de bagago umido destina-se a demanda de energia da usina sucroalcooleira
(FROLLINI, PIMENTA, 1997).
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Numa primeira fase, o bagaco substituiu a lenha para a geracao de calor
nas usinas. Atualmente, o vapor produzido através da queima do bagaco €
utilizado para gerar trés tipos de energia: térmica, transferindo calor para os
processos industriais; mecanica, na movimentagdo de maquinas; e elétrica,
através da movimentacao de turbinas, suprindo o consumo energético do parque
industrial (COSTA, 2006).

Através de um mecanismo de hidrodlise, a fragdo hemicelulésica é separada
e 0s acgucares, como xilose, glicose e arabinose s&o liberados, podendo ser
utilizados em diversos processos biotecnolégicos (LAVARACK et al., 2002;
MOSIER et al.,, 2005; PANDEY et al., 2000), como por exemplo, processos
fermentativos para obtencao de butanodiol (JASEN; FLICKINGER; TSAO, 2004);
xilitol (RODRIGUES et al. 2008) e etanol (SARROUTH et al, 2007).

2.3 Etanol

2.3.1 Propriedades e Aplicagbes

A utilizacado do etanol esta concentrada, em escala mundial, na geracéo de
energia, em sua mistura com a gasolina ou simplesmente desidratado, exercendo
um papel consideravel na matriz energética mundial (LIN, TANAKA 2006).
Contudo, a utilizacdo do etanol € mais que simplesmente combustivel: desde sua
descoberta, esta diretamente ligado ao cotidiano do homem, sendo a industria de
alimentos a pioneira em seu uso. O etanol é utilizado em diversos segmentos
industriais, como solvente, componente de formulagdes farmacéuticas, na
industria de higiene e limpeza, matéria prima para processos de produgido de
acidos organicos, éteres, ésteres, oOxidos, hidrocarbonetos e producédo de
biopolimeros (LIN, TANAKA 2006), podendo ser de origem quimica, petroquimica

ou biotecnoldgica.
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2.3.2 Producéao

2.3.2.1 Processo Quimico

O etanol pode ser produzido por via quimica através de hidratagao,
utilizando etileno como substrato catalisado por um acido forte como, por
exemplo, acido sulfurico. Nesse processo, o etileno reage formando sulfato de
etila, que é posteriormente hidrolisado, gerando etanol e liberando acido sulfurico,
obtendo-se assim o produto e a regeneragao do catalisador (SCHLITTLER, 2006).

A reacao pode ser observada na equacéao 2.1.
CyH4 + H,SO4 — CH3CH,S0O4 (2-1)

CH3CH,SO4 + HO — CH3CH,0OH + H,SO4

2.3.2.2 Processo Microbiolégico

Muitos microorganismos sdo capazes de utilizar agucares para produzir,
através de processo fermentativo, etanol (OLSSON, HAHN-HAGERDAL, 1996).
Atualmente, o organismo mais utilizado para produgdo de etanol por meio de
fermentagao é a levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando glicose, devido a
sua tolerancia a altas concentracdes de acgucar e seu elevado rendimento de
etanol (MILLATI et al., 2004). Contudo, essa levedura, em sua forma selvagem, é
somente capaz de fermentar hexoses, ndo possuindo o metabolismo para
produzir etanol através de pentoses, como a xilose e arabinose, principais
constituintes da porgdo hemiceluléstica dos materiais ignocelulésicos
(HAMACHER et al., 2002; NAKAMURA et al., 2001).

Com a crescente demanda de utilizacdo da biomassa vegetal como
substratos de fermentacgéo, faz-se necessario o estudo de microorganismos que
sejam capazes de assimilar e fermentar pentoses, tais como as leveduras do
género Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Spatasphora e

Pachysolen, os fungos filamentosos Fusarium, Mucor, Monilia e Paecilomyces e
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as bactérias Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Thermoanaerobacter e Erwinia.
Dentre estes organismos, destacam-se os organismos Candida shehatae, Pichia
stiptis e Fusarium oxysporum, devido aos altos rendimentos (maiores que 0,45g
de etanol/g xilose) e produtividade (maiores que 0,17 g.I-1.h) (BETANCUR, 2005,
MILLATI et. al, 2004; HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

A via fermentativa utilizada pelas leveduras para a conversao de xilose em
etanol (Figura 2.3) inicia-se com o transporte de xilose para o citossol celular
através da membrana plasmatica (JEFFRIES, 1983; HAHN-HAGERDAL et
al.,1994; WINKELHAUSEN, KUSMANOVA 1998). Apds o transporte, a xilose é
reduzida a xilitol pela enzima xilose redutase (XR, EC 1.1.1.2.1.), na presenca de
NADH e/ou NADPH. Essa reagao € seguida pela oxidagao de xilitol em xilulose
catalisada pela enzima xilitol desidrogenase — XDH (E.C.1.1.1.9.), que pode ser
NAD" dependente ou, mais raramente, NADP" dependente. A xilulose pode ent&o
ser submetida a uma fosforilacdo, transfosrmando-se em xilulose 5-fosfato,
molécula que pode ser convertida, através de reagdes nao oxidativas da via
hexose monofosfato (ou via das pentoses monofosfato), a gliceraldeido 3-fosfato
e frutose 6-fosfato, podendo entédo ser metabolizados pela via Embden-Meyerhoff-
Parnas, a qual esta conectada a outras, como o ciclo de Krebs e as reagoes de

fermentacgao alcodlica, ilustradas na Figura 2.2.
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Figura 2-2 Metabolismo de xilose por leveduras (esquema simplificado) Baseado em
Paraj6 et al (1998a)

Além da utilizagdo de microrganismos selvagens para fermentagdo de
pentoses, outra estratégia de producdo de etanol a partir de pentoses € a
utilizacdo de microrganismos recombinantes (DAVIS et al., 2005; JIN et al., 2004,
ELIASSON et al., 2000), que apresentam duas difierentes estratégias para
permitir a fermentacao de pentoses, em especial xilose e arabinose em etanol.
Uma das linhas de pesquisa tem como foco a modificacdo de organismos
tradicionais em fermentacao de etanol para obterem a capacidade de metabolizar
as pentoses (Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis). A segunda linha
de pesquisa visa a introdugao de genes para produgao de etanol em organismos
capazes de metabolizar pentoses, como Escherichia coli, Klebsiella oxytoca e
Erwinia ssp. (DUMSDAY et al., 1997; SAHA, 2003). Embora a eficiéncia dos
microrganismos recombinantes seja grande, a utilizagdo dos mesmos em
processos industriais ainda ndo é viavel por necessitar, em alguns casos, meios

de cultura complexos, o que pode encarecer o processo (DUMSDAY et al., 1997).
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Ha uma grande relacao entre a especificidade da enzima XR aos cofatores
NADH ou NADPH e o acumulo de xilitol no citoplasma da levedura, com seu
posterior transporte para o meio de cultivo (BRUINENBERG et al, 1984; SILVA et
al, 1996a; WILSON et al, 2003). Quando a atividade da XR depende de NADH ou
NADPH, o cofator NAD" utilizado na redugdo da xilose a xilitol pode ser
recuperado na etapa seguinte, seja em condi¢gdes anaerobias ou de limitagdo de
oxigénio. Sob tais condi¢des, o principal produto do metabolismo de xilose é o
etanol, ndo havendo acumulo de xilitol. Quando a atividade da XR de um dado
microorganismo depende apenas de NADPH, sob condi¢gdes de limitacdo de
oxigénio observa-se acumulo de xilitol, uma vez que, nestas condi¢bes, a
capacidade da cadeia respiratéria de recuperar o cofator oxidado é baixa,
acarretando a diminuigdo da atividade da enzima XDH, portanto, diminuindo a
velocidade de transformacédo (JEFFRIES, 1983; HAHN-HAGERDAL E al.,1994;
WINKELHAUSEN, KUSMANOVA 1998).

2.3.2.2.1 Spathaspora arborariae

A levedura, recentemente identificada como Spathaspora arborariae (Figura
2.3), mostrou-se como potencial fonte para os organismos recombinantes,
contudo, seu alto rendimento de etanol (0,51 g de etanol/g xilose) tornou-a
interessante a utilizacdo da espécie selvagem em hidrolisados hemiceluldsticos,
por sua capacidade de fermentar tanto glicose quanto xilose, ambos presentes no
meio hemiceluldstico. Em ensaio preliminar em meio sintético contendo 20 g.L'1,
observou-se total consumo de xilose em menos de um dia de fermentacéo,
demonstrando a capacidade do organismo em fermentar o agucar abundante em
cana-de-agucar (CADETE, 2009).
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Figura 2-3 Células e ascos de Spathaspora arborariae em Agar V8 diluido ap6s 3
dias a 20°C.Barra de escala = 5um (retirado de CADETE, 2009)

Esse organismo foi isolado de amostras obtidas em madeiras decompostas
provenientes do Parque Nacional da Serra do Cipd, localizado na Serra do
Espinhago, dentro do estado de Minas Gerais. O clima da regido € tropical de
altitude, com uma média de temperatura entre 17 e 18°C e o bioma predominante

€ cerrado, apresentando também campos rupestres (CADETE, 2009).

2.4 Principais Parametros na Fermentacado de Etanol

De modo a melhorar o processo de produgédo biotecnolégica de etanol,
muitos estudos vém sendo realizados a partir de pentoses, relatados em Olsen &
Hanh-Hagerdal (1996). O foco desses trabalhos foi o estudo dos diversos
parametros importantes para otimizacdo da fermentacdo, como pH, temperatura,
aeragao, agitacédo, suplementagcédo, meios de cultivo do inéculo, e tolerancia aos

produtos formados.

2.4.1 pH

O pH é um parametro significativo devido a sua importancia tanto no controle

da contaminacdo bacteriana quanto no seu efeito sobre o crescimento da
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levedura e a cinética de fermentagao. As leveduras crescem melhor em meios
acidos com pH entre 3,5 e 3,8 porém, de acordo com a espécie, o limite de pH
pode se situar entre pH 2,2 e 8,0 (PELCZAR et. al 1980). Contudo, o pH de
fermentagcdo em hidrolisados hemicelulésicos ndo devem ser muito reduzidos,
devido a toxidade do acido acético em pH muito reduzido. O acido acético, em um
meio de ph inferior a 4,75, encontra-se na sua forma n&o dissociada,
comportando-se de forma lipossoluvel, permitindo a entrada da substancia pela
membrana plasmatica. No citoplasma, o pH fisiolégico da levedura é superior a o
pKa do &cido acético, dissociando em acetato e ions H*, causando um
desequilibrio eletrolitico, que poderia ser uma consequéncia do desacoplamento

da cadeia enzimatica da ATPase ou pelo acumulo de anions.

Estudos realizados com a Candida shehatae mostraram que a producéo de
etanol aumentou de 45 para 55 g.I-1 quando o pH aumentou de 4,5 para 6,0
(KASTNER et al.1996) ainda que o pH interno da célula se mantém na faixa de
5,8 a 6,9, seja qual for o pH extracelular na faixa de 2 a 7 (MAIA, 1989). Contudo,
baixos valores de pH tornam o meio mais agressivo, uma vez que exigem das
leveduras um maior gasto de energia na manutengcdo do pH interno, além de
afetar as proteinas, como as de transporte situados na membrana citoplasmatica,
que ficam expostas ao meio externo (MAIA, 1989). Na fermentagao alcodlica, o
estabelecimento e controle do pH do meio em valores inferiores a 5 € também
considerado importante como meio para prevenir contaminagao por bactérias
laticas e acéticas (MAIA,1989). No geral, o pH 6timo para a produgédo de etanol
pela levedura Sacharomyces cerevisiae encontra-se na faixa de pH 4 a 5. Neste
caso, o aumento do pH para 7,0 observou-se uma diminuicdo no fator de
conversdo em etanol e aumento da producdo de acido acético (MAIA,1989).
Roberto et al. (1994) demonstraram que a variagdo do pH inicial de fermentagao
entre 4,0 e 6,0 exerceu pouca influéncia sobre os parametros fermentativos por
Pichia stipitis Y 7124, obtendo-se nesta faixa de pH Y, entre 0,34 e 0,37 g/g, Yws
entre 0,11 e 0,14 g/g e produtividades em etanol em torno de 0,90 g.I-1.h.
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2.4.2 Temperatura

A temperatura 6tima de producado de etanol pelas espécies fermentadoras
pentose como as leveduras Pichia e Candida, encontram-se na faixa de 30 a 32
°C, a qual pode variar de acordo com a cepa, do tipo e concentragao de substrato
(du PREEZ, 1994). Slininger e Bothast (1990) avaliaram a faixa de temperatura
capaz de favorecer o processo de producao de etanol a partir de xilose, a maxima
produtividade e concentracado de etanol foram obtidas pela levedura Pichia stipitis
NRRL Y-7124 utilizando 40 g.l-1 de xilose em uma faixa de 23 e 30 °C..

Um aumento da temperatura do meio pode acelerar o tempo de
fermentagdo. Para as leveduras P. stipitis CBS 7126 e Candida shehatae CBS
2779 a maxima velocidade especifica de crescimento celular, produtividade
especifica e produtividade volumétrica em etanol ocorre em 30 °C, entretanto,
estes autores também constataram um tempo menor de fermentagdo nesta
temperatura, e que para P. stipitis o fator de conversdo em etanol permaneceu
constante, em 0,42 g/g até 33 °C e apresentou decréscimo para 0,29 g/g apos
elevacao da temperatura para 36 °C(DU PREEZ et al. 1986).

2.4.3 Oxigénio

O metabolismo aerdbio é necessario para a fermentacdo de xilose em
etanol. Sob condi¢des anaerdbias, uma grande fracdo da xilose é convertida para
xilitol, e a produgédo de etanol correspondentemente € baixa (du PREEZ,1994).
De acordo com Taniguchi et al. (1997), em fermentacéo anaerdbio Pichia stipitis
CBS 5773 consumiu uma quantidade insignificante de xilose, ndo sendo capaz de
produzir etanol, assim como niveis insuficientes de aeragdo na producido de
etanol pela levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124 levaram a um consumo lento de
xilose. Todavia, niveis excessivos de aeracdo reduzem o rendimento devido ao
crescimento celular elevado, sendo um nivel de aeracido adequado um parametro
importante para atingir elevados valores de conversdo. (NIGAM 2001a, 2001b,
2001c¢)
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2.4.4 Suplementacao Nutricional

Os microorganismos retiram do meio ambiente todas as substancias
necessarias para a sintese celular e para obtengdo de energia, variando de
acordo com as cepas. Essas variagdes refletem as diferencas na capacidade de
sintese dos organismos. A habilidade em usar diferentes compostos como fonte
de energia e de sintetizar proteinas e compostos do citoplasma a partir de
compostos inorganicos depende da presenga de uma série de enzimas. A falta ou
a repressdo de um ou mais genes que codificam a formagdo de uma destas

enzimas reflete-se diretamente nas necessidades nutricionais da célula.

O nitrogénio representa de 10 a 15% do peso seco das células. E o
componente basico na formacdo de aminoacidos que formam as proteinas,
assimilado sob forma amoniacal. Fontes de nitrogénio em outras formas que nao
a amoniacal sado primeiramente transformadas em ions aménio dentro da célula
(CARMOUZE, 1994). Muitas substancias servem como fonte de nitrogénio: fontes
inorganicas de nitrogénio como NH4Cl, (NH4)>SO4, NHsNOs, N; e fontes
organicas de nitrogénio: aminoacidos, proteinas, peptideos, uréia, purinas e
pirimidinas (ALEXANDER, 1994). O sulfato de aménio pode servir como fonte de
nitrogénio inorganico, favorecendo o crescimento de leveduras (CANETTIERI,
2002).

Contudo, existe uma grande disponibilidade de fontes de nitrogénio orgéanico
de grande aplicagdo em bioprocessos industriais, tanto simples como a uréia,
quanto complexas, como o farelo de arroz e o extrato de levedura. Dentre as
principais fontes de nitrogénio complexas empregadas em bioprocessos, o extrato
de levedura tem sido um dos mais utilizados em desenvolvimento de pesquisa por
ter uma composicao rica em vitaminas do complexo B e aminoacidos (PEREIRA
Jr. et al, 2008), sendo que vitaminas e minerais, sS40 necessarios como
micronutrientes de leveduras para facilitar as reagdes bioquimicas (KOTARSKA,
2006) .

Os elementos minerais também sao necessarios, mas em concentragdes da
ordem de miligramas por litro (PELCZAR et al., 1996). Os ions metalicos (como

K*, Mg*, Ca®* e Zn**) podem mudar a velocidade da glicélise e a conversdo de
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piruvato a etanol dando um impacto significante no progresso e eficiéncia da
fermentagdo. Dentre os minerais destacam-se o magnésio, envolvido em muitas
funcbes fisiolégicas como de crescimento de leveduras, divisdo celular e
atividade de enzima, e tem um papel importante na protecdo celular a niveis
toxicos de etanol (ALEXANDRER, 1994). Zinco € um elemento necessario em
varias atividades enzimaticas relacionadas com as enzimas alcool
desidrodrogenase, aldolase, fosfatase alcalina, DNA e RNA-polimerase
(MAYALAGU et al, 1997). Estes em meio de fermentacéo sdo fatores importantes
com efeito significativo sobre a fisiologia de leveduras e produgédo de etanol
(BIRCH; WALKER, 2000), como magnésio influenciando diretamente a velocidade
de crescimento das leveduras, o consumo de agucar e a producido de etanol
(REES; STEWART 1999). Em geral, € exigido pela levedura na faixa de
concentracdo milimolar: a adicado de 10 mM de M92+contribuiu para aumento da
producado de etanol (REES; STEWART 1999). Na produgdo de etanol por S.
Cerevisiae a relevancia da adicdo de magnésio também é relatada. Elevadas
concentragbes de magnésio no meio (até 50 mM) resultaram em melhoria na
viabilidade celular, em condicbes com elevadas concentracbes de etanol,
provavelmente por este ter exercido efeito protetor sobre as células, reduzindo a
mortalidade celular (BIRCH; WALKER 2000). A suplementagédo de fermentagdes
com 0.5 mM de magnésio também prolongou a fase de crescimento exponencial,
resultando em aumento da biomassa, e também na redugdao no declinio da
atividade fermentativa (DOMBEK; INGRAM, 1986).

As células de leveduras também requerem vitaminas, como mio-inositol,
acido pantoténico, biotina e tiamina para o crescimento delas e aceleragédo de
fermentagcdo (ALFENORE et al. 2002). O acido pantoténico € conhecido por ser
um precursor da coenzima A, a qual esta envolvida em muitos passos de
metabolismo intermediario de carboidratos, gorduras e proteinas, também
aumentando a tolerancia da levedura ao etanol por estimular a sintese de lipidios
(KOTARSKA et al., 2006). A biotina € um cofactor de muitas enzimas envolvido
em reagdes de carboxilagdo, como metabolismo de aminoacido, biossintese de
acidos graxos e metabolismo energético. Sua assimilagdo e armazenamento
condicionam a velocidade de crescimento de leveduras e producédo de etanol

(ALFERONE et al. 2002). Mio-inositol também ¢é fator de crescimento essencial
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para leveduras e contribui com a alta tolerancia a etanol e aumento da viabilidade
de celular (FURUKAWA et al.2004).

A suplementagcao do meio de fermentagéo € muito importante uma vez que
prolonga sua viabilidade na fermentagcdo (KOTARSKA et al., 2006; FURUKAWA
et al.2004; BIRCH; WALKER,2000; RESS; STEWART 1999; DOMBEK; INGRAM
1986)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de obtencao de etanol
por via biotecnolégica, verificando o comportamento da levedura Spathaspora
arborariae UFMG-HM.19.1 na fermentacdo de xilose em hidrolisado

hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar.

3.2 Especificos

Avaliar a necessidade de suplementacdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-agucar para fermentagcdo alcodlica dos agucares xilose e

glicose presentes neste hidrolisado.

Avaliar o efeito dos parametro temperatura, pH e concentragao de indculo

na producédo de etanol pela levedura em estudo.

Avaliar estatisticamente o efeito entre os parametros estudados na

producao de etanol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo e Preparo do Hidrolisado Hemicelulésico do Bagaco de
Cana- de — acUcar

O bagago de cana-de-agucar foi proveniente da usina S&o Francisco
localizado em Sertdozinho, SP. Esse bagaco, apds secagem ao ar livre, teve seu
teor de umidade determinado. Apés a secagem o bagaco foi hidrolisado,

utilizando acido sulftrico diluido.

O hidrolisado hemicelulésico foi obtido em reator de ago inox com
capacidade de 250 litros localizado no Departamento de Biotecnologia (LOT) da
EEL/USP. O bagaco foi percolado com H,SO4 98%, em uma razdo de 100 mg
H,SO4 /g de matéria seca de bagago, durante 30 minutos a temperatura de
121°C, utilizando-se uma proporgédo de 1:10 entre massa seca de bagaco e
volume da solucao de H,SO4. Apds o resfriamento, o hidrolisado foi centrifugado

e estocado em bombonas de 50L em camara fria a 4°C.

4.2 Concentracdo e Tratamento do Hidrolisado Hemiceluldsico

O hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana obtido por hidrélise acida
passou por um processo de concentragdo a vacuo para redu¢gao em cinco vezes
seu volume inicial sob temperatura de 70 °C. Nesta etapa foi utilizado um
concentrador a vacuo com capacidade volumétrica de 30 L. A seguir, o
hidrolisado foi tratado utilizando a detoxificagcdo quimica por alteracdo de pH,
conforme metodologia descrita por ALVES et al. (1997). Esse procedimento
envolve a elevacao do pH inicial do hidrolisado para pH 7,0 pela adicdo de CaO,
com posterior redugao de seu pH pela adicao de acido fosforico concentrado para
pH 5,5. A seguir foi adicionado ao hidrolisado 2,5 % (m/v) de carvao ativo,
mantendo-o sob agitagdo de 200 rpm em incubadora de movimento rotatorio, a 30
°C, por 1h. Nas etapas de alteracbes de pH bem como de remocado de carvao

ativo, o hidrolisado foi filtrado a vacuo utilizando papel de filtro quantitativo. O
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hidrolisado concentrado e tratado foi autoclavado a 0,5 atm (111 °C) por 15
minutos. Tanto o hidrolisado original como o hidrolisado concentrado, foram
caracterizados quanto ao pH e concentragbes de agucares (glicose, xilose e

arabinose), acido acético, 5-hidroximetilfurfural e furfural.

4.3 Micro-organismo

Em todos os experimentos foi utilizada a linhagem de levedura
Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A, mantida em meio agar extrato de malte
a 4°C. Essa levedura foi recentemente isolada e cordialmente cedida pelo Prof®.
Dr. Carlos Augusto Rosa da Universidade Federal de Minas Gerais para
realizacao dos ensaios fermentativos para a producdo de etanol em hidrolisado

hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar.

4.4 Preparo do In6culo

O in6culo da levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A, foi
preparado em meio semi-definido contendo: xilose (30 g.I'1), peptona de carne
(2% mlv) e extrato de levedura (1%m/v). O cultivo foi conduzido em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio, em incubadora com movimento
rotatério sob agitacdo de 200 rpm, a temperatura de 30 °C por 24 horas. As
células foram recuperadas por centrifugagéo a 3000 X g por 15 min, lavadas e
ressuspensas em agua destilada esterilizada. Volumes adequados desta solugao
foram utilizados como in6culo, de forma a se obter uma concentracdo celular

inicial indicada em cada experimento.

4.5 Avaliacédo das Condi¢cdes de aeragcéo
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O meio de fermentacao foi preparado com hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-agucar, sem nenhuma suplementagdo. As fermentagdes
foram conduzidas de acordo com o planejamento fatorial completo 2°* com 3
repeticdes no ponto central (Tabelas 4.1 e 4.2). A Tabela 4.1 mostra os niveis de
agitacao e volume utilizados em seus valores codificados e reais. A Tabela 4.2
mostra o planejamento fatorial completo 2% com 3 repeticdes no ponto central. As
fermentagdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer contendo meio de
fermentagdo e com 0,5 g.I-1 de in6culo. Os volume do Erlenmeyer e os volumes
de hidrolisado utiizado em cada etapa do experimento estdo especificados na
Tabela 4.1. Esses frascos foram mantidos em incubadora de movimento rotatério
sob agitacdo de acordo com seu nivel e temperatura de 30 °C. Os ensaios foram
executados em ordem aleatéria para minimizar a ocorréncia de erros
sistematicos. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa

STATGRAPHICS, verséo 15.2.111.

Tabela 4-1 Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial completo em seus
niveis codificados e valores reais.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
A — Agitacao (rpm) 100 150 200
B — Volume de meio de 25 35 50

fermentacao (ml)
C — Volume Erlenmeyer 125 200 250

(ml)
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Tabela 4-2 Planejamento fatorial do tipo 23, com 3 repeticbes no ponto central, para
a avaliacdo do efeito da na producéo de etanol a partir de hidrolisado de cana-de-agUcar
pela levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1

Experimentos A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

4.6 Avaliacdo da Suplementacao do Meio de Cultivo

O meio de fermentacao foi preparado com hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-agucar adicionado de solugdes nutrientes estoque de extrato
de levedura (250 g.l-1), sulfato de magnésio (200 g.I-1) e sulfato de aménio (200
g.I-1) para obtencdo das concentragbes desejadas no hidrolisado conforme
descrito no planejamento fatorial completo 2% com 3 repetigdes no ponto central
(Tabelas 4.3 e 4.4). A Tabela 4.3 mostra as concentragdes dos nutrientes
utiizados em seus valores codificados e reais. A Tabela 4.4 mostra o
planejamento fatorial completo 2% com 3 repetigbes no ponto central. As
fermentagdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25

ml de meio de fermentacao e 0,5 g.I-1 de in6culo. Esses frascos foram mantidos
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em incubadora de movimento rotatorio sob agitagao de 200 rpm e temperatura de
30 °C. Os ensaios foram executados em ordem aleatéria para minimizar a
ocorréncia de erros sistematicos. A analise estatistica dos dados foi realizada
utilizando do programa STATGRAPHICS, versédo 15.2.111.

Tabela 4-3 Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial completo, em seus
niveis codificados e valores reais.

Variaveis (g.l-1) Niveis
-1 0 +1
A - Sulfato de magnésio 0 2,5
B — Sulfato de amodnio 0 2,5
C — Extrato de Levedura 0 2,5

Tabela 4-4 Planejamento fatorial do tipo 22, com 3 repeticdes no ponto central, para
a avaliacéo do efeito da suplementacéo do hidrolisado com nutrientes, na produc¢éo de
etanol pela levedura Spathaspora arborariae

Experimentos A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

4.7 Avaliacdo dos Parametros da Fermentacao
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Para avaliacdo dos parametros fermentativos foi utilizado a fragao
hemicelulésica do hidrolisado hemiceluléstico de bagago de cana-de-agucar,
previamente tratado pelos métodos descritors nos itens 4.1 a 4.2. As
fermentagdes foram conduzidas utilizando um planejamento fatorial 22 com 3
repeticdes no ponto central, mostrado na Tabela 4-5, utilizando como fatores a
temperatura, o pH e a concentracdo de in6culo. As fermentagdes foram
conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 ml de meio de
fermentacdo. Esses frascos foram mantidos em incubadora de movimento
rotatério (modelo: G25KC, New Brunswick) sob agitagcdo de 200 rpm. Os ensaios
foram executados em ordem aleatéria para minimizar a ocorréncia de erros
sistematicos. A analise estatistica dos dados foi feita utilizando o programa
STATGRAPHICS, versao 15.2.11

Tabela 4-5 Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial fracionario 2° trés
repeticdes do ponto central em seus niveis codificados e valores reais.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
A — Temperatura (°C) 30 35 40
B —pH 4 5 6

C — Concentracédo de In6culo (g.l-1) 0,5 0,75 1,0
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Tabela 4-6 Planejamento fatorial do tipo 2% com 3 repeticdes no ponto central, para
a avaliacao do efeito dos parametros fermentativos na producédo de etanol pela levedura
Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1

Experimentos A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

4.8 Métodos Analiticos

4.8.1 Determinacdo da concentracdo de acgucares, acido acético, glicerol e

etanol

As concentracbes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, acido acético,
glicerol e etanol foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). As amostras foram previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18
e analisadas utilizando-se as seguintes condigdes: coluna BIO-RAD AMINEX
HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida a temperatura de 45°C; volume de injecao de
20 pl; detector de indice de refragdo Waters 410; fase movel H,SO4 0,01 N e fluxo
de 0,6 ml/min.
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4.8.2 Determinacédo da concentracado de furfural e hidroximetilfurfural

Para a analise do teor de furfural e hidroximetilfurfural, as amostras foram
previamente filtradas em membrana Minisart e injetadas no cromatografo,
utilizando-se as seguintes condigdes: coluna RP 18 (200 X 4,6mm) mantida a
temperatura de 25°C; volume de injegao de 20 ul; detector de ultravioleta Waters
(276 nm); fase movel acetonitrila/agua 1:8 com 1% de acido acético e fluxo de 0,9

ml/min.

4.8.3 Determinacédo da concentracao celular

A concentracao celular no meio de fermentacéao foi determinada pela leitura
da absorbancia a 600 nm em espectrofotdbmetro BECKMAN DU 640B e
correlacionada com a massa seca de células (g.I-1) por meio de uma curva de
calibragdo previamente construida. O branco utilizado foi o meio de fermentagéo
sem células diluido na mesma propor¢ao do meio de fermentacdo com células. O
restante das amostras coletadas foram centrifugadas a 3000 X g por 10 min. O

sobrenadante foi armazenados em freezer para posterior analise em CLAE.

4.8.4 Céalculo dos Parametros Fermentativos

Equacéo 4-1 Fator de converséo de aglcares em etanol (YP/S, g etanol produzido/9 xilose (ou

glicose) consumida)

y _ AP _(Pf—PD)
P/S ™ _AS "~ (Si—Sh)

Sendo:
Pf. concentracao final de etanol

Pi: concentragao inicial de etanol
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Sf: concentragao final de agucar (Glicose ou Xilose)
Si: concentragao inicial de agucar (Glicose ou Xilose)

Equacéo 4-2 Eficiéncia de conversao de agUcares totais em etanol (n%)

Y
n(%) = 2L ———

Y,,/stedrico

Sendo:

Yp/s teérico= 0,51g etanol/g agucar

Equacao 4-3 Produtividade em etanol (Qp, g etanol.I*.h™)

i)

Qp .

Sendo:

t: tempo de fermentagéo.

Equacao 4-4 Percentagem de consumo de xilose (Y%)

(Sis‘sﬂ x100

i

Y% =

Sf= concentragdo final de acgucar (g.l-1)

Si = concentragao inicial de agucar (g.l-1)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Hidrélise

O bagacgo de cana-de-agucar apresentou teor médio de umidade de 11%,
determinado em detector de umidade (LJ16 Moisture Analyzer, Mettler Toledo,
Sao Paulo, Brasil) e foi submetido a hidrolise acida realizada conforme item 4.1. O
hidrolisado obtido apds concentragao (bruto) e aquele tratado foram submetidos a
caracterizagao para determinar as concentragdes de xilose, glicose, arabinose,
acido aceético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF). Os resultados desta

caracterizacao estdo apresentados na TABELA 5.1.

Tabela 5-1 Caracterizacdo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-

aclcar bruto e tratado

Composto Bruto (g.I")  Tratado (g.I"")
Glicose 2,7 2,2
Xilose 19,8 18,5
Arabinose 1,8 1,2
Acido Acético 2,1 1,6
Hidroximetilfurfural (HMF) 0,05 0,002
Furfural 0,65 0,002

Como pode ser observado na TABELA 5.1, as condigbes de hidrolise
produziram um hidrolisado rico em xilose, demonstrando a extracdo seletiva da
fragcdo hemiceluldésica do bagaco de cana-de-agucar. A concentragdo de glicose
(2,7 g.I'") obtida foi maior que a observada em outros trabalhos, realizados em
condigdes semelhantes de hidrélise, como em Cunha (2006) (1,3 g.I'") e Carvalho
(2000) (1,66 g.L"). Esta diferenga pode ser atribuida as diferentes origens do
bagaco de cana-de-agucar utilizado em cada estudo. A concentragdo de xilose

obtida encontra-se na média dos valores observados na literatura.
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Apos a etapa de tratamento, foi observada uma diminuicdo na
concentracdo dos inibidores como esperado, resultando em uma redugao nas
concentragdes de furfural (96 %), hidroximetilfurfural (99 %) e de acido acético (23
%). Estes resultados evidenciam a eficiéncia do processo de tratamento, apesar
de se ter observado diminuicdo na concentragao dos acucares de, em média, 20
%. Este fato esta associado principalmente a primeira etapa do tratamento
(elevagao do pH com CaO) no qual é formado um precipitado espesso acima da
membrana que provavelmente adsorve parte dos acucares. Estas perdas podem
ser atribuidas pela ocorréncia de arrastes destes compostos durante o tratamento
do hidrolisado, uma vez que neste processo ha intensa variagdo de pH e
formagéo de precipitados, os quais sdo removidos por filtragdo (CUNHA, 2006).
Apds o preparo, tratamento e caracterizagdo do hidrolisado de bagago de cana-
de-agucar foram realizados testes de condicbes iniciais de aeracéo,
suplementacao nutricional e parametros fermentativos (pH, temperatura e

concentragéo de in6culo) em meio contendo o hidrolisado tratado.

5.2 Fermentagéo

5.2.1 CondicOes de aeracao

Em uma primeira etapa, foi avaliada o efeito da aeracdo na produgao de
etanol pelo micro-organismo em estudo. Em alguns casos, a anaerobiose pode
causar um desvio metabdlico para regeneragcdo de cofatores importantes e
diminuindo a conversdo da xilose para etanol, sendo que o produto final da
regeneragao de cofatores é xilitol, causando uma diminuigdo na producgao final de
etanol (du PREEZ,1994).

Os resultados destes experimentos podem ser observados nas tabela 5.2,
assim como os dados estatisticos (tabela 5.3) e o diagrama de Pareto (Figura 5.1)

que ilustra o efeito dos fatores assim como a interagao entre os mesmos.
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Tabela 5-2 Avaliacdo da aeracdo na fermentacdo de xilose e glicose para etanol utilizando a levedura Spathaspora arborariae UFMG-
HM19.1.

Experimento Agitacdo Vol. Vol. do Celulas Xilose Glicose Etanol Fator de Consumo Eficiéncia Produtividade
(rpm) de Frasco(l) (g.I™) residual  residual  (g.I") Conversdo. de Xilose (%) (g.I.h™

Meio (9.1 (9.1 (%)
0]

1 100 25 125 2,23 16,76 0,39 3,12 0,18 50,49 35 0,05

2 200 25 125 2,35 18,09 0,29 0,42 0,02 47,50 4 0,01

3 100 50 125 3,42 15,38 0,34 4,57 0,26 52,85 51 0,08

4 200 50 125 2,43 16,47 0,52 0,48 0,03 51,38 5 0,01

5 100 25 250 3,00 17,22 0,37 0,26 0,01 49,64 3 0,01

6 200 25 250 2,27 18,37 0,36 1,48 0,09 46,50 18 0,02

7 100 50 250 3,46 16,96 0,28 0,82 0,04 49,82 9 0,01

8 200 50 250 3,60 15,96 0,29 0,43 0,02 55,27 3 0,01

Tabela 5-3 Analise de Variancia para Etanol dos parametros utilizados no experimento de aeragao

Fonte Soma dos Quadrados gl Média Quadrada Razado-F P-Valor
A:Vol Hidrol 4,4402 1 4,4402 733,92 0,0235
B:Agitagao 0,13005 1 0,13005 21,50 0,1352
C:Vol Fras 3,92 1 3,92 647,93 0,0250
AB 1,125 1 1,125 185,95 0,0466
AC 7,25805 1 7,25805 1199,68 0,0184
BC 0,5 1 0,5 82,64 0,0697
Erro Total 0,00605 1 0,00605

Total (corr.) 17,3794 7

R? 99,9652

R2? (ajust. g.I) 99,7563

Erro media absoluta 0,07778

Erro padréo 0,0275




51

Os dados demonstram que a propor¢cao utilizada na maioria dos
experimentos em frascos Erlenmeyer, correspondente a proporgdo de 1:5 de
frasco € uma opgao a ser mantida, em detrimento as demais analizadas neste
experimento, para garantir a aeragao necessaria (Figura 5.1). A intereacao entre
os volumes de frasco e o volume de meio de fermentacao, representado pela
interacdo AC na figura 5.1, demonstra que a producdo de etanol sera
significativamente maior se mantida a proporgéo 1:5, corroborando a analise de
variancia (ANOVA). Nao ocorreu diferenga significativa nos niveis testados para o
efeito aditagcdo, sendo escolhido para os demais delineamentos experimentais o
maior nivel de agitacdo, com o objetivo de garantir uma aeragao adequada para a
fermentacao, visto que a maioria das leveduras possui a necessidade de oxigénio

para uma producao mais eficiente de etanol (NIGAM 2001a, 2001b, 2001c).

Figura 5-1 Diagrama de Pareto com os fatores utilizados nos experimentos de
aeracao

Nas condi¢does utilizadas no presente trabalho ndo houve producédo de
xilitol pela levedura, indicando que as condigdes utilizadas ndo acarretou em uma
condicdo de anaerobiose, o que causaria a regeneracdo de cofatores e a
formagao de xilitol (du PREEZ,1994).

5.2.2 Suplementacéao nutricional
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A suplementacdo do meio de fermentagao € muito importante uma vez que
prolonga a viabilidade das leveduras na fermentacdo (KOTARSKA et al., 2006)
Os microorganismos retiram do meio ambiente todas as substéncias necessarias
para a sintese celular e para obtengcédo de energia, variando de acordo com as
cepas. Na fermentagao para etanol, além das fontes de carbono, os organismos
necessitam de outros cofatores e compostos para a manutengao do maquinario
metabdlico que, caso ndo seja devidamente renovado, pode ocorrer na morte

celular e consequente diminuigao na producgao de etanol.

De acordo com os dados obtidos (Tabela 5.4 e 5.5), a melhor conversao
em etanol apresentada foi aquela utilizando extrato de levedura em sua
concentracdo mais alta (1,0g.L™"), sem a presenca de outros nutrientes usados no
planejamento experimental, como o sulfato de magnésio (MgSO4) e o sulfato de
amoénio (NH4SO4). Pode se inferir que, devido a composi¢gédo complexa do extrato
de levedura, extraida de S. cerevisiae, possuindo diversos nutrientes
nitrogenados, importantes para o crescimento celular e manutengcdo do
maquinario metabdlico, assim como vitaminas, que auxiliam o metabolismo de
producdo do etanol e o crescimento celular, ambos desejados nas etapas
fermentativas e de preparo de inéculo, respectivamente (INGLEDEW, CASEY,
MAGNUS,1984).

Embora nao tenha sido relevante para o presente estudo (Figura 5.18), o
magnésio tem uma boa participagcdo na producédo de etanol por leveduras, tais
como Scheffersomyces stiptis (SLININGER, 2006), Candida tropicalis
(LOHMEIER-VOGEL, 1995), Candida shehatae (XIA, 1995). Geralmente esse
nutriente é utilizado no preparo do de inéculo ou na fermentacido, de modo a
aumentar o fator de rendimento de produgéo (Ys). No caso desta fermentagéo, o
fator de rendimento foi inferior ao obtido por outras leveduras (Y,s= 0,26). Esse
resultado pode ser explicado por uma nao exploragao, no experimento, de outras
variaveis presentes no processo tais como o pH, composicao de acucares no
meio, temperatura, e concentracdo de células na fermentacao, verificados em

outra etapa do experimento.

Compostos nitrogenados, tais como a amdnia e a uréia, sdo amplamente

utilizado em meios complexos para fermentagéo, sendo que o existem alguns
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estudos destacando a utilizagdo de uréia para algumas leveduras, como
Scheffersomyces stiptis (FERREIRA, 2011) e Candida guilermondii, para
producao de etanol (SARROUH, 2009) e xilitol, respectivamente. Apesar de ser
um nutriente importante em outros organismos durante a fermentagéo, a uréia
nao foi escolhida para a experimentacdo devido a incapacidade da levedura em
converter essa substancia para ser utilizada no anabolismo de aminoacidos
(CADETE, 2009). Devido a essa incapacidade, para avaliagdo da suplementagao
de nutrientes nitrogenados nestes experimentos, foi utilizado sulfato de amdnio
que, apesar de ser metabolicamente utilizavel pela levedura, ndo causou efeitos

estatisticamente significantes na fermentagao a longo prazo..



Tabela 5-4 Avaliacdo da suplementacdo nutricional na fermentacdo de xilose e glicose para etanol utilizando a levedura Spathaspora

arborariae UFMG-HM19.1.

Eficiéncia Produtividade

Experimento Mg NH, Extrato Concentracdo Xilose Glicose Etanol Fator de Consumo
(g." (g.I' de Celular Final Residual Residual (g.I'l) Conversao. de Xilose
D) Levedura. (g% (@™ @1 (%)

(9.
1 0 0 0 3,47 29,42 2,55 0,47 0,17 7,66
2 5 0 0 3,42 22,40 2,26 1,21 0,10 30,19
3 0 5 0 3,33 10,23 0,34 0,71 0,02 69,65
4 5 5 0 3,52 21,28 0,36 0,79 0,05 34,34
5 0 0 5 3,41 15,30 0,29 4,77 0,26 53,26
6 5 0 5 3,67 16,00 0,28 3,06 0,15 54,83
7 0 5 5 3,46 16,96 0,28 0,82 0,04 49,82
8 5 5 5 3,30 15,96 0,29 1,43 0,07 55,27

0,34
0,20
0,05
0,11
0,51
0,30
0,08
0,13

0,01
0,01
0,01
0,01
0,07
0,05
0,01
0,02

Tabela 5-5 Analise de Variancia para Etanol dos parametros utilizados no experimento de aeragao

Fonte Soma dos Quadrados gl Média Quadrada Razao-F P-Valor
A:Magnésio 0,0432744 1 0,0432744 0,15 0,7091
B:Amonia 8,36207 1 8,36207 28,89 0,0007
C:Extrato 11,9593 1 11,9593 41,32 0,0002
AB 0,740073 1 0,740073 2,56 0,1485
AC 0,991568 1 0,991568 3,43 0,1013
BC 7,3738 1 7,3738 25,48 0,0010
Erro Total 2,31524 8 0,289405

Total (corr.) 31,7854 15

R? 92,716

R2? (ajust. g.I) 86,3425

Erro media absoluta 0,537964

Erro padrao 0,379731
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Figura 5-2 Diagrama de Pareto com os nutrientes utilizados nos experimentos de
suplementacéo para producdo de etanol

Com base nos dados estatisticos e no diagrama de Pareto obtidos nos
dados observados nessa nessa etapa, foi determinado que a suplementagao do
meio de cultivo fosse realizada com adi¢cao de extrato de levedura, devido a seu
efeito significativo para a produgcdo de etanol na concentragcdo maxima do
experimento, utilizando-se como parametro de escolha o fator de rendimento
obtido nesse experimento e os P-valores da anadlise de variancia (ANOVA). A
segunda etapa dos experimentos delineados nesse trabalho foi realizada, de
modo a escolher o melhor conjunto de fatores, de modo a torna-lo mais eficiente

para viabilizar uma futura aplicagéo biotecnoldgica da levedura em estudo.

5.2.3 Parédmetros fermentativos

De modo a melhorar o bioprocesso produtivo de etanol, muitos trabalhos
foram realizados para determinar as melhores condi¢cdes para a fermentacdo de
pentoses a etanol (OLSEN, HANH-HAGERDAL ,1996). Esses estudos mostram
que a concentragdo celular do indculo, a temperatura e o pH séo fatores

importantes para uma conversao mais eficiente dos agucares pela levedura.
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O consumo total de glicose foi observado nos meios de cultivo com menor
concentracao de inéculo e pH inicial 4 e 6, quando cultivados a 40°C. Nos cultivos
realizados com a presengca de maior concentracdo celular, apenas as
fermentagdes em pH inicial 6 a 30°C ndo tiveram o consumo total deste

monosacarideo.

Através de analise estatistica, foi obtida a Equagdo 5.1 , onde pode-se

observar a participacao significativa de todos os fatores amostrados.

Etanol=5,40075+1,79925*T-0,7025*P-1,80975*C+0,0985*T*P+0,3565*T*C-0,11775*P*C (Eq 5.1)

Onde:

Etanol= concentragdo de Etanol (g.I"")
T= Temperatura (valor codificado)

P= pH (valor codificado)

C= Concentragao de indculo (valor codificado

Em nenhum ensaio foi observado o consumo completo da xilose
disponivel no meio, a qua foi lentamente consumida na maioria das fermentagdes,

apresentando o maior consumo (67,8%) em pH inicial 6 e temperatura de 30°C.

Todas as fermentacdes resultaram na produgao de etanol, com diferentes
concentragdes (Tabela 5.6). As melhores condigdes de produgcao de etanol foram
em pH inicial 4 e temperatura 40°C (Ys=0,50), pH inicial 4 e temperatura 30°C
(Yps=0,47) e pH inicial 6 e temperatura 40°C (Yps=0,41). Esse resultado é
satisfatério, considerando alguns trabalhos utilizando leveduras conversoras de
xilose, tais como Scheffersomyces stipitis DSM 365 em hidrolisado acido de cana-
de-acucar ndo tratado (Ys=0,30) (CANILHA et. al., 2010) ou hidrolisado de fruto
de palma por Mucor indicus (Ys=0,45) (MILLATI, 2011) , demonstrando que a
levedura do presente trabalho tem uma fator de rendimento superior a outros

organismos da literatura consultada, estando muito proximo ao rendimento tedrico



o7

em frascos de Erlenmeyer , tornando-se interessante para estudos em reatores

para aumento de escala.

O comportamento de consumo de glicose foi diferente de outras espécies
fermentadoras, como Scheffersomyces stiptis em hidrolisado de bagago de cana
(CANILHA et. al, 2010), Candida tropicalis em hidrolisado de podas de oliveira
(MARTIN et. al., 2010), mas aceitavel dentro de seu género (Spathaspora). Long
e colaboradores (2010) utilizaram a levedura S. passalidarum, para a produgao de
etanol sob uma temperatura de 42°C, condigao similar a utilizada no presente
trabalho. Em todos os trabalhos citados anteriormente, observou-se um maior
consumo de glicose em detrimento do consumo de xilose, corroborando também
com trabalhos especificos sobre consumo de xilose (AGBOGBO et. al., 2006),
demonstrando que a fermentacado de xilose esta adequada com o observado em

outras fermentacgdes.

O consumo de xilose nos organimos capazes de fermentar esse agucar &
notoriamente lento quando utilizados hidrolisados de materiais lignoceluldsicos.
As fermentagdes desses materiais demoram longos periodos para ocorrer o
consumo completo da xilose presente no meio, alcangando até 240h de
fermentacdo (MARTIN et. al., 2010). Este longo periodo de fermentacédo pode ser
explicado tanto pela baixa concentracdo celular incial quanto por inibidores

presentes no hidrolisado hemiceluldstico.

A baixa concentragdo celular pode indicar que o0s organismos
fermentadores de xilose ndo fermentam na mesma taxa que S. cerevisiae
fermenta glicose, necessitando de muito mais tempo para converter o substrato a
etanol. Altas concentracdes celulares poderiam levar, proporcionalmente, a uma
baixa disponiabilidade de agucares para a alta propor¢édo de organismos,
diminuindo a producédo de etanol. A levedura Spathaspora arborariae UFMG-
HM19.1.1 em meios sintéticos e em altas concentracdes celulares (10g.L™") foi
capaz de consumir completamente os agucares contidos em meio sintético (20g.L
' de xilose) em 48h de fermentacéo (CADETE, 2009).

O tempo da fermentacédo pode ser explicado pela presenca de inibidores

metabdlicos, tanto o acido acético quanto compostos fendlicos como o furfural e o
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hidroxi-metil-furfural (HMF). O efeito toxico do acido acético, presente em pH
baixo, ndo foi observado tdo acentuadamente nas fermentagdes experimentais,
sendo que um dos crescimentos ideais foi durante o pH baixo, algo inusitado para
uma fermentagdo em hidrolisado hemiceluldsico. Durante a hidrolise ocorre a
formacao de acidos acéticos derivados dos radicais acéticos presentes na porgao
hemicelulésica. Durante o processo de tratamento do hidrolisado para a
fermentacdo, ocorre a reducdo da concentracdo de acido acético devido a
evaporagao no processo de concentragao do hidrolisado. Em outras fermentacdes
com 0 organismo ocorreu inibigdo por acido acético em pH de 4,75 (constante de
dissociagdo do acido acético), assim como outros organismos fermentadores,
como Candida shehatae, Scheffersomyces stiptis, Candida tropicalis em bagago
de cana, com a presenca de acido acético em concentragdes variadas. O efeito
do acido acético nas células fermentadoras ocorre devido a alteragao eletrolitica
no citosol das leveduras, causando um estresse metabdlico, diminuindo a

producao de etanol.
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Tabela 5-6 Avaliacdo dos pardmetros fermentativos na converséo de xilose e glicose para etanol utilizando a levedura Spathaspora
arborariae UFMG-HM19.1

Experimento. Temperatura. pH Concentracdo. Concen. Xilose Glicose Etanol Fator de Consumo Eficiéncia Produtividade
°C In6culo Celular Residual Residual (g.I") Conversdo. de Xilose (%) (g.I".h™)

Final (9.1 (9.1 (%)

(@.?
1 30 4 0,5 3,49 18,89 0,49 6,89 0,47 34,70 0,93 0,11
2 40 4 0,5 1,19 17,35 0 8,71 0,50 41,58 0,98 0,14
3 30 6 0,5 2,23 10,04 1,95 4,52 0,18 67,83 0,36 0,07
4 40 6 0,5 1,21 13,17 0 8,76 0,41 54,61 0,81 0,14
5 30 4 1 3,48 15,83 0 1,82 0,09 45,28 0,19 0,03
6 40 4 1 1,36 16,9 0 7,04 0,37 44,26 0,74 0,11
7 30 6 1 3,14 18,06 0,55 1,01 0,06 41,92 0,12 0,01
8 40 6 1 1,35 16,93 0 4,55 0,24 43,30 0,48 0,07

Tabela 5-7 Andlise de Variancia para Etanol dos parametros utilizados no experimento dos parametros fermentativos

Fonte Soma dos Quadrados gl Média Quadrada Razéo-F P-Valor
A:Temperatura 51,7968 1 51,7968 97,92 0,0000
B:pH 7,8961 1 7,8961 14,93 0,0048
C:Inéculo 52,4031 1 52,4031 99,07 0,0000
AB 0,155236 1 0,155236 0,29 0,6028
AC 2,03348 1 2,03348 3,84 0,0856
BC 0,221841 1 0,221841 0,42 0,5354
Total error 4,23175 8 0,528969

Total (corr.) 118,744 15

R2 96,4362

R? (ajust. g.l) 93,3179

Erro media absoluta 0,727303

Erro padréo 0,511
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Figura 5-3 Diagrama de Pareto das parametros fermentativos experimentais e suas
interacdes

Assim como o acido acético é formado pelo processo de hidrdlise acida,
também ¢é nesse processo que se formam o furfural e o hidroxi-metil-furfural
formados a partir de, respectivamente, xilose e glicose, ambos presentes nos
materiais lignoceluldsicos. Tais inibidores metabdlicos podem ser reduzidos por
tratamentos pré-fermentantacdo, como liming e overliming, por exemplo, ainda
que nao possam totalmente eliminar os compostos metabdlicos, diminuem
consideravelmente sua preseng¢a no hidrolisado. Assim, a inibicdo, ainda que
presente permite uma fermentacdo, ainda que necessite de maior tempo para
processar completamente os acgucares presentes no hidrolisado capazes de
serem metabolizados pela levedura. O organismo mostrou-se inibido nas
condi¢cdes amostradas, corroborando com Cunha-Pereira e colaboradores (2011),
que mostraram que durante o periodo os inibidores teriam efeitos sobre a
fermentadora, apesar de serem consumidos apds um determinado periodo de
tempo em baixas concentragdes. Outras leveduras também tem a capacidade de
se alimentar de tais compostos fendlicos, como Issatchenkia occidentalis (redug&o
de 85% de HMF e 62% furfural) (FONSECA, 2011).

Considerando os fatores utilizados nesse experimento, as analises
estatisticas e o Diagrama de Pareto, pode-se observar que as melhores

condicdes para a producao de etanol sdo a concentragao de indculo de 0,5 g.I'1, a



61

temperatura de 40°C e o pH 4, ndo sendo observado estatisticamente uma
interacao significativa entre esses fatores nos niveis sugeridos, ainda que a
temperatura e o pH possuam interagéo (Tabela 5-7), ela ndo foi significativa para
a produgéao de etanol (Figura 5-3).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que

e A levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1 foi capaz de produzir
etanol em hidrolisado de cana-de-agucar sendo que, nas condi¢cdes
avaliadas, as maiores concentracbes obtidas foram em meios
potencialmente estressantes para leveduras em hidrolisado.

e Houve a necessidade de suplementagao do hidrolisado, sendo o extrato de
levedura o nutriente mais significativamente importante para a produgao de
etanol utilizando a levedura Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1

e A fermentacdo utilizando a levedura Spathaspora arborariae UFMG-
HM19.1 obteve um fator de rendimento muito proximo ao tedrico utilizando
como parametros fermentativos a temperatura de 40°C, o pH 4 e uma
concentragao inicial de inéculo de 0,5 g.I”

e Os fatores significativos observados neste trabalho, do ponto de vista
estatistico, sédo isolados, ou seja, ndo possuem interagdes significativas

para a producao de etanol.
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