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RESUMO

Soares, L. C. S. R. Destoxificacio bioldogica do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de
cana-de-agicar para utilizacio em processos fermentativos. 2012. 112p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2012.

Durante a etapa de pré-tratamento acido, necessdria para o rompimento da matriz
lignocelulosica e liberagao de actcares, diversos compostos toxicos sdo formados e
liberados no hidrolisado hemiceluldsico. Estes compostos afetam negativamente o
processo de fermentagdo, sendo necessaria uma etapa de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulosico. Este trabalho teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento de um
método de destoxificacdo bioldgica do hidrolisado hemicelulésico. Com este proposito
foram selecionadas leveduras, em meio de cultura sintético, capazes de utilizar furfural, 5-
hidroximetilfurfural (HMF), &cido acético, acido ferulico e siringaldeido como fontes de
carbono e energia. As leveduras Issatchenkia occidentalis M1 e Issatchenkia occidentalis
Y1’a foram as que demonstraram os melhores resultados de remocao destes compostos em
meio de cultura sintético e consequentemente foram as selecionadas para os experimentos
que foram realizados em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglcar
concentrado. Em um segundo momento, foi verificado a eficiéncia na destoxificacao
biologica do hidrolisado hemiceluldsico para futuras aplicagdes em processos
fermentativos de producdo de etanol. Para cada levedura selecionada foi realizado um
planejamento fatorial completo 2%, com trés repeticdes no ponto central. As variaveis, pH
(4,0 ou 5,0) e agitacao do sistema (100 rpm ou 300 rpm), foram avaliados e como variavel
resposta foi considerada a porcentagem da remog¢do de HMF, furfural, 4cido acético e
fenodis do hidrolisado hemicelulosico apds 96 horas de tratamento bioldgico. A partir dos
resultados obtidos constatou-se que para a estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 o
experimento 4 (pH 5,0 e 300 rpm) foi o que possibilitou uma remocao mais eficiente de
cerca de 42,89% dos compostos toxicos totais, sendo 94,77% de HMF 99,19% de furfural,
29,17% de fendis e 100% de acido acético. Para a estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1’a
o experimento 3 (pH 4,0 e 300rpm) foi o que permitiu uma remog¢ao mais significatica de
cerca de 46,04% dos compostos toxicos totais, sendo 97,68% de HMF, 96,06% de furfural,
27,15% de fendis e 100% de acido acético. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstram o potencial das leveduras Issatchenkia occidentalis M1 e Issatchenkia
occidentalis Y1’a no tratamento bioldgico do hidrolisado hemiceluldsico para a remogao
de compostos toxicos liberados pela etapa de pré-tratamento acido.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar. Destoxificacdo bioldgica. Hidrolisado
hemicelulosico.



ABSTRACT

Soares, L. C. S. R. Biological detoxification of the hemicellulosic hydrolyzates of
sugarcane bagasse for using in fermentative processes. 2012. 112p. Dissertation
(Master of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2012.

During the acid pretreatment step, required for the disruption of the lignocelluloses matrix
and sugars release, several toxic compounds are produced and released in the
hemicellulosic hydrolyzates. These compounds negatively affects the fermentation process,
being necessary an additional step for detoxification of the hemicellulosic hydrolysates.
The present work aimed to contribute for the development of a biological detoxification
method of the hemicellulosic hydrolysates. For this purpose yeasts were selected, in
synthetic culture medium, capable to metabolize furfural, 5- hydroxymethylfurfural
(HMF), acetic acid, ferulic acid and syringaldehyde as carbon and energy sources. The
yeasts Issatchenkia occidentalis M1 and Issatchenkia occidentalis Y1'a demonstrated the
best results to remove these compounds present in medium and they were selected to the
experiments that had been carried through in concentrated sugarcane bagasse
hemicellulosic hydrolyzates. In a second moment, the efficiency of the biological
detoxification of the hemicellulosic hydrolyzates was verified for future applications in
fermentative processes for ethanol production. For each selected yeast, a 2 full factorial
design was carried out. The variables, pH (4.0 or 5.0) and agitation rate (100 rpm or 300
rpm), had been evaluated and as response variable was considered the percentage of HMF,
furfural, acetic acid and phenols removed from hemicellulosic hydrolyzates after 96 hours
of biological treatment. According with the results, was evidenced that Issatchenkia
occidentalis M1 strain, in the experiment conditions 4 (pH 5.0 and 300 rpm), was more
efficient removals (about 42.89% of total toxic composites), being 94.77% of HMF,
99.19% of furfural, 29.17% of phenols and 100% of acetic acid. For the Issatchenkia
occidentalis Y1'a strain, in the experiment conditions 3 (pH 4.0 and 300 rpm) was
observed significant removal (about 46.04% of total toxic composites), being 97.68% of
HMF, 96.06% of furfural, 27.15% of phenols and 100% of acetic acid. The results
demonstrate the potential of the yeasts Issatchenkia occidentalis M1 and Issatchenkia
occidentalis Y1'a in the biological detoxification of the sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolyzates for removing the toxic compounds released during the acid pretreatment step.

Key-words: Sugarcane bagasse. Biological detoxification. Hemicellulosic hydrolyzates.



LISTA DE SIGLAS

ADH Alcool desidrogenase
ALDH Aldeido desidrogenase
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CoA Coenzima A

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica € proveniente de residuos agroflorestais, gramineas e
madeira e pode ser utilizada em processos biotecnoldgicos para obtencdo de bioprodutos.
Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos, principalmente por celulose e hemicelulose,
que correspondem a polimeros de carboidratos; e por uma macromolécula aromatica, a
lignina. Essas trés fragdes encontram-se intimamente associadas dando origem a uma
estrutura recalcitrante. Essa biomassa vegetal ¢ fonte abundante e renovavel de acucares
que podem ser utilizados para producdo de etanol por via fermentativa, o denominado
etanol de segunda geragao.

Para obtencao do etanol de segunda geragdo sdo necessarias, basicamente quatro
etapas que correspondem ao pré-tratamento (rompimento da matriz lignoceluldsica e
liberacdo das trés principais fragdes que a compdem); hidrdlise enzimatica
(despolimerizagdo da celulose em glicose por meio de enzimas celuloliticas); fermentacao
(conversao dos carboidratos em etanol); e a destilagdo, retificagdo e desidratagao
(separacdo e purificagdo do etanol).

Dentre as etapas empregadas, a etapa de pré-tratamento que utiliza 4cido diluido,
como o acido sulfurico, a altas temperaturas ¢ uma das mais significativas uma vez que
pode levar a formacdo e liberacdo de uma série de compostos toxicos a etapa de
fermentagdo em fungdo das condigdes operacionais empregadas. Estes compostos sdo
divididos em trés principais grupos baseados em sua origem, nos quais incluem os 4cidos
alifaticos (acido acético, acido formico e acido levulinico), os derivados de furano (furfural
e S-hidroximetilfurfural) e os compostos fenolicos.

Os compostos toxicos podem estar presentes em um unico hidrolisado dependendo
da origem das matérias-primas e das condigdes de hidrolise. Além disso, estes sdo toxicos
para as enzimas hidroliticas e afetam negativamente o desempenho dos micro-organismos
no processo de fermentagao.

Vérios métodos de destoxificagdo t€m sido empregados para remover e/ou reduzir
as concentragdes dos compostos toxicos presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos, tendo
como objetivo a superacdo dos efeitos negativos sob a fermentagdo. O método de
destoxificacao biologica ¢ um procedimento totalmente inovador e ecologicamente correto,
baseado nos principios de biorremediacdo que consiste na utilizacao de seres vivos ou de

seus componentes para biodegradar, nesse caso 0s compostos tdxicos presentes no
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hidrolisado hemicelulésico. Além disso, ¢ um método economicamente viavel, que nao
gera efluentes toxicos e que conduz a perdas insignificativas de agtcares. Desse modo, a
destoxificacdao biologica tem se mostrado como um procedimento promissor para futuras
aplicacdes industriais.

Este trabalho teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento de um método
de destoxificagdo bioldgica do hidrolisado hemicelulosico. Com este propoésito foi
realizado um screening de algumas leveduras, em meio de cultura sintético, capazes de
utilizar furfural, 5-hidroximetilfurfural, acido acético, acido ferulico e siringaldeido como
fontes de carbono e energia. As leveduras Issatchenkia occidentalis M1 e Issatchenkia
occidentalis Y1’a foram as que apresentaram os melhores resultados em meio de cultura
sintético e consequentemente foram as selecionadas para os experimentos que foram
realizados em hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-agucar. Para cada levedura
selecionada foi realizado um planejamento fatorial completo 2%, com trés repeti¢des no
ponto central. As varidveis, pH (4,0 ou 5,0) e agitacdo (100 rpm ou 300 rpm), foram
avaliadas e como varidvel resposta foi considerada a porcentagem da remog¢do de 5-
hidroximetilfurfural, furfural, 4cido acético e fendis do hidrolisado hemiceluldsico apos 96
horas de tratamento bioldgico.

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que a destoxificagdo bioldgico
do hidrolisado hemiceluldsico representa um procedimento eficiente, inovador e de baixo
custo. Os compostos toxicos testados (HMF, furfural, acido acético e fendis), de forma
geral, foram significativamente removidos do hidrolisado hemicelulosico por ambas as
estirpes de Issatchenkia occidentalis. Por ser um trabalho de caracter exploratorio, faz-se
necessario mais estudos acerca deste tema, assim como a otimiza¢do do processo de
destoxificacdo pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a com intuito de se

alcancar a exceléncia deste procedimento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os materiais lignocelulosicos e o bioetanol

Atualmente, alguns paises tém buscado fontes alternativas de energia
(SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996) que sejam ambientalmente corretas e que nao
contribuam para um aumento significativo das emissdes de CO, (MARTINELLI; FILOSO,
2008), como os denominados biocombustiveis. Estes contribuem com o desenvolvimento
sustentavel devido a redugdo na utilizacdo de combustiveis fosseis (CARDONA et al,,
2010).

Criado no Brasil em 1970, o programa Pré6-alcool teve como objetivo a produgao de
etanol combustivel por via biotecnologica com intuito de diminuir as importagdes de
petréleo (LIN; TANAKA, 2006). O governo federal brasileiro estabeleceu que 25% do
alcool anidro produzido no Brasil deveria ser adicionado a gasolina e motivou a fabricacao
de veiculos que pudessem ser conduzidos com at¢ 100% de alcool hidratado
(GOLDEMBERG, 2007). Atualmente, o Brasil ¢ o unico pais produtor de etanol em escala
industrial e competitivamente econdmico, pela fermentagdo dos aglicares presentes no
caldo de cana-de-a¢ticar (ELSHAHED, 2010).

O etanol ¢ um metabolito primario da fermentagao de actuicares (DEMAIN, 2009)
por organismos que os utilizam como substrato para a producdo desse bioproduto e
liberagdo de CO, (LIN; TANAKA, 2006). O etanol ¢ considerado um combustivel
oxigenado de queima limpa, pois reduz as emissdes veiculares de CO, para a atmosfera
(DEMIRBAS, 2005).

A produgdao de etanol combustivel também pode ocorrer a partir da biomassa
lignoceluldsica, denominado de etanol de segunda geragdo, sendo capaz de reduzir a
polui¢do atmosférica, devido a menor liberagdo de didoxido de carbono e pode
consequentemente, gerar novos mercados para os residuos agricolas e florestais (PEREZ et
al., 2002).

A biomassa lignoceluldsica pode ser proveniente de gramineas, madeiras, residuos
agricolas e florestais, e pode ser usada para a producdo de energia elétrica, de calor e como

fonte abundante e renovavel de aglcares para producao de etanol (DEMIRBAS, 2005;
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GOLDEMBERG, 2007; IRANMAHBOOB et al., 2002; KOOPMAN et al., 2010; PEREZ
et al., 2002; WYMAN, 1994).

O processo de utilizagdo da biomassa lignocelulosica para producao de etanol
iniciou-se por volta de 1898 a partir de experimentos realizados por cientistas alemaes e
teve continuidade nos Estados Unidos durante a Primeira Guerra Mundial. O processo
envolvia a acidificacdo da madeira para liberagdo de glicose e posterior fermentacdo por
micro-organismos anaeroébios (ELSHAHED, 2010).

A utilizagdo de residuos agro-industriais em bioprocessos além de fornecer
substratos alternativos, contribui ao resolver o problema de sua eliminacdo (LIN;
TANAKA, 2006), pois o acimulo de elevadas quantidades destes residuos no solo conduz
a uma menor produtividade, a medida que a temperatura do mesmo diminui. Além desses
fatores, hd uma redu¢do na formacao de nitrato no solo e estes residuos podem hospedar
micro-organismos que causam infec¢des nas lavouras (ABRIL; ABRIL, 2009).

O etanol lignoceluldsico se apresenta como alternativa ao uso dos combustiveis
fosseis (ABRIL; ABRIL, 2009), pois o consumo acelerado de petroleo tem contribuido
para as severas mudancas climaticas e reduzido a qualidade do meio ambiente, devido as
elevadas emissdes didrias de dioxido de carbono proveniente da queima dos combustiveis,

intensificando o efeito estufa (DEMAIN, 2009).

2.2 Composicio da biomassa vegetal

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (DEMIRBAS, 2005; GIRIO et al., 2010), que de um modo geral
compreendem mais de 75% da biomassa vegetal. Estas trés fragdes possuem alto peso
molecular (ABRIL; ABRIL, 2009). Além desses constituintes, uma séric de outras
substancias, como O6leos vegetais, proteinas e cinzas compdem a fracdo restante da
biomassa lignoceluldsica (GIRIO et al., 2010; WYMAN, 1994).

Em geral, cerca de 90% do peso seco vegetal ¢ constituido por celulose,
hemicelulose, lignina e pectina IRANMAHBOOB et al., 2002), dentre estes a celulose e a
hemicelulose correspondem a 2/3 da biomassa vegetal (GIRIO et al., 2010).

A celulose e a hemicelulose sdo polimeros de carboidratos que estdo intimamente

associadas em uma estrutura mantida por ligacdes covalentes e ndo-covalentes. A lignina,
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por sua vez, ¢ uma macromolécula aromatica que esta ligada a celulose e hemicelulose por
ligagdes covalentes e pontes de hidrogénio (LEE, 1997; PEREZ et al., 2002).

A lignina e as longas cadeias de polissacarideos sao naturalmente conhecidas como
“plastico natural”, pois agem como uma capa protetora contra o ataque de micro-
organismos, o que confere as plantas uma grande resisténcia mecanica (MAMMAN et al.,
2008), que consequentemente torna essa estrutura recalcitrante e de dificil hidrélise

(GIRIO et al., 2010).

2.2.1 Celulose

A celulose, considerada o principal constituinte da parede celular vegetal, ¢ um
homopolimero ndo-ramificado e linear, constituido por unidades de D-glicose ou
anidroglucopiranose unidos por ligagdes glicosidicas B-(1—4). A celulose corresponde a
aproximadamente 1/3 dos tecidos vegetais, porém a percentagem da mesma varia de
acordo com a matéria-prima utilizada (FENGEL; WEGENER, 1989; LEE, 1997; LEWIN;
GOLDSTEIN, 1991; PANDEY et al., 2000).

A celulose ¢ entrelagada por uma matriz de polissacarideos e frequentemente esta
impregnada de lignina. Cada glicose, presente na celulose, possui hidroxilas livres
(DEMIRBAS, 2005; LEWIN; GOLDSTEIN, 1991) que podem formar dois tipos de
ligagdes de hidrogénio: as ligagdes intramoleculares, que ocorrem entre as unidades
adjacentes de glicose de uma mesma molécula de celulose, e as ligagdes intermoleculares,
que ocorrem entre as moléculas adjacentes de celulose. Essa organizagdo nas ligacdes de
hidrogénio da celulose resulta em regides cristalinas. A estrutura cristalina da celulose a
torna altamente insoluvel e resistente ao ataque enzimatico e a a¢ao dos produtos quimicos.
Porém, a celulose também possui uma regido amorfa, menos organizada e mais propensa a

hidrélise (FENGEL; WEGENER, 1989; MAMMAN et al., 2008).
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2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose se distingue da celulose por ser um polimero de carboidratos de
composi¢do variada de aglcares, de cadeias menores e por apresentar ramificagdes.
(FENGEL; WEGENER, 1989; PEREZ et al., 2002).

A hemicelulose ¢ um heteropolimero que, em geral corresponde de 15-35% da
biomassa vegetal. E constituida por pentoses (B-D-xilose e a-L-arabinose), hexoses (B-D-
manose, B-D-glicose e a-D-galactose) e/ou acidos uronicos (acido a-D-glucurdnico, acido
a-D-4-O-metilgalacturénico e 4acido a-D-galacturdnico) (Figura 2.1). Outros agucares
como o-L-ramnose e a-L-fucose podem estar presentes em pequenas quantidades. Além
disso, algumas hidroxilas (-OH) que estdo presentes nos acgticares podem ser substituidas
por radicais acetil. A hemicelulose tem um peso molecular menor que o da celulose e por
apresentar uma estrutura ramificada, a hemicelulose ¢ mais propensa a hidrélise do que a
celulose (ALMEIDA et al., 2007; DEMIRBAS, 2005; ELSHAHED, 2010; GIRIO et al.,
2010; MAMMAN et al., 2008; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b; PEREZ et al.,
2002).

Na hemicelulose, a distribui¢do dos acgucares varia conforme a matéria-prima
empregada (WYMAN, 1994) e essa fracdo pode apresentar uma cadeia homopolimera, que
consiste somente de um tipo de acucar, como as xilanas, ou uma cadeia heteropolimera,
que consiste de dois ou mais tipos de acucares, como as glucomananas (FENGEL;
WEGENER, 1989). Diferentes tipos de hemicelulose podem ser encontrados, como as
glucuronoxilanas, as galactoglucumananas, as arabinoglucuronoxilanas, as xiloglucanas,
arabinoxilanas entre outras (GIRIO et al., 2010).

As xilanas sdao as formas mais comuns de hemicelulose e representam o segundo
maior polissacarideo presente na natureza. Sdo constituidas por cadeias curtas (cerca de
200 unidades de agucares) com ligagdes do tipo B-1,4 de B-D-xilopiranose. Pequenas
quantidades de arabinose, acido glucurdnico, acido acético, acido ferulico e acido p-

cumarico podem estar presentes na xilana (ELSHAHED, 2010; MAMMAN et al., 2008).
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Figura 2.1 Principais actcares constituintes da por¢ao hemiceluldsica da parede celular.
Fonte: (Adaptado) MAMMAN et al., 2008.

2.2.3 Lignina

A lignina, depois da celulose, ¢ a macromolécula aromdtica mais abundante do
planeta e corresponde a uma estrutura complexa, hidrofobica e amorfa. E constituida por
unidades de hidroxifenilpropano unidas por ligagdes cruzadas do tipo C-C e C-O-C. A
lignina fornece suporte, impermeabilidade e resisténcia as plantas contra o ataque
microbioldgico e ao estresse oxidativo (ALMEIDA et al., 2007, FENGEL; WEGENER,
1989; LEE, 1997; PEREZ et al., 2002). A lignina ¢ extremamente resistente a degradagdo
quimica e enzimatica. A degradagdo biologica, por sua vez, pode ser realizada por fungos
da podridao branca, ou seja, basidiomicetos e também por alguns actinomicetos (LEE,
1997).

A lignina ¢ sintetizada a partir de trés radicais: alcool coniferilico, alcool p-
cumarilico e alcool sinapilico (Figura 2.2). De acordo com o grau de metoxilagdo a
subunidade basica do alcool coniferilico ¢ o guaiacil, do alcool p-cumdrilico é o p-
hidroxifenil e do alcool sinapilico € o siringil. O resultado final dessa polimerizagao ¢ uma

estrutura heterogénea. E importante ressaltar que a propor¢ao desses mondmeros varia
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entre as espécies vegetais e esta relagdo tem sido utilizada para fins taxondmicos

(FENGEL; WEGENER, 1989; PEREZ et al., 2002, RAMOS, 2003).

(|2H:DH (FHEDH CH,OH
ﬁJH | H | H
H CH H
i; H,CO~ i H,CO OCH,
OH OH OH

Alcool p-cumarilico  Alcool coniferilico  Alcool sinapilico

Figura 2.2 Unidades de construgdo da lignina: dlcool p-cumarilico, 4lcool coniferilico e
alcool sinapilico. Fonte (adaptada): BUDZIAK et al., 2004.

2.2.4 Extrativos e nao-extrativos

As substancias extrativas correspondem a um grande numero de diferentes
compostos como ceras, acidos graxos, alcoois, lipideos, esterdides, hidrocarbonetos,
flavonoides, entre outros (FENGEL; WEGENER, 1989; WYMAN, 1994). Porém, a
composi¢ao dessa fragdo na parede celular varia de acordo com a matéria-prima. Essas
substancias podem ser encontradas em canais de resinas, em células do parénquima, na
lamela média e na parede celular dos traqueideos e fibras septadas. Algumas madeiras
contém substancias extrativas que sao toxicas ou que impedem a a¢do das bactérias, fungos
e cupins, outras conferem cor ¢ odor a madeira (FENGEL; WEGENER, 1989).

As substancias ndo-extrativas, por sua vez, compreendem componentes inorganicos
que sdo encontrados nas cinzas, o residuo originado da queima da matéria organica. Os
principais componentes das cinzas sdo: calcio, potassio, magnésio, silica, manganés, sodio,
fosforo, cloro entre outros. A composi¢do mineral das cinzas pode variar de acordo com o
meio ambiente, o clima e a localizagdo destes compostos no interior do vegetal (FENGEL,;

WEGENER, 1989).
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2.3 O bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-agticar ¢ um subproduto fibroso proveniente dos talos de
cana-de-agucar apos o processo de extra¢do do caldo rico em carboidratos fermentesciveis,
principalmente a sacarose. A cana-de-aciicar ¢ a matéria-prima preferencial para a
producao de etanol no Brasil, uma vez que esse pais possui condigdes climaticas favoraveis
ao seu plantio, com vastas areas de terras férteis, chuvas ao longo do ano e posicao
geografica estratégica (ELSHAHED, 2010; MARTINELLI; FILOSO, 2008; PANDEY et
al., 2000).

Quimicamente, o bagago de cana-de-agucar ¢ constituido de 50% de celulose, 30%
de pentoses e 2,4% de cinzas. Devido ao baixo teor de cinzas, o bagaco apresenta maiores
vantagens nos processos de bioconversdo em relacdo as outras matérias-primas, tais como
palha de arroz e palha de trigo, que possuem aproximadamente 17,5% e 11,0% de teor de
cinzas, respectivamente (PANDEY et al., 2000).

A hemicelulose do bagaco de cana-de-acucar ¢ a do tipo L-arabino-(4-O-metil-D-
glucurono)-D-xilana, sendo a xilose o aglicar predominante, compreendendo de 73,1 a
82,6% da hemicelulose total, enquanto a arabinose, a glicose e o acido glucurdnico estdo
presentes em menores quantidades (BRIENZO et al., 2009). A lignina do bagaco de cana-
de-agucar, por sua vez, ¢ do tipo HGS, ou seja, contém os trés precursores basicos desta
macromolécula (RAMOS, 2003).

Segundo a CONAB (2011) estima-se que no Brasil a area de cana-de-agucar
destinada a atividade sucroalcooleira seja de 8.368,4 mil hectares, distribuidas em todos os
estados produtores. O estado de Sdo Paulo ¢ o maior produtor com 52,2%, seguido por
Minas Gerais com 8,87%, Goias com 8,1%, Parana com 7,3%, Mato Grosso do Sul com
5,7%, Alagoas com 5,45% e Pernambuco com 3,89%. Os 8,49% restantes corresponde aos
demais estados.

A previsao da producao total de cana-de-acticar na safra de 2011/2012 ¢ de 571.471
milhdes de toneladas, uma queda de 8,4% em relagdo a safra de 2010/2011 que foi de
623.905 milhdes de toneladas, destas 47,3% sera destinada a producao de agucar e 52,7% a
produgdo de alcool (CONAB, 2011).

O bagaco de cana-de-acgtcar tem sido investigado para producdo comercial de
xilose, glicose e outros acticares (LAVARACK et al., 2002) e tem-se mostrado como uma

matéria-prima vidvel para a producdo de etanol de segunda geragdo, devido ao baixo teor
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de lignina e a significativa liberacdo de agucares quando métodos adequados de pré-

tratamento sdo utilizados (CARDONA et al., 2010).

2.4 Algumas consideragdes sobre a conversio de materiais lignoceluldsicos a etanol

O etanol ¢ o biocombustivel liquido mais utilizado na atualidade e corresponde a
um alcool (CH3CH,OH) que pode ser obtido a partir da fermentacao de trés tipos distintos
de matérias-primas, tais como os agucares simples (cana-de-agucar, melaco e frutas) que
sdo diretamente convertidos a etanol, o amido (graos, batatas e tubérculos) que deve ser
hidrolisado em agucares simples por enzimas especificas e posteriormente submetido ao
processo de fermentacdo, e os materiais lignoceluldsicos que também devem ser
hidrolisados, convertidos a carboidratos simples e fermentados. Uma vez que os
monossacarideos sdo liberados, alguns micro-organismos podem fermenta-los a etanol
(DEMIRBAS, 2005; LIN; TANAKA, 2006).

O processo convencional de producdo de etanol a partir da biomassa
lignocelulosica abrange, basicamente, quatro etapas que correspondem ao pré-tratamento,
responsavel pelo rompimento da matriz lignoceluldsica; a hidrélise enzimatica, que
promove a despolimerizacdo da celulose em glicose por meio de enzimas celuloliticas; a
fermentagdo, que ¢ a conversao dos acucares a etanol, geralmente realizada por leveduras;
e a destilacao, retificacdo e desidratacao, passos necessarios para a separagao e purificacao

do produto final (MARGEQOT et al., 2009).

2.4.1 Pré-tratamento

Os materiais lignoceluldsicos contém cerca de 70% dos carboidratos presentes nas
fragdes correspondentes a celulose e a hemicelulose. Contudo, devido a forte associagao da
celulose e da hemicelulose com a lignina na parede celular, uma etapa de pré-tratamento ¢
requerida para que estes carboidratos se tornem acessiveis a etapa de hidrolise enzimatica e

ao processo de fermentagdo (TIAN et al., 2009).
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O pré-tratamento tem como objetivo aumentar a area de superficie interna do
substrato e solubilizar a hemicelulose e/ou lignina, conduzindo ao fracionamento dos trés
principais componentes da parede celular, o que possibilita a abertura das fibras de
celulose (PANDEY et al., 2000). Desse modo, ou hd um maior acesso aos aglcares, ou ¢
permitido que esses carboidratos sejam liberados a partir da hidrolise enzimatica (SUN;
CHENG, 2002).

Para isso, varios métodos fisicos e quimicos de pré-tratamento podem ser utilizados
como o pré-tratamento por explosdo a vapor, o tratamento com solventes, com peroxido de
hidrogénio, entre outros (PANDEY et al., 2000).

O pré-tratamento acido ¢ conduzido sobre altas temperaturas e pressoes, € 0o tempo
de reacdo pode durar alguns segundos ou até mesmo alguns minutos (DEMIRBAS, 2005).
O 4cido sulfurico (H2SO4) € o catalisador mais empregado, mas o acido cloridrico (HCI) e
0 acido nitrico (HNO;3;) também podem ser utilizados (CARDONA et al, 2010). Estes
podem ser usados sob a forma concentrada ou diluida (GIRIO et al., 2010).

Para tal tipo de pré-tratamento, a biomassa lignoceluldsica deve ser primeiramente
reduzida de tamanho pelo processo de moagem, que origina particulas suficientemente
pequenas que facilitardo a difusdo do 4cido através do material lignocelulésico (WYMAN,
1994). Durante o pré-tratamento acido, a hemicelulose ¢ solubilizada e perfaz a fragao
liquida do material obtido. A fragdo sélida, por sua vez, corresponde a celulose e a lignina,
que unidas formam a celulignina (CARDONA et al., 2010).

Dentre os varios trabalhos relatados pela literatura empregando o pré-tratamento
acido destaca-se o de Aguilar et al. (2002) que estudaram a liberagdo de xilose a partir do
bagaco de cana-de-agtcar pelo pré-tratamento acido utilizando acido sulfirico como
catalisador, sob variadas temperaturas (100°C, 122 °C, 128°C) e diferentes concentragdes
de 4cido (2%, 4% e 6%). A melhor condi¢do obtida foi a 2% de H,SO4 a 122°C por 24
minutos, que rendeu uma solugdo de 21,6 g/L de xilose, 3 g/L de glicose, 0,5 g/L de
furfural e 3,65 g/L de acido acético. Nestas condi¢des, mais de 90% da hemicelulose foi
hidrolisada.

Desse modo, a etapa de pré-tratamento ¢ essencial para os processos seguintes de

hidroélise enzimatica ¢ de fermentagao.
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2.4.2 Hidrolise enzimatica

Na hidrolise enzimatica, etapa posterior ao pré-tratamento, enzimas capazes de
hidrolisar o substrato sdo utilizadas. Estas devem ter acesso as fibras de celulose
reduzindo, consequentemente a sua cristalinidade ou podem remover a lignina expondo os
polimeros de celulose e hemicelulose (DEMIRBAS, 2005).

As enzimas que hidrolisam a celulose a glicose sao denominadas celulases e sao
produzidas por organismos que incluem fungos, bactérias e leveduras. As celulases
correspondem a um pool de enzimas que agem sinergicamente e possuem diferentes sitios
de ligagdo (LEE, 1997; WYMAN, 1994).

A porcao cristalina da celulose ¢ altamente resistente a acao das celulases, sendo
que a maioria das microfibrilas esta inacessivel as enzimas. Desse modo, a degradagdo da
celulose exige a acdo sinérgica das exoglucanases que removem rapidamente as unidades
de celobiose das extremidades livres recém-formadas pelas endoglucanases, evitando que
as ligacdes glicosidicas sejam restabelecidas. Estas duas enzimas podem agir
consecutivamente ou em conjunto, sendo que ambas sdo inibidas pelo acimulo de
celobiose, o que representa um passo limitante na degradacdo da celulose (LEE, 1997;
WYMAN, 1994) caso a enzima f-glicosidase, capaz de hidrolisar a celobiose em duas
moléculas de glicose, ndo seja adicionada ao meio. Sabe-se atualmente, que poucas sdo as

leveduras capazes de fermentar a celobiose a etanol (BANAT et al., 1998).

2.4.3 Fermentacao etandlica

Alguns micro-organismos como leveduras, bactérias e fungos filamentosos sdo
capazes de fermentar o hidrolisado lignocelulosico a etanol, porém Escherichia coli,
Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae e Pichia stipitis sa0 0S micro-organismos
mais relevantes para esse bioprocesso (GIRIO et al., 2010) (Figura 2.3).

A levedura Saccharomyces cerevisiae e as bactérias do género Zymomonas sp. sao
conhecidas por produzirem naturalmente dois moles de etanol por mol de hexose. Em
ambas, o piruvato produzido pela via Embden-Meyerhof-Parnas em Saccharomyces

cerevisiae ¢ pela via Entner-Doudoroff em Zymomonas mobilis é convertido a acetaldeido
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pela enzima piruvato descarboxilase e finalmente a etanol pela enzima dalcool
desidrogenase (ELSHAHED, 2010). Porém, um dos problemas da conversao da biomassa
vegetal em etanol ¢ que muitos micro-organismos nao utilizam a xilose, proveniente da
hemicelulose, como substrato para fermentacao a etanol (SZCZODRAK; FIEDUREK,
1996).

A levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis assimilam
glicose, frutose, sacarose entre outros substratos. Porém, ambas ndo utilizam xilose e
arabinose, agucares presentes no hidrolisado hemiceluldsico, como fontes de carbono e
energia. Por outro lado, a bactéria Escherichia coli é capaz de utilizar glicose, xilose,
arabinose, manose ¢ galactose para conversdo em bioprodutos, tais como o acetato, o
lactato, o 2,3-butanodiol e o etanol (CHANDRAKANT; BISARIA, 1998).

Dentre estes micro-organismos, a levedura Pichia stipitis destaca-se por ser capaz

de produzir etanol a partir de pentoses, apresentando rendimentos significativos

(DELGENES et al., 1996).
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Fonte: GIRIO et al., 2010.
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2.5 Efeitos dos compostos toxicos presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos

Um dos principais desafios encontrados na producdo industrial do etanol
lignoceluldsico € o efeito negativo dos compostos toxicos gerados apds o pré-tratamento
termoquimico (LUO et al., 2002; PARAWIRA; TEKERE, 2010). Durante a etapa de pré-
tratamento, uma série de aguicares monomeéricos ¢ liberada e uma ampla quantidade de
compostos toxicos ¢ formada (ALMEIDA et al., 2007, LARSSON et al.,, 1999;
MUSSATTO; ROBERTO, 2004), os quais podem afetar negativamente o desempenho dos
micro-organismos no processo fermentativo (PANDEY et al., 2000).

Os compostos toxicos presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos podem ser
classificados em derivados de furano (furfural e 5-hidroximetilfurfural), acidos alifaticos
(acido formico, acido acético, acido levulinico) e compostos fenolicos conforme apresenta
a figura 2.4 (ALMEIDA et al., 2007; FRAZER; McCASKEY, 1989; KOOPMAN et al.,
2010; LARSSON et al., 1999; MUSSATTO; ROBERTO, 2004; LUO et al., 2002;
PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a; PANDEY et al., 2000).

Os ions metalicos (cobre, niquel e ferro), originados da corrosdo dos equipamentos
utilizados para hidrolise também sdo capazes de inibir algumas enzimas dos micro-
organismos empregados no processo fermentativo (FRAZER; McCASKEY, 1989;
MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Vérios compostos toxicos podem estar presentes em um unico hidrolisado, o que
varia de acordo com a origem das matérias-primas e das condi¢cdes empregadas de pré-
tratamento (LOHMEIER-VOGEL et al., 1998). Essa afirmag¢do ¢ refor¢ada por Luo et al.
(2002) que identificaram mais de 35 potenciais inibidores em hidrolisados
lignocelulosicos.

Os efeitos inibitorios dos hidrolisados lignoceluldsicos se resume as combinagdes
de diferentes compostos toxicos, que interagem negativamente sobre a taxa de
crescimento, rendimento em biomassa celular e rendimento em etanol conforme apresenta
a figura 2.5 (LIU et al., 2004; LOHMEIER-VOGEL et al., 1998; OLIVA et al., 2006;
PALMQVIST et al., 1999b; ZALDIVAR et al., 2000).
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Figura 2.4. Composi¢ao da biomassa lignoceluldsica e principais produtos derivados da
hidrolise. Fonte: ALMEIDA et al., 2007.

A inibi¢dao por um composto toxico durante o processo fermentativo também pode
estar associada a concentracdo do indculo, pois quanto maior a concentracao do indculo,
menor a toxicidade exercida pelo composto ao micro-organismo (PALMQVIST et al.,
1999b), devido a rapida taxa de bioconversdo dos compostos toxicos (BOYER et al.,
1992), no caso dos derivados de furanos e aldeidos aromaticos (ZALDIVAR et al., 1999).

A temperatura ¢ o pH também podem influenciar no grau de toxicidade dos
compostos toxicos. Estudos revelam que a toxicidade dos aldeidos aromaticos e do HMF ¢
reduzida conforme o aumento de temperatura e de pH, com excegdo do furfural que tem
sua toxicidade reduzida a 35°C em pH 7 (ZALDIVAR et al., 1999). De modo geral, a
toxicidade dos acidos organicos também diminui com o aumento do pH e da temperatura
(ZALDIVAR; INGRAM, 1999). Em relacdo aos alcoois o aumento de temperatura a 35°C
também ¢ responsavel por uma menor toxicidade desses compostos (ZALDIVAR et al.,

2000).
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Figura 2.5 Visdo esquematica dos mecanismos de inibi¢do de derivados de furano, acidos
organicos e compostos fendlicos em Saccharomyces cerevisiae. HMF: inibicao
da élcool desidrogenase, piruvato desidrogenase e aldeido desidrogenase;
inibicdo da glicdlise (enzimas e/ou coenzimas). Furfural: o mesmo que HMF,
além de danos a membrana celular. Acidos organicos: deplecio de ATP,
acumulo de anions toxicos e inibi¢ao da captacdo de aminoacidos aromaticos.
Compostos fenolicos: desacoplamento da produgdo de energia, geracdo de
espécies reativas de O, e danos na membrana plasmatica. Fonte (Adaptada):
ALMEIDA et al., 2007.

2.5.1 Formagao e liberacio dos compostos toxicos

O furfural e o HMF, compostos toxicos presentes nos hidrolisados lignocelulosicos,
sao produtos da desidratagdo das pentoses e hexoses, respectivamente, em reagao
catalisada por acidos sob altas temperaturas (ALMEIDA et al., 2009; AGUILAR et al.,
2002; LAVARACK et al., 2002; MUSSATTO; ROBERTO, 2004; OKUDA et al., 2008).
O HMF e o furfural sdo formados a partir da liberagdo de trés moléculas de agua
provenientes da glicose e da xilose, respectivamente (AGUILAR et al., 2002). Uma fragao
dos derivados de furano ainda pode ser susceptivel a degradacdo, conduzindo a formagao
de 4cidos organicos, tais como o acido levulinico e o acido féormico conforme apresenta a

figura 2.6 (ALMEIDA et al., 2009).
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Figura 2.6 Esquema representando a formacao de furfural e HMF a partir de xilose e gli-
cose, respectivamente. Fonte: ALMEIDA et al., 2009.

O é4cido acético, por sua vez, ¢ derivado da hidrélise de grupos acetil que estdo
ligados aos monomeros de carboidratos da hemicelulose. A toxicidade do éacido acético
varia com as condigdes de cultivo utilizadas na fermentacdo e a razdo entre espécies
dissociado/nao-dissociado depende da sua concentracdo e do pH do meio (AGUILAR et
al., 2002; MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Os compostos fendlicos sdo provenientes, principalmente da degradacdo da lignina,
mas outras substancias aromaticas podem estar presentes no hidrolisado, devido a pequena
fragdo de substancias extrativas presentes na parede celular (LUO et al., 2002). Essas
substancias aromaticas podem também interferir negativamente no processo fermentativo

(GIRIO et al., 2010).

2.5.2 Efeito dos derivados de furano

As leveduras apresentam uma vantagem sobre os demais micro-organismos, ao
serem expostas aos derivados de furano, por serem capazes de desacelerarem o
crescimento celular até a completa conversdo dos derivados de furano a compostos menos
toxicos (ALMEIDA et al., 2009), tais como o 4dlcool furfurilico e o 4dlcool
hidroximetilfurfurilico. Caso contrario, a célula poderia sofrer sérios danos de carater
mutagénico. Portanto, a conversao biolodgica dos derivados de furano em compostos menos

reativos tem como objetivo proteger e reparar a célula (ALMEIDA et al., 2009).
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Desse modo, muitos estudos tém apontado que o furfural é convertido em alcool
furfurilico a uma taxa de conversdo alta, que apos alguns minutos ou horas tende a
diminuir, (DUARTE et al., 2005; LIU et al., 2004; OLIVA et al., 2006; PALMQVIST et
al., 1999a; PALMQVIST et al., 1999b; TAHERZADEH et al., 1999; TAHERZADEH et
al., 2000a; TAHERZADEH et al., 2000b) e uma pequena porcentagem ¢ convertida em
acido furdico (DUARTE et al., 2005; PALMQVIST et al., 1999a; TAHERZADEH et al.,
2000a) assim como, o HMF ¢ convertido em 2,5-bis-hidroximetilfurano ou alcool
hidroximetilfurfurilico (LIU et al., 2004; TAHERZADEH et al., 2000b).

A redugdo do furfural pela enzima élcool desidrogenase e a oxidagdo pela enzima
aldeido desidrogenase sdo apresentadas nas equagdes 2.1 e 2.2 conforme Modig et al.

(2002).

Furfural + NADH+ H" — Alcool furfurilico + NAD" (2.1)
Furfural + NAD" — Acido furdéico + NADH+ H'  (2.2)

O furfural ¢ reduzido a alcool furfurilico, que por sua vez ¢ novamente oxidado a
furfural. Este entdo ¢ oxidado a 4cido furdico (TAHERZADEH et al., 1999). Essa primeira
reacdo de oOxido-reducdo, aparentemente parece desnecessdria, pois o alcool furfurilico
necessita ser reoxidado a furfural, para que o proprio furfural seja oxidado a acido furéico.
Considerando a alta toxicidade dos aldeidos furanicos, a preferéncia inicial por reduzir o
furfural ao invés de oxida-lo pode ser interpretada como um mecanismo nao especifico de
destoxificacdo para garantir que as concentragdes de furfural sejam mantidas abaixo dos

niveis de inibi¢cdo conforme apresenta a figura 2.7 (WIERCKX et al., 2010).
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Figura 2.7 Esquema simplificado mostrando as vias do metabolismo de Saccharomyces
cerevisiae € 0s principais sitios de interacdo do furfural. Fonte: MODIG et al,,
2002.

Segundo Taherzadeh et al. (2000b) a taxa de conversdo especifica do furfural ¢
superior ao do HMF, que pode estar relacionada a menor hidrofobicidade do HMF, devido
a presenca do grupo hidroximetil. Porém, por possuir uma taxa de conversao mais lenta, os
efeitos toxicos do HMF duram mais tempo, o que pode conduzir a problemas mais graves
do que o furfural, embora a sua toxicidade imediata seja claramente inferior. Essa
diferenga na taxa especifica de conversdo também pode estar relacionada as diferentes
taxas de transporte ou a afinidade dos compostos toxicos pela enzimas nas etapas de
reducao.

O alcool furfurilico, por sua vez, também pode afetar o crescimento celular, mas a
queda na taxa especifica de crescimento ndo ¢ tdo acentuada quanto a do furfural.
(TAHERZADEH et al., 2000a). Além de que pequenas concentragdes de alcool furfurilico
ndo demonstram efeitos significativos sobre a produtividade especifica de etanol
(PALMQVIST et al., 1999a).

No geral, a reducdo do furfural a alcool furfurilico representa um processo vital de

superacao dos efeitos toxicos do furfural, uma vez que o crescimento celular ocorre, sob a
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presenga de alcool furfurilico e 4cido furdico (TAHERZADEH et al., 2000a). Desse modo,
nenhum/ou pouco crescimento celular ¢ observado até a completa conversdo do furfural a
estes dois compostos (BOOPATHY et al, 1993; PALMQVIST et al., 1999a;
TAHERZADEH et al., 1999; 2000a) ¢ do HMF a 2,5-bis-hidroximetilfurano. Por esse
motivo pode ser observada, durante o crescimento celular, uma fase /ag prolongada (LIU
et al., 2004; OLIVA et al., 2006; PALMQVIST et al., 1999a) que revela uma importante
mudanca na fisiologia celular, que adapta o micro-organismo ao estresse quimico. Porém,
a duracdo da fase /ag varia de acordo com o tipo de composto toéxico ¢ a cepa de micro-
organismo empregada (LIU et al., 2004). Em estudo realizado por Liu et al., (2004), estes
autores observaram que a levedura Saccharomyes cerevisiae ATCC 211239 cultivada em
meio sintético sob a presenca de derivados de furano apresentou uma fase /ag prolongada
de oito e quatro horas nas culturas tratadas com furfural e HMF, respectivamente. A
levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124, por outro lado, apresentou uma fase /ag de quatro
horas sobre a presenca de furfural.

Alguns estudos revelaram que a taxa de conversao do HMF e do furfural pode
diminuir ou cessar, apds o consumo de toda a glicose (BOOPATHY et al., 1993;
TAHERZADEH et al., 1999; TAHERZADEH et al., 2000b). Partindo dessas observagdes,
Taherzadeh et al. (1999) introduziram furfural na fase estacionaria de crescimento celular,
apos total consumo da glicose e observaram que a taxa de conversdo de furfural foi menor,
em relagdo aquela observada na fase de crescimento exponencial. A redugdo do furfural e
do HMF compete com a redugdo do acetaldeido, ocupando parte da capacidade glicolitica
da célula, o que conduz a um menor fluxo de glicose a etanol. Portanto, conclui-se que a
reducdo do furfural seja dependente da atividade glicolitica.

A reducdo do furfural a seu alcool correspondente afeta o equilibrio redox da
célula, resultando em um decréscimo na produgao de glicerol (PALMQVIST et al., 1999b)
e em um acumulo intracelular de acetaldeido (TAHERZADEH et al., 2000a). O acumulo
intracelular deste composto, provavelmente ocorre devido a oxida¢do do etanol, tendo
como objetivo o aumento das concentracdes de NADH, para que essa coenzima seja
empregada na reducdo do furfural (TAHERZADEH et al.,, 2000a), reacdo que ¢
provavelmente catalisada pela enzima éalcool desidrogenase, a mesma que converte o
acetaldeido a etanol. Portanto, ambos os substratos competem pela mesma enzima
(PALMQVIST et al., 1999a).

Por outro lado, a redugdo do furfural provavelmente também compete com a

reducdo do diidroxiacetona-fosfato, uma vez que as enzimas que catalisam essas reagdes
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necessitam de NADH. Alguns estudos apontam que a enzima &lcool desidrogenase
compete com a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (responsavel pela reagdo que
catalisa a formacao de glicerol) pela coenzima NADH o que conduz a redugdo do furfural
e a auséncia de glicerol no meio fermentativo. A competi¢cdo entre as duas enzimas por esta
coenzima na forma reduzida, diminui os niveis intracelulares de NADH (PALMQVIST et
al., 1999a).

A grande quantidade de NADH requerida para redugdo do furfural conduz a niveis
insuficientes dessa coenzima para a respiracdo celular, o que resulta em uma pequena
concentracdo de ATP, insuficiente para sustentar o crescimento celular. Portanto, os efeitos
da inibicao do furfural sobre o crescimento celular podem ser associados em parte pela alta
demanda de NADH e em parte pela inibicao em nivel enzimatico (TAHERZADEH et al.,
2000a).

Consequentemente, varios estudos mostraram que o furfural e 0o HMF causam uma
queda na taxa especifica de crescimento e na produtividade especifica de etanol
(PALMQVIST et al., 1999a; TAHERZADEH et al., 1999; TAHERZADEH et al., 2000b)
sendo que o furfural se revelou mais toxico que o HMF (DOMINGUEZ, 2003;
TAHERZADEH et al., 2000b; ZALDIVAR et al., 1999).

Quando os compostos toxicos ndo estdo presentes no meio fermentativo ¢
observado um favorecimento na realizagdo dos bioprocessos, como foi relatado por
Lohmeier-Vogel et al. (1998) que na auséncia de furfural, HMF e acetato Pachysolen
tannophilus consumiu completamente 20 g/L de xilose em 60 horas e produziu 0,6 g/L de
etanol e 3,0 g/L de xilitol, favorecendo a producido de biomassa. Porém, a combinagdo de
0,3 g/L de furfural, 0,9 g/l de HMF e 10,0 g/L de acetato conduziu a uma queda na taxa de
consumo de xilose em aproximadamente 50%.

De uma forma geral, pode-se dizer que os aldeidos sdo quimicamente reativos e
podem formar produtos com muitas classes de moléculas biologicas incluindo os acidos
nucléicos, proteinas e lipidios; além de inibirem a glicdlise, a fermentagdo e ocasionar
danos a membrana plasmatica aumentando sua permeabilidade. A atividade de algumas
enzimas também pode ser afetada, como a da dalcool desidrogenase, a da aldeido
desidrogenase e a da piruvato desidrogenase (SINGH; KHAN, 1995; LUO et al., 2002;
MODIG et al., 2002; ZALDIVAR et al., 1999).
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2.5.3 Os acidos alifaticos

Os acidos alifaticos, tais como o acido acético, o acido levulinico e o acido féormico
também s3o potentes inibidores da fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos
(ALMEIDA et al., 2009).

Os efeitos toxicos destes acidos estdo relacionados aos seus pKa e ao valor do pH
do meio. Em valores de pH inferiores aos pKas, estes compostos encontram-se na forma
nao-dissociada dos acidos fracos (FONSECA, 2009), tais como a do acido acético, por
exemplo, ¢ lipossoluvel e difunde-se para o interior do citoplasma onde o pH ¢ proximo a
neutralidade (VERDUYN et al., 1990). Rapidamente, esse composto se dissocia devido ao
valor do pH intracelular, o que resulta na liberacao de protons dentro do citoplasma. Com o
objetivo de evitar a acidificagao do citoplasma hd um aumento na atividade da ATPase que
passa a impulsionar protons para fora da célula, a custo da hidrolise de moléculas de ATP e
em virtude do desacoplamento da producdo de energia (HOLYOAK et al., 1996;
PALMQVIST et al., 1999b; RUSSELL, 1992).

Para a regulagdo intracelular do pH pode ser observado um aumento de duas a trés
vezes na atividade da ATPase (ERASO; GANCEDO, 1987). Porém, o crescimento celular
pode cessar, devido ao baixo valor de pH e resultar na acidificagdo do citoplasma, seguida
da morte celular, caso o influxo de prétons ultrapasse a capacidade de bombeamento da
ATPase, ou caso se esgotem as reservas energéticas da célula (PALMQVIST et al., 1999b;
RUSSELL, 1992; VERDUYN et al.,, 1990). Por outro lado, o efeito da acidificacao
intracelular do citoplasma pode ser menor sob a presenga de glicose (CARMELO et al.,
1997).

A necessidade de ATP para manter a homeostase em baixas concentracdes de
acidos organicos, em alguns casos, explica a queda na producdo de biomassa ¢ 0 aumento
na produgdo de etanol, pois para obter ATP a glicose ¢ desviada da formagado de biomassa
para produ¢do de etanol (CASEY et al., 2010). Palmqvist et al. (1999b) observaram que
sob condigdes anaerdbicas em baixa concentracdo de acido acético, o requerimento por
ATP estimula a producao e o rendimento em etanol.

Por outro lado, Taherzaher et al. (2000a) demonstraram que a taxa de consumo de
oxigénio, sob condi¢des aerdbicas, aumentou ao se adicionar pequenas concentragdes de
acido acético (1,5 g/L). O acido acético, retido no citoplasma sobre a forma dissociada,

pode ser direcionado ao Ciclo de Krebs contribuindo para a formacao de intermedidrios
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metabolicos, ATP, NADH e FADH,, sendo que esses dois ultimos sdo oxidados pela
cadeia de transporte de elétrons, levando a formagdo de ATP (SHERIDAN et al., 1990
apud LIMA et al., 2004).

2.5.4 Os compostos fendlicos

Os organismos que utilizam os compostos fenolicos como fonte de carbono e de
energia, os metabolizam durante o crescimento celular (VARMA; GAIKWAD, 2008).
Para isso, os compostos fendlicos sdo convertidos enzimaticamente pelos micro-
organismos em compostos menos toxicos (ALMEIDA et al., 2007).

Os compostos fenolicos podem causar seus primeiros efeitos toxicos sobre a
membrana plasmatica causando perda de sua integridade (BARBER et al., 2000;
PEREIRA et al., 2012). Quando as moléculas hidrofobicas dos compostos aromaticos se
acumulam na membrana plasmatica, estas provocam um aumento na fluidez da membrana,
intensificando o influxo de protons. Estas moléculas anfipaticas se dissolvem relativamente
bem, pois as suas estruturas sdo similares as dos fosfolipideos da membrana plasmatica
(ANDO et al., 1985 apud PALMQVIST et al., 1999b).

Os compostos fendlicos, principalmente sobre altas concentragdes, podem inibir o
crescimento celular, reduzir a produgdo de etanol e prolongar a duragdo da fase /ag. Porém,
estudos revelaram que a destoxificacdo do meio € capaz de aumentar a taxa de crescimento
celular e a producao de etanol (BORNEMAN et al. 1986; CHO et al., 2009; DELGENES
et al.,1996; LI et al., 2010; MARGESIN et al., 2004; MONTEIRO et al., 2000; PEREIRA,
2007; VARMA; GAIKWAD, 2008).

A taxa de assimila¢ao de compostos fenolicos por organismos que os utilizam como
fonte de carbono e energia ¢ fortemente influenciada pela presenca de glicose no meio. A
glicose, quando presente, conduz a uma menor duracdo da fase /ag. Desse modo, a
biodegradacao dos compostos fenolicos pode ser potencializada pelo consumo de glicose,
pois a suplementagdo do meio com este carboidrato acelera a degradagdao dos fendis
(WANG et al., 2010). Assim a glicose ¢ o substrato preferencial e ¢ usado para uma rapida
taxa de crescimento e alto rendimento em biomassa (SHEN et al., 2009). Porém, para

alguns organismos determinados compostos fenolicos também podem estimular o
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crescimento celular, como o 4cido hidrocinamico, acido p-hidroxibenzdico e acido
siringico (BORNEMAN et al., 1986).

Para degradacdo aerébica dos compostos aromaticos, os mesmos sao transformados
em intermediarios-chaves do metabolismo celular através de uma série de vias
intermediarias que sdo canalizadas a algumas vias centrais conforme apresentado na figura
2.8 (CAO et al., 2009).
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Figura 2.8 Degradacao biologica dos compostos aromaticos. Fonte: HARWOOD; PARA-
LES, 1996 (apud CAO et al., 2009).

Gentisato

Na degradagdo aerdbica, a maioria das vias periféricas realiza reagdes de
oxigenag¢ao catalisadas por mono ou dioxigenases que convertem os compostos aromaticos
em intermedidrios aromaticos diidroxilados. As enzimas intradiol dioxigenase e extradiol
dioxigenase utilizam esses intermediarios diidroxilados como substrato. Para isso, estas
enzimas clivam o anel aromdtico usando oxigénio entre os dois grupos hidroxilas
(clivagem-orto) ou proximo de um dos dois grupos hidroxilas (clivagem-meta). Apos a
clivagem e a formacdo de um dos derivados diidroxilados (catecol, acido protocatecoico ou
acido gentistico) o mesmo ¢ conduzido a algumas vias centrais do metabolismo celular, que
levam a formagao de intermedidrios do Ciclo de Krebs conforme mostra a figura 2.9 (CAO

et al., 2009; DOTEN et al., 1987; LIU et al., 2010).
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Figura 2.9 Biodegradacao do catecol, dcido protocatecoico e acido gentisico que conduz
a formacao de intermediarios do Ciclo de Krebs. Fonte: SMITH, 1994 (apud
FONSECA, 2009).

Alguns estudos apontam que a falta de oxigénio no meio pode ser um fator
limitante a biodegradacao dos fendis, pois a taxa de degradacdo dos mesmos se eleva em
funcdo da oferta de oxigénio (MELO et al., 2005). Porém, alguns micro-organismos podem
utilizar uma variedade de substratos aromadticos como fonte de carbono e energia na
auséncia de oxigénio (BOLL et al., 2002; CAO et al., 2009).

Viarios estudos tém relatado a capacidade de certos micro-organismos de utilizarem
compostos fenolicos como fonte de carbono e energia, como reportou Monteiro et al.
(2000). Neste estudo os autores constataram que a bactéria Pseudomonas putida DSM 548
foi capaz de utilizar compostos fenolicos como fonte de carbono e energia em
concentracoes que variavam de 1 a 100 mg/L.

Margesin et al. (2004), por sua vez, compararam Arthrobacter sp. AG31 e
Pseudomonas putida DSM6414, em relagdo a capacidade de biodegradarem compostos
fendlicos. Observou-se que ambas as bactérias utilizaram estes compostos para o

crescimento celular e que poderiam biodegradar até 400 mg/L de fenol em 72 horas.
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Varma e Gaikwad (2008) também testaram 19 cepas de leveduras, todas
pertencentes ao género Candida, em relagao a capacidade de biodegradarem fenol. Dentre
as cepas estudadas, Candida tropicalis 3556, Candida tropicalis 3118 e Candida lipolytica
3472 apresentaram os melhores resultados, biodegradando 99,87%, 93,76% e 89,20%
respectivamente, de fenol em 48 horas. Porém, a levedura Candida tropicalis 3556 foi a
que se destacou, pois foi capaz de destoxificar mais de 95% deste composto na
concentracdo de 2 g/L em 24 horas.

Li et al. (2010) também testaram a bactéria Pseudomonas putida LY 1 em relagdo a
capacidade de degradar fenois. Esse micro-organismo foi capaz de utilizar de 20 a 380
mg/L de fenol como fonte de carbono e energia. Porém, em concentragdes superiores a 800
mg/LL o crescimento bacteriano foi totalmente inibido e nenhum mecanismo de

biodegradagao foi observado.

2.6 Métodos de destoxificacdo do hidrolisado lignocelulosico

A destoxificagdo do hidrolisado hemicelulésico ¢ um dos procedimentos
necessarios para superar os efeitos inibitdrios dos compostos toxicos e pode ser realizado
por meio de métodos fisicos, quimicos e biologicos de tratamento que devem ser
economicamente e tecnicamente viaveis (ALMEIDA et al., 2009; PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000a). Os métodos de destoxificacido sio desenvolvidos para remogio dos
compostos inibidores ao processo de fermentacio (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000D).

Varios métodos podem ser utilizados para a destoxificacao do hidrolisado, como o
uso de resina de troca i0nica, carvao ativo, extragao com solvente, tratamento com lacase,
entre outros (ALMEIDA et al., 2009).

O processo de concentracdo do hidrolisado lignoceluldsico pela evaporagdo a
vacuo, pode ser considerado um método de destoxificagdo fisico, pois reduz as
concentragdes de compostos volateis tais como o acido acético, o furfural e a vanilina.
Porém, esse método aumenta moderadamente a concentracdo de substincias toxicas nao
volateis como os extrativos e¢ os derivados da lignina. O HMF também tem sua
concentracdo aumentada, mas ndo ¢ proporcional ao fator de concentragdo, o que sugere

uma volatilizacdo parcial ou degradagdo desse composto devido as condigdes operacionais
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empregadas (CARVALHO et al., 2006; MUSSATTO; ROBERTO, 2004; PARAJ O et al.,
1997). Em contrapartida, o processo de evaporagdo a vacuo ¢ necessario, pois eleva a
concentracao de agucares presentes no hidrolisado lignocelulésico (RODRIGUES et al.,
2001).

O tratamento do hidrolisado lignocelulésico por overliming ¢ um método de
destoxificacdo amplamente utilizado. Este método inicia-se pelo ajuste do pH a valores que
variam de 9 a 11 pela da adigdo de CaO ou Ca(OH),. Posteriormente, o hidrolisado tratado
¢ filtrado para remoc¢ao do sulfato de célcio, que ¢ formado pela combinagdo do célcio
divalente com o sulfato presente no hidrolisado. Por fim, realiza-se a re-acidificacdo do
hidrolisado para um valor de pH adequado ao processo de fermentacdo (LARSSON et al.,
1999; MOHAGHEGHI et al., 2006; PARAJO et al., 1997). O tratamento por overliming é
capaz de diminuir a concentragdo de furfural, HMF e compostos fenolicos em
aproximadamente 20%, porém ndo altera a concentracdo dos 4cidos alifaticos (acido
acético, acido férmico e acido levulinico) (MARTINEZ et al., 2000). Além disso, durante
o tratamento perdas significativas de aguicares podem ser observadas (MOHAGHEGHI et
al., 2006).

A destoxificagdo do hidrolisado por solventes organicos também pode ser utilizada
e apresenta como vantagem a recupera¢do do solvente apds seu uso, devido ao seu baixo
ponto de ebulicado (CRUZ et al., 1999). Frazer e McCaskey (1989) observaram que a
extracdo do hidrolisado apenas com acetato de etila ou hexano ¢ em combinagdo com
hidroxido de célcio foram os tratamentos mais eficazes para a remocao de 83% de furfural.

O método de destoxificagdo utilizando carvao ativo ¢ também muito empregado
para tratamento do hidrolisado lignoceluldsico e corresponde a adi¢do de carvao ao
hidrolisado (MUSSATTO; ROBERTO, 2001; PARAJO et al., 1997). Os acidos organicos
sao facilmente adsorvidos na forma nao ionizada, consequentemente os valores de pHs
baixos favorecem a adsorcdo. Os fenois, por exemplo, em pH baixo encontram-se na forma
neutra ou ndo-ionizada, o que favorece a sua adsor¢do pelo carvao ativo, porém sob valores
de pH elevado os fenois se tornam anions (ions fenolato) e sdo dificilmente adsorvidos
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

O tratamento do hidrolisado lignoceluldsico com resina de troca idnica também
pode ser empregado como um método de destoxificacdo. Diferentes resinas sdo capazes de
remover diferentes substancias e podem ser empregadas individualmente ou em conjunto.
Carvalho et al. (2004) utilizaram quatro resinas de troca idnica como método de

destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agticar. Cada tipo de
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resina era capaz de remover um/ou mais compostos especificos, o que permitiu a remogao
total ou parcial de alguns dos compostos toxicos testados. As quatro resinas removeram
82,1% de furfural, 66,5% de hidroximetilfurfural, 61,9% de compostos fendlicos, 100%
cromo, 46,1% do zinco, 28,5% de ferro, 14,7% de sodio, 3,5% de niquel, porém a
concentragcdo de dcido acético permaneceu inalterada. Uma das desvantagens do uso de
resinas de troca i0nica diz respeito ao custo relativamente elevado das resinas, além de
apresentar algumas dificuldades durante a sua operagao.

Outros estudos tiveram como objetivo comparar os diferentes métodos de
destoxificacdo, como foi realizado por Larsson et al. (1999) que testaram o tratamento com
Ca(OH),, evaporagdo a vacuo, resina de troca anidnica, o emprego da enzima lacase e o
tratamento com o fungo Trichoderma reesei como métodos de destoxificagdo do
hidrolisado hemicelulosico de “spruce” e os resultados obtidos foram relacionados ao
crescimento celular e produgdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae. O méximo fator
de rendimento em etanol foi obtido com o uso de resina de troca anionica em pH 10 (0,49
g/g), seguido de tratamento com lacase (0,47 g/g), resina de troca anionica em pH 5 (0,45
g/g) e tratamento com Ca(OH), (0,44 g/g). O maior fator de rendimento de biomassa
(0,080 g/g) foi obtido apos o tratamento com resina de troca anidnica em pH 10. Pequenas
reducdes (3 a 6%) nas concentragdes de aglicares fermenteciveis (glicose e manose) foram
observadas em todos os tratamentos empregados.

Chandel et al. (2007) também compararam os métodos de overliming, lacase,
carvao ativo e resina de troca idnica, no processo de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulosico de bagagco de cana-de-agucar. Em hidrolisado contendo 30,29 g/L. de
acucares, 1,89 g/L de derivados de furano, 2,75 g/L de compostos fendlicos e 5,45 g/L de
acido acético, dentre os métodos utilizados o tratamento com resina de troca idnica
mostrou-se o mais eficiente removendo 63,4% dos derivados de furano, 75,8% dos
compostos fendlicos e 85,2% do acido acético. O tratamento com carvao ativo removeu
38,7%, 57% e 46,8% de furanos, fenois e acido acético, respectivamente. O tratamento por
overliming reduziu em 45,8% a concentragao de derivados de furano e em 35,87% a dos
compostos fenodlicos; e o tratamento com lacase removeu 77% a dos fendis. Foi observado
que a maxima producdo de etanol, utilizando Candida shehatae NCIM 3501, ocorreu em
hidrolisado tratado por resina de troca idnica seguido de carvao ativo, lacase e overliming.

Diferentes métodos de destoxificagio também podem ser combinados e
empregados em um mesmo hidrolisado lignocelulosico para amenizar os efeitos dos

compostos toxicos no processo fermentativo, como demonstrou Canilha et al. (2004) que
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obtiveram um rendimento em xilitol de 0,76 g/g e uma produtividade volumétrica de 0,68
g/L.Lh quando o hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto, concentrado trés vezes, foi tratado
com resina de troca ionica. Por outro lado, a combinagdo de carvao ativo com o ajuste de
pH com CaO e H,SO4 sob o mesmo hidrolisado resultou em um rendimento em xilitol de

0,40 g/g e em uma produtividade volumétrica de 0,30 g/1.h.

2.7 Destoxificacdo biologica

Uma alternativa aos métodos fisicos e quimicos de destoxificacdo do hidrolisado
lignocelulosico ¢ o método de destoxificagdo bioldgica que tem como objetivo o uso de
organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, e/ou enzimas capazes de
destoxificar biologicamente os hidrolisados lignoceluldsicos (PARAWIRA; TEKERE,
2010).

Algumas enzimas como a lacase, uma fenol oxidase e a lignina peroxidase,
purificadas do fungo Trametes versicolor, podem ser usadas para a destoxificagdao
biologica, como demonstraram Jonsson et al. (1998) que as utilizaram na destoxificagdo do
hidrolisado de madeira, pré-tratado por explosdo a vapor e SO,. Foi observado um
aumento da taxa de consumo de glicose e da producdo de etanol por Saccharomyces
cerevisiae apos tratamento com estas enzimas. Porém, a destoxificacdo por estas enzimas
envolveu somente a remog¢ao de compostos fendlicos monoaromaticos.

Recentemente, alguns trabalhos tém demonstrado como a destoxificagao bioldgica
¢ um método promissor para futuras aplica¢des industriais, como revelaram Lopez et al.
(2004) que isolaram do solo alguns micro-organismos capazes de usarem acido ferulico,
furfural e HMF como fonte de carbono e energia. Foi observado, em trabalhos com meio
de cultura sintético, que 58% dos micro-organismos foram capazes de crescer sobre o
acido fertlico, 9,9% sobre o furfural, 2,6% sobre o HMF e menos de 1% sobre a
combinagdo destes trés compostos. Quando os testes foram realizados em hidrolisado
hemicelulésico de palha de milho, cinco bactérias, Methylobacterium extorquens,
Pseudomonas sp, Flavobacterium indologenes, Acinetobacter sp., Arthrobacter aurescens
e um fungo filamentoso, Coniochaeta ligniaria foram capazes de utilizar os compostos

toxicos como substrato, entretanto Coniochaeta ligniaria CB foi o que apresentou melhor
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desempenho, sendo capaz de remover 78% de HMF e 97% de furfural do hidrolisado
hemicelulosico.

O fungo filamentoso Coniochaeta ligniaria NRRL30616 também foi utilizado por
Nichols et al. (2008) para remocao dos derivados de furano e acidos organicos presentes no
hidrolisado de palha de milho pré-tratado com &cido diluido. Aproximadamente 50% dos
37 compostos presentes no hidrolisado tiveram suas concentracdes alteradas pelo fungo.
Apos a etapa de destoxificacdo bioldgica, micro-organismos recombinantes, tais como
Saccharomyces sp. LNH-ST e Escherichia coli FBRS, foram avaliados quanto ao uso de
pentoses. Observou-se que a levedura Saccharomyces sp. LNH-ST e a bactéria Escherichia
coli FBRS foram capazes de fermentar os actcares de forma mais rapida no hidrolisado
tratado com o fungo, em relagdo ao hidrolisado nao-biodestoxificado.

Bactérias termofilas também podem ser empregadas na destoxificagdo do
hidrolisado, conforme relatado por Okuda et al. (2008) que trataram o hidrolisado de
residuos de madeira com Ureibacillus thermosphaercus e o utilizaram para a producio de
etanol por Saccharomyces cerevisiae TJ1. Quando o hidrolisado foi tratado com 2,4 g/L de
in6culo de Ureibacillus thermosphaercus a 50°C, apos 6 horas de incubagdo em condigdes
aerobicas, esta bactéria foi capaz de remover 20% de HMF e esta condig¢do foi a que
possibilitou a maxima produg¢do de etanol por Saccharomyces cerevisiae TJ1.

Em outro estudo conduzido por Hou-Rui et al. (2009), as leveduras Issatchenkia
occidentalis (Lj-3, CCTCC M 2006097) e Issatchenkia orientalis (S-7, CCTCC M
2006098) foram testadas quanto a capacidade de destoxificarem o hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar. Observou-se que ambas as leveduras, foram
capazes de remover 100% de acido acético e de furfural; e cerca de 99% (S-7 = 99,1% e
Lj-3 = 98,6%) de guaiacol. Além disso, ndo causaram qualquer perda de volume do
hidrolisado tratado. Ao se utilizar Candida tropicalis para a produgdo de xilitol, apos o
tratamento do hidrolisado com estas leveduras, foi observado um aumento na produgdo e
na taxa de rendimento de xilitol.

Fonseca et al. (2011) também demonstraram que a levedura Issatchenkia
occidentalis CCTCC M 206097 foi capaz de destoxificar o hidrolisado hemicelulosico de
palha de cana-de-acucar, casca de café e fibra de milho. No hidrolisado de casca de café,
houve uma reducao de 76,6% de furfural e de 1,4% de HMF; no de fibra de milho de
88,9% de furfural e de 2,4% de HMF; e no de palha de cana-de-acticar de 54,3% de
furfural e de 54,1% de HMF. A concentracdo de xilose, por sua vez, permaneceu inalterada

apos 36 horas de tratamento por Issatchenkia occidentalis.
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Bactérias isoladas do solo e da 4gua também podem ser empregadas na
destoxificacdao dos hidrolisados lignocelulésicos, como relataram Wierckx et al. (2010) que
selecionaram 14 espécies de micro-organismos capazes de utilizar HMF como fonte de
carbono e energia. Esses micro-organismos pertenciam a 3 géneros distintos, Telluria,
Arthrobacter e Cupriavidus. Porém, um dos isolados, a bactéria Cupriavidus basilensis
HMF 14, utilizou HMF, furfural e alguns 4acidos organicos e compostos aromaticos como
fontes de carbono e de energia. Quando Cupriavidus basilensis foi cultivada em
hidrolisado de palha de trigo, os derivados de furano e o acetato foram completamente
removidos ap6s 10 horas de cultivo. Durante esse periodo as concentragdes de glicose,
xilose e arabinose permaneceram inalteradas. Porém, ap6s 15 horas o teor de aglicares foi
reduzido em 11%, sendo que as concentracdes de xilose, glicose e arabinose decresceram
simultaneamente na mesma proporg¢ao.

O fungo Paecilomyces variotii tem-se mostrado como um organismo promissor na
remog¢do de compostos toxicos do hidrolisado hemiceluldsico. Segundo Pereira et al.
(2012) Paecilomyces variotii foi capaz de remover concentragdes significativas de acido
acético e de compostos fendlicos tais como galico, pirogalol, siringaldeido e 4cido vanilico
do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto. Porém, este organismo também utilizou
quantidades significativas de agucares presentes no hidrolisado.

Conforme apresentado nestes estudos a destoxificagdo bioldgica apresenta
vantagens em relacdo ao baixo custo do processo de tratamento do hidrolisado
hemicelul6sico, por apresentar resultados significativos na remog¢do de compostos toxicos
e por ser um tratamento bioldgico que ndo gera subprodutos toxicos €/ou nocivos ao meio

ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Selecionar leveduras com capacidade de remover e/ou reduzir a concentragdo dos
principais compostos toxicos presentes no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-

de-agucar visando a sua aplicacao em processos fermentativos.

3.2 Especificos

v Selecionar estirpes de leveduras, em meio de cultura sintético, capazes de
utilizarem HMF, furfural, acido acético, siringaldeido e dacido fertlico como

substratos.

v" Verificar condi¢des de pH e agitacdo do sistema que proporcionem uma maior
remo¢ao de HMF, furfural, acido acético e¢ fenodis totais em hidrolisado

hemicelul6sico.

v' Identificar a levedura que apresente o melhor desempenho na remogdo destes

compostos toxicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao de estirpes de leveduras

As leveduras foram obtidas do banco de estirpes do Laboratorio de Microbiologia
do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho" (UNESP) campus Rio Claro - SP. As leveduras testadas foram isoladas
em sua maioria de Acromyrmex balzani, Atta laevigata, Polybia ignobilis, Syzygium
jambolanum entre outros. A técnica utilizada foi a de replica plating, em que as linhagens
foram submetidas a métodos auxanograficos em meio so6lido, onde se utilizou um
replicador manual com 25 pogos.

As leveduras Issatchenkia occidentalis 1j-3, CCTCC M 2006097 e Issatchenkia
orientalis S-7, CCTCC M 2006098 (HOU-RUI et al., 2009) foram utilizadas como padrao
por ja haver estudos que confirmaram que estas estirpes sdo capazes de remover alguns dos

compostos toxicos testados neste trabalho.

4.1.1 Teste de diluicio em Agar

Os compostos toxicos selecionados (Acido acético glacial PA - Carlo Erba;
Siringaldeido 98% - Sigma Aldrich; Acido feralico 99% - Sigma Aldrich; Furfural 98% -
Sigma Aldrich e HMF 99% - Sigma Aldrich) foram incorporados, por dilui¢do, em meio
YNB (Yeast Nitrogen Base) — Difco’™ com 4gar bacteriologico - Labimpex. Cada placa
continha uma concentracao diferente das fontes de carbono testadas. Os indculos foram
aplicados simultaneamente as superficies de agar por meio de um carimbo (aparelho de
replicagdo de inoculo) (Figura 4.1). A base do carimbo consistiu de um sistema com 25
pogos, sendo que cada poco comportava um volume de 350 puL de indculo. A partir do
carimbo e de sua base, as leveduras foram posteriormente transferidas para as placas de

Petri.
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Figura 4.1 Carimbo (a direita) utilizado para replicar o in6culo e a base do carimbo (a
esquerda) constituida de 25 pocos de profundidade.

4.1.1.1 Preparo de dilui¢coes para placas de Agar

Para a dilui¢do em placas de Petri, 20 mL de meio de cultura foram vertidos em
cada placa, sendo que 18 mL correspondiam a combinacdo de 6,7 g/ de meio YNB mais
18 g/L de 4gar e a uma solugdo de 2 mL do(s) composto(s) toxico(s). O meio YNB e o dgar
foram previamente combinados e distribuidos em tubos de ensaios que foram autoclavados
a uma temperatura de 121°C por 10 minutos a 1 atm. As solu¢des dos compostos toxicos
foram esterilizadas por filtragdo em membrana Millex Fg 0,22 pm de diametro de poro e
25 mm. A base do carimbo também foi autoclavada a uma temperatura de 121°C por 10
minutos a 1 atm e o carimbo aplicador foi esterilizado pelo método de flambagem.

Apo6s a autoclavagem do meio base (YNB + agar), a solugdo contendo o composto
toxico foi combinada assepticamente ao meio que foi finalmente vertido em placas de Petri
de plastico descartaveis.

Adicionaram-se em cada placa de Petri a combina¢dao de YNB, agar e diferentes
solucdes que continham concentragdes variadas dos compostos toxicos testados
individualmente e em combinagdo. Cada composto toxico foi testado em uma concentracao
alta e em uma concentracdo baixa correspondente aquelas encontradas em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acucar obtido apds etapa de pré-tratamento acido e
depois do processo de concentragdo a vacuo utilizando fator de concentragdo cinco,
conforme mostra tabela 4.1.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Tabela 4.1. Concentracdes dos compostos toxicos testados individualmente e em

combinagoes.

Composto téxico

Concentracao baixa

Concentracao alta

Acido acético
Siringaldeido
Acido Ferulico
Furfural
HMF

Combinacao

1g/L
0,2g/LL

8.107 g/L

1,8.107g/L

4,0.107g/L
1g/L de acido acético + 0,2g/L
de siringaldeido + 8.107g/L de
acido ferulico + 1,8.10'3g/L de
furfural + 4,0.10'3g/L de HMF

Sg/L
0,7g/L
0,4g/L
1,6.107g/L
2,0.107g/L
5g/L de acido acético + 0,7g/L
de siringaldeido + 0,4g/L de
acido ferualico + 1,6.10'2 de
furfural + 2,0.10'2g/L de HMF

Fonte: Fonseca, 2009.

4.1.1.2 Placas de controle

Placas que ndo continham compostos toxicos foram preparadas a partir do meio
base (YNB + agar) para serem utilizadas como controles. O controle positivo consistiu de
uma solucdo de meio base com 5 g/L de glicose, e o controle negativo foi preparado
somente com meio base. Ambos foram vertidos em placas de Petri de plastico descartaveis.

O meio base e a solucdo de glicose foram autoclavados separadamente a uma
temperatura de 121°C por 10 minutos a 1 atm. Posteriormente, este meio foi combinado
assepticamente a glicose no qual se obteve o controle positivo.

As placas controle foram feitas em duplicatas.

4.1.1.3 Preparo do Repique

Todas as leveduras selecionadas para o teste foram cultivadas em meio Sabouraud
Dextrose Agar - Acumedia® pelo método de semeadura em superficie e incubados em

Céamara Incubadora B.O.D 374 CD - Fanem a 24°C por 72 horas.
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4.1.1.4 Diluicdo da suspensio de indculo

A partir do meio de manutengdo, duas aliquotas da massa celular de cada micro-
organismo foram retiradas por meio de uma al¢a de platina, adicionadas a 500 puL de agua

destilada estéril contida em tubo Eppendorf e homogeneizadas em um misturador vortex.

4.1.1.5 Inoculagio em Placas de Agar

Os tubos Eppendorf contendo as suspensdes celulares foram organizados e
enumerados, € uma aliquota de 350 pL foi inoculada em seu pogo correspondente da base
do carimbo.

Por meio do carimbo cada um dos 25 inoculos foi aplicado simultaneamente a

superficie das placas de Petri que continham o meio (Figura 4.2).

Figura 4.2 Procedimento utilizado para “carimbar” os in6culos simultaneamente as super-
ficies de agar.

Primeiramente, inoculou-se uma placa de cada controle (um controle positivo € o
outro negativo) em seguida, de forma aleatoria, inocularam-se as placas contendo
diferentes concentragdes e tipos de compostos toxicos, assim como as replicadas dos
controles.

As placas de Petri pré-inoculadas foram mantidas a temperatura ambiente até que a

umidade nos pontos de indculo fosse totalmente absorvida pelo 4gar. Posteriormente, as
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placas foram invertidas e incubadas a 25°C por 21 dias. Os resultados foram obtidos com 7,

14 e 21 dias de incubacao.

4.2 Obtencao e concentracio do hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar

4.2.1 Pré-tratamento acido

O bagago de cana-de-agucar doado pela usina Santa Fé, da cidade de Nova Europa -
SP foi exposto ao sol para secagem e, posteriormente foi realizada a sua caracterizacao
quimica segundo Gouveia et al. (2009).

O teor de umidade do bagaco de cana-de-acucar foi verificado para auxiliar na
dosagem do 4cido utilizado no processo de pré-tratamento acido.

O pré-tratamento acido foi realizada em reator tipo tambor rotativo vertical
(capacidade util de 50 L) aquecido por resisténcia (de porcelana) a uma temperatura de
121°C por 10 minutos. Foi utilizado 100 mg de 4cido sulfiirico (98%p/p — 1,8356g.cm™)
para 1 g de bagaco de cana-de-acticar (matéria seca) em uma propor¢do de 1:10 entre
massa seca de bagaco e volume de solu¢do acida. Apoés o processo, o hidrolisado
hemicelul6sico obtido foi filtrado para separar os residuos soélidos (celulignina) da porgao

liquida.

4.2.2 Concentracao do hidrolisado hemiceluldésico de bagaco de cana-de-acucar

O hidrolisado foi submetido ao processo de concentragdao a vacuo a 70°C que teve
como finalidade aumentar a concentracao total de actcares. O hidrolisado original sofreu
reducdo para 1/5 do volume inicial.

O hidrolisado hemicelulosico foi caracterizado antes e apds as etapas de
concentracdo em relacdo ao pH e aos teores de D-glicose, D-xilose, D-arabinose, HMF,

furfural, acido acético e fenois.
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4.3 Processo de destoxificacio biologica

4.3.1 Preparo do repique e do indculo

As leveduras selecionadas foram cultivadas em meio Agar Sabouraud 2% -
Labsynth pelo método Agar Plate e incubados em estufa incubadora a 30°C por 24 horas.

O inéculo foi cultivado em meio YPD conforme a composi¢ao descrita na Tabela
4.2. A é4gua destilada, a solugdo de peptona, a solucdo de glicose e a de extrato de levedura
foram autoclavados a 110°C por 15 minutos. Todas as solugdes e a dgua destilada foram
combinadas assepticamente, unidas as células do micro-organismo e distribuidas em
frascos Erlenmeyer de 500 mL vedados com rolhas de algodao contendo 200 mL de meio
que foram incubados em agitador rotatorio — New Brunswick Scientific — Edison, N.J.,

U.SA. a 200 rpm por 24 horas a 30°C.

Tabela 4.2 Composi¢ao do meio de cultura YPD.

Solucoes Concentracio
Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/
Glicose 20 g/L
Agua destilada 1L

Fonte: LOPEZ et al., 2004.

Ap6s 24 horas de incubagdo em agitador rotatdrio, o indculo foi distribuido em
tubos falcon de 50 mL e centrifugado a 2600 xg por 20 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em agua destilada estéril e
homogeneizadas em misturador voértex. Para lavagem, o indculo foi centrifugado
novamente a 2600 xg por 20 minutos. A dgua de lavagem foi entdo descartada e o indculo
ressuspenso em agua destilada estéril e homogeneizado novamente. Uma aliquota de 1 mL
do inoculo foi retirada do tubo falcon e diluida em baldo volumétrico de 200 mL. A
concentracdo celular foi determinada por turbidimetria em espectrofotometro por meio de
curvas de crescimento previamente estabelecidas. A partir da concentracdo celular obtida
foi possivel calcular o volume necessario para que se atingisse uma concentragdo inicial de
0,5 g/L de células que foram adicionadas ao hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-

de-acucar.
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4.4 Testes com o hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acucar

Apo6s o ajuste do pH do hidrolisado hemicelulésico com micropérolas de NaOH
P.A - Labsynth de acordo com os valores do planejamento experimental (4,0; 4,5; 5,0), o
hidrolisado foi filtrado e autoclavado a 110°C por 15 minutos. Em seguida, o hidrolisado
foi centrifugado a 2600 xg por 20 minutos para remoc¢ao dos solidos suspensos.

O hidrolisado hemicelulosico foi suplementado com 6,7 g/L de YNB — Sigma-
Aldrich que foi autoclavado a 110°C por 15 minutos. Em frascos Erlenmeyers de 125 mL,
vedados com rolhas de algodao, foram colocados 50 mL de meio composto por hidrolisado
hemicelulésico suplementado com YNB e 0,5g/L de células. Os testes de destoxificacdo
biologica foram conduzidos em diferentes agitagdes a 30°C por 96 horas em agitador
rotatorio - New Brunswick Scientific — Edison, N.J., U.SA. Os ensaios foram realizados
em triplicatas e cada frasco Erlenmeyer correspondia a um tempo de retirada de amostra.
Aliquotas de 50 mL de amostras foram retiradas nos tempos 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas para
quantificagcdo dos teores de D-glicose, D-xilose, D-arabinose, HMF, furfural, 4cido acético

e fendis, e para a determinacgdo de pH e avaliagdo do crescimento celular.

4.5 Efeito do pH e da agitacdo na destoxificacio biologica do hidrolisado

hemiceluldsico pelas leveduras selecionadas

As variaveis selecionadas para o estudo foram: pH e agitacdo do sistema. Na tabela
4.3 sdo apresentados os niveis escolhidos para cada variavel. O sinal (-) representa o nivel

minimo, o sinal (0) o ponto central e o sinal (+) representa o nivel méximo.

Tabela 4.3 Codifica¢do dos niveis para os parametros avaliados.

Niveis
Parametros
Inferior (-) Médio (0) Superior (+)
X (pH inicial do hidrolisado) 4,0 4,5 5,0

X, (agitag¢do do sistema/rpm) 100 200 300
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Foi realizado um planejamento fatorial completo 2° com trés repeticdes no ponto
central conforme apresentado na tabela 4.4. Como variavel resposta foi considerada a
porcentagem da remogao total de compostos toxicos (HMF, furfural, acido acético e

fenois) pelas leveduras do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar.

Tabela 4.4 Matriz de planejamento fatorial completo 2% com trés repeticdes no ponto
central que foi empregada no estudo da remogdo de compostos toxicos do
hidrolisado hemicelulésico.

Niveis codificados Niveis reais
Experimentos
X X X (pH) X, (rpm)
1 - - 4,0 100
2 + - 5,0 100
3 - + 4,0 300
4 + + 5,0 300
5 0 0 4,5 200
6 0 0 4,5 200
7 0 0 4,5 200

4.6 Métodos Analiticos

4.6.1 Determinacio de pH

O pH do hidrolisado e de todas as amostras foi determinado por pH-metro — W3B —

Bel Engineering.

4.6.2 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pela secagem de 1g de amostra de bagaco de

cana-de-acgtcar em balanca com infravermelho — Top Ray — Bel Engineering a 100°C.
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4.6.3 Determinacio da concentracio celular

O crescimento celular foi determinado por turbidimetria em espectrofotdometro —
Bioespectro SP-220, em comprimento de onda de 600 nm e correlacionada com a massa
seca de células (g/L) por meio de uma curva de calibracdo previamente estabelecida

correspondente as leveduras testadas.

4.6.4 Determinacio dos teores de acucares, HMF, furfural e acido acético.

Os teores de acucares e acido acético foram determinados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) em detector (Waters 410; Milford, MA, USA) de indice de
refracdo. As amostras foram previamente diluidas em uma proporg¢ao de 1:10 e filtradas em
filtro Sep Pak C18. Posteriormente, as amostras foram injetadas no cromatografo,
utilizando as seguintes condi¢des: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (7,8 x 300 mm)
(Bio-Rad, Hecules, CA, USA), a temperatura de 45°C, eluente: acido sulfurico 0,005 M;
fluxo de 0,6 mL/min; em um volume de amostra de 20 pL.

A concentragao de HMF e furfural também foi determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV (Waters 2487/USA). As amostras foram
filtradas em membrana Schleicher & Schuell de didmetro de poro de 0,45 pm e 47 mm e
posteriormente injetadas no cromatografo empregando as seguintes condicdes: coluna
Eclipse XDB-C18 5um (4,6 x 150 mm), a temperatura de 25°C; eluente: acetonitrila e 4gua
na proporcao de 1:8 com 1% de 4cido acético e adicdo de acido fosforico até se obter pH

3,0; fluxo de 0,9 mL/min; volume da amostra de 25 pL.

4.6.5 Determinacio da percentagem de reducio na concentracio de HMF, furfural,

acido acético, acido ferulico e siringaldeido e consumo de acucares.

A porcentagem de consumo de acucares e de remogao de compostos toxicos foi

determinada segundo a equagdo 4.1.
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% =[Concentracao inicial — Concentragdo final/Concentracdo inicial].100% (4.1)

4.6.6 Determinacio das concentragoes dos produtos da decomposiciao da lignina.

A concentragao de fendis do hidrolisado hemicelulésico foi determinada segundo
metodologia proposta por Gouveia et al. (2009); Rocha (2000).

Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada e diluida em 4gua destilada (a pH 12
com NaOH) de forma a se obter uma leitura inferior a uma unidade de absorbancia. A
absorbancia desta solucao foi determinada usando espectrofotometro em comprimento de
onda de 280 nm. A concentragdo de lignina soluvel foi calculada segunda a equagao 4.2

conforme Gouveia et al. (2009).
Clig=4,187*107(Ar- Ap0)-3.279*10"  (4.2)

De acordo com a equacdo 4.2, Clig significa concentragdo de lignina soluvel por
g/L; At - absorbancia da solugdo de lignina somado aos produtos de degradagdo, em 280
nm; Apq = ¢1.€1 + C2.82, em 280 nm, os produtos da decomposi¢do dos agucares, tais como
HMF e furfural, cujas concentracdes c; e ¢, foram determinadas previamente por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) e € e & sdo as absortividades que valem,

respectivamente, 146,85 ¢ 114,00 L g-1 cm-1 (GOUVEIA et al., 2009).

4.6.7 Analise estatistica

A analise estatistica dos experimentos foi realizada utilizando-se o programa

Statistica &.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2. Sele¢ao de leveduras que consumiram diferentes fontes de carbono

Durante a primeira fase de execugdo deste trabalho, 64 leveduras foram testadas
quanto a capacidade de utilizarem HMF, furfural, acido acético, siringaldeido e acido
ferulico como fontes de carbono e energia. Os resultados obtidos estdo apresentados na
tabela 5.1.

Entre as leveduras testadas, as estirpes M1, Y1'a, Y1'b e Y3’ todas pertencentes a
mesma espécie, Issatchenkia occidentalis, foram as que se destacaram por serem capazes
de utilizar estes compostos em meio de cultura sintético. Estas estirpes conseguiram
utilizar a combinacdo destes compostos toxicos nas concentragdes mais altas (5g/L de
acido acético + 0,7g/L de siringaldeido + 0,40g/L de é4cido feralico + 1,6. 10”g/L de
furfural + 2,0. 10%g/L de HMF) como substrato para o crescimento celular. Foi possivel
observar que as estirpes Y1'a, Y1'b, Y3  apresentaram caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, diferente da estirpe M1 conforme apresenta a figura 5.1.

Durante os testes, observou-se uma mudanca na morfologia das colonias das
leveduras de Issatchenkia occidentalis. Estas, em meio constituido de compostos toxicos,
formaram pseudohifas (YARROW et al., 2000), estrutura morfologica caracteristica desta
espécie de levedura. Provavelmente isso ocorreu devido as propriedades indspitas do meio
de crescimento.

A estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1 a exibiu uma colonia semelhante as de
Y1I'b e Y3, o que sugere que talvez estas sejam clones de uma mesma estirpe.
Diferentemente do que ocorreu com a estirpe de Issatchenkia occidentalis M1, que apesar
de ser da mesma espécie, apresentou colonia semelhante a da levedura controle S-7 (HOU-
RUI et al., 2009). Deste modo, destas 4 leveduras, as estirpes M1 e Yl'a foram as
selecionadas para o teste que foi realizado em hidrolisado hemicelulésico de bagago de
cana-de-acucar.

No controle negativo (auséncia de fonte de carbono) ndo foi observado nenhum
crescimento celular, em contrapartida todas as leveduras testadas cresceram no controle

positivo (glicose como fonte de carbono) conforme apresenta a figura 5.2.
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Tabela 5.1 Assimilacdo de compostos toxicos e suas combinagdes por diferentes espécies de leveduras isoladas de diferentes substratos.

—
T2 ® a0 kW=

S e e e e e
S O L 9NN AW

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Estirpe

PBM 63
PBM 52
TO 100
TO 182
TO 178
TO 047
PBM 44
PBM 64
PBM 30
BR3-3BY
TO 050
TO 049
TO 217
TO 023
TO 018
SIA 24.1
TO 057
BR6-2A1
54
CG8-8BY
PT1-1BASP
BR6-2AY
N8a
N12a2
Ndap2
PHII5
PI-1I63
32
MP2-2CB
PBM 39
AIM-A12
PBM3
FB1-1DASP

Espécie

Candida metapsilosis ATCC 96144
Candida guilliermondii TJY14a

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium sp.
Aureobasidium pullulans
Cryptococcus laurentii
Pichia caribbica
Candida parapsilopsis
Pichia burtonii
Candida silvae
Rhodosporidium toruloides
Sporisorium elionuri
Trichosporon mycotoxinivorans
Cryptococcus laurentii
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces japonicus
Sporisorium elionuri
Candida shehatae
Trichosporon chiarellii
Candida shehatae
Candida shehatae
Candida shehatae
Meyerozyma guilliermondii
Trichosporon asahii
Trichosporon asahii
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Pseudozyma hubeiensis
Meira Arqovae CBS 110053
Pichia caribbica
Aureobasidium pullulans
Candida sp.

Substrato

Atta laevigata
Atta laevigata
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Atta laevigata
Atta laevigata
Atta laevigata
Vriesia sp.
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Acromyrmex balzani
Serrapilheira
Acromyrmex balzani
Agua de bromélia
Mpyrmicocrypta sp.
Cogumelo
Euterpe sp.
Agua de bromélia

Polybia ignobilis
Polybia ignobilis
Polybia ignobilis
Atta laevigata
Atta sp.
Atta laevigata
Campanulicea

Acido acético

Acido Ferilico

Combinacdes

1g/L

8.107 g/L

0,4g/L

1,8.10°g/L 1,6.107g/L 4,0.10°g/L 2,0.107g/L

1*

+

+ + +

Continua



60

Tabela 5.1 Assimilacdo de compostos tdxicos e suas combinagdes por diferentes espécies de leveduras isoladas de diferentes substratos.

Acido acético Siringaldeido Acido Ferulico Furfural HMF Combinagdes
Estirpe Espécie Substrato
1g/L 5g/L 02g/L  07g/L  8107g/L 04g/L  18.107g/L 1,6.10°g/L 4,0.10°g/L 2,010 /L 1% 2%%
34 HI10-10AY NI Hedychium coronarium koening - - - - - - - - - - - -
35 HFLS-5BASP Candida Tenuis Hedychium coronarium koenig - - - - - - - - - - - -
36 TO O11 Cryptococcus mangaliensis Acromyrmex balzani - - - - - - - - - - - -
37 TO 23 Cryptococcus laurentii Acromyrmex balzani - - - - - - - - - - - -
38 AIM-A7 Exophiala sp. - - - - - - - - - - - - -
39 FBS8 NI - + - - - - - - - - - + -
) Issatchenkia occidentalis CCTCC Aguas de residuos industriais ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
40 Lj-3 M206097
Issatchenkia orientalis CCTCC M Aguas de residuos industriais 4 . } } . ) ) ) _ ) N N
41 S-7 206098
42 W7 Lecythophora sp. Polybia ignobilis - - - - - - - - - - - -
43 B22a2 Candida azyma Polybia ignobilis - - - - - - - - - - - -
44 S11 Saccharomycopsis crataegensis Polybia ignobilis + - - - + - - - - - + -
45 Mel 28 Pichia caribbica Polybia ignobilis + - - - - - - - - - + -
46 YS4 Candida kofuensis Polybia ignobilis - - - - - - - - - - - -
47  WI13alb Pichia guilliermondii Polybia ignobilis - - - - - - - - - - + -
48 Mel 10 Aureobasidium pullulans Polybia ignobilis - - - - - - - - - - - -
49 M1 Issatchenkia occidentalis Syzygium jambolanum + + - - - - - - - - + +
50 Y1'a Issatchenkia occidentalis Syzygium jambolanum + + - - - - - - - - + +
51 Y1'b Issatchenkia occidentalis Syzygium jambolanum + + - - - - - - - - + +
52 Y3’ Issatchenkia occidentalis Syzygium jambolanum + + - - - - - - - - + +
53 JP26/06a Issatchenkia terricola Syzygium jambolanum + - - - - - - - - - + _
54 W14 Pichia guilliermondii Polybia ignobilis + - - - - - - - - - + -
55 BD149 Cryptococcus sp. (in description) Fiacgdo elétrica de poste de luz - - - - - - - - - - + -
56 A2-1 Cryptococcus sp. (in description) Fiacgdo elétrica de poste de luz + - - - - - - - - - + -
57 A2-4 Cryptococcus sp. (in description) Fiacdo elétrica de poste de luz - - - - - - - - - - - -
58 TO 622 NI Acromyrmex balzani + - - - + + - - - - - -
59 TO 623 NI Acromyrmex balzani - - - - - - - - - - - -
60 TO 621 NI Acromyrmex balzani + - - - + - - - - - + _
61 TO 443 NI Acromyrmex balzani + - - - - - - - - - - -
62 TO 440 NI Acromyrmex balzani - - - - - - - - - - - -
63 TO 753 NI Acromyrmex balzani - - - - - - - - - - - -
64 CBS 5813 NI - - - - - - - - - - - - -
NI - Espécie ndo identificada/ seqiienciada.
* Combinagdo 1: Acido acético (1g/L) + siringaldeido (0,2g/L) + acido fertlico (8.107g/L) + furfural (1,8.10°g/L) + HMF (4,0.107g/L).
** Combinagio 2: Acido acético (5g/L) + siringaldeido (0,7g/L) + 4cido feralico (0,40g/L) + furfural (1,6.10%g/L) + HMF (2,0.107g/L).
+ Micro-organismo que apresentou crescimento sob o composto selecionado. / - Micro-organismo que ndo apresentou crescimento sob o composto selecionado.
Estirpes 42- Lj-3 e 43- S-7 utilizadas como padrao de crescimento. Conclusao
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Figura 5.1 Estirpes M1, Y1'a, Y1'b, Y3’ e levedura padrao utilizada S-7. Crescimen-
to observado na combinagdo de concentragdes mais altas dos compostos
toxicos testados.

Figura 5.2 Crescimento das coldnias das leveduras testadas em controle positivo (glicose
como fonte de carbono), apos 21 dias de incubacgao.

Até o momento nio foi encontrado nenhum trabalho na literatura semelhante a este,
no qual diferentes espécies (a maioria ja identificada) de leveduras foram testadas
aleatoriamente quando a sua capacidade de remover os compostos toxicos presentes no
hidrolisado hemiceluldsico. Foi possivel constatar que de forma geral, os estudos
reportados pela literatura foram conduzidos com micro-organismos capazes de crescerem
em diferentes compostos toxicos, porém estes organismos tiverem seu DNA sequenciado e

foram identificados somente apos a sua selegao.



62

5.3 Caracteriza¢ao do bagaco de cana-de-agtcar

O bagaco de cana-de-acticar foi analisado quanto aos teores de celulose,
hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos. Os resultados referentes a esta caracterizagdo sao

apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2 Composigao quimica do bagago de cana-de-agucar

Componente (% p/p)
Glucana 34,64%
Xilana 16,76%
Arabinana 1,01%
Grupos acetila 1,13%
Lignina soluavel 1,45%
Lignina insolavel 27,60%
Cinzas 6,41%
Extrativos 8,77%
Total 97,77%

Os valores da tabela 5.2 demonstram os teores de celulose (34,64%), hemicelulose
(18,90%) e lignina (29,05%) que representaram cerca de 82,59% da composi¢ao total da
biomassa vegetal, propor¢ao que estd de acordo com aquela descrita pela literatura que
alega que estas fracdes correspondem a mais de 75% da biomassa lignoceluldsica total
(ABRIL; ABRIL, 2009).

De acordo com a tabela 5.2, a celulose (34,64%) correspondeu a mais de 1/3 da
biomassa vegetal (PANDEY et al., 2000) e a fracdo representada por este polimero se
encontrou dentro da faixa de variacdo de 33 a 51% apresentada pela literatura (ALMEIDA
et al., 2007), demonstrando um alto potencial para a conversao deste material por meio da
sacarificagdo. Como se pode observar a porcentagem correspondente a celulose deste
bagaco de cana-de-agucar foi relativamente menor se comparado ao de outros trabalhos da
literatura que relataram que eram constituidos de cerca de 42,8% (GOUVEIA et al., 2009)
ou até de 45,4% (RODRIGUES et al., 2010) de celulose de bagaco de cana-de-agucar.

O valor obtido de hemicelulose (18,90%) esta de acordo com a faixa de variagao
reportada pela literatura de 15 a 35% da composi¢io da biomassa lignocelulésica (GIRIO

et al., 2010), sendo que a xilose correspondeu a 88,68% da composi¢cdo da hemicelulose,
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resultado bastante similar ao de Rodrigues et al., (2010) que foi de 81,91% de xilose na
hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar.

A fragdo de lignina (29,05%) presente no bagaco de cana-de-aglicar caracterizado
também se mostrou dentro da faixa de variacdo proposta pela literatura de 19 a 33%
(DEMAIN, 2009)

Além desses constituintes apresentados foi possivel observar que uma série de
outras substincias, como 6leos vegetais e proteinas, os denominados extrativos (8,77%) e
as cinzas (6,41%), compreenderam a fra¢do restante da biomassa lignocelulosica
(ALMEIDA et al., 2007, GIRIO et al., 2010; WYMAN, 1994).

A caracterizacdo do bagago de cana-de-agticar, de maneira geral, ¢ de extrema
importancia uma vez que possibilita a avaliacdo precisa da composicdo desta biomassa
lignocelulodsica, nos diversos processos a que ¢ submetida como o de pré-tratamento acido,
por exemplo (GOUVEIA et al, 2009). Além disso, a composicdo da biomassa
lignoceluldsica varia de acordo com a matéria-prima empregada, genética do vegetal, o
ambiente que possibilitou o crescimento da planta, assim como os métodos de colheita e
armazenamento do vegetal (CANILHA, et al., 2011).

Neste trabalho a caracterizagdo do bagago de cana-de-aglicar “in natura” foi
importante para que houvesse conhecimento da quantidade de aglicares presentes nesta

matéria-prima tendo como base a sua liberagao/conversdo no hidrolisado hemicelulosico.

5.4 Caracterizacao do hidrolisado hemiceluldésico de bagaco de cana-de-agticar apos

etapa de pré-tratamento acido e submetido ao processo de concentracio a vacuo.

O hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-actcar foi obtido por meio de
um pré-tratamento empregando acido sulfurico diluido conforme descrito no item 4.2.1

A tabela 5.3 apresenta as concentracoes das substancias presentes no hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar obtido a partir de uma etapa de pré-tratamento
e apds ser submetido ao processo de concentracdo a vacuo que reduziu o hidrolisado
original para 1/5 do volume inicial conforme descrito no item 4.2.2. De acordo com os
dados obtidos, a etapa de pré-tratamento forneceu um hidrolisado hemicelulésico com um
teor significativo de xilose (14,19 g/L), porém com baixo teor de glicose (1,52 g/L) e de

arabinose (1,43 g/L). O &cido acético também apresentou uma baixa concentragdo, de
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cerca de 0,85 g/L. Estes valores foram inferiores aos reportados por Rodrigues et al. (2010)
que apds uma etapa de pré-tratamento acido de bagaco de cana-de-agucar obtiveram cerca
de 19,19 g/L de xilose, 1,82 g/L de arabinose, 3,49 g/L de acido acético, com excecao da
glicose, na qual, estes pesquisadores obtiveram uma concentragcao menor, de cerca de 0,89

g/L.

Tabela 5.3 Composi¢ao do hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agticar e
concentrado 5X*.

Hidrolisado hemicelulosico Hidrolisado hemicelulosico

Componente (g/L) sem concentrar concentrado 5X
Xilose 14,19 69,65
Glicose 1,52 7,32

Arabinose 1,43 7,08
Acido Acético 0,85 3,15
Furfural 0,2820 0,1680
HMF 0,0149 0,0378
Fenois 3,13 8,87
pH 0,99 0,24

*Q hidrolisado original sofreu reducdo para 1/5 do volume inicial.

A glicose obtida por meio da etapa de pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-
acucar pode ter sido liberada tanto da hemicelulose, quanto da celulose. Porém, a celulose
ndo ¢ geralmente hidrolisada nas condi¢des operacionais comumente utilizadas por este
tipo de processo. Desse modo, a glicose obtida procedeu em maior parte da fragdo
hemicelulésica (AGUILAR et al., 2002).

A xilose e a arabinose sdo os agucares provenientes da hidrolise da fracao
correspondente a hemicelulose, assim como o acido acético que ¢ derivado da hidroélise dos
grupos acetil ligados aos mondmeros desta macromolécula e liberado no hidrolisado
hemicelulésico (ALMEIDA et al., 2007; ELSHAHED, 2010; MAMMAN et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2010). A xilose ¢ também o acglicar com maior concentragdo no
hidrolisado hemicelulésico devido a consideravel parcela de xilana presente na
hemicelulose (AGUILAR et al., 2002). Deste modo, a xilose € o actcar predominante da
hemicelulose total, enquanto a arabinose e a glicose estdo presentes em menores
concentracdes (BRIENZO et al., 2009).

As concentracdes de HMF (0,0149 g/L) e de furfural (0,2820 g/L) no hidrolisado
hemicelulésico foram relativamente baixas, totalizando 0,2969 g/L de derivados de furano,

diferente do valor obtido por Chandel et al. (2007) que foi de 1,89 g/L.. As concentragdes
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destes compostos no hidrolisado hemicelul6sico podem variar de acordo com as condigdes
de pré-tratamento empregadas, sendo que condigdes mais severas de hidrolise acarretam
concentragdes mais elevadas de derivados de furano, uma vez que estes sdo provenientes
da desidratacdo de pentoses e de hexoses. (ALMEIDA et al., 2009; LAVARACK et al.,
2002; MUSSATTO; ROBERTO, 2004; OKUDA et al., 2008).

Para esta etapa de pré-tratamento acido, a concentracdo de fenodis no hidrolisado
hemiceluloésico foi semelhante (3,13 g/L) a de outros trabalhos como o de Fonseca (2009)
que obteve 3,52 g/L.. O valor obtido neste trabalho estd relacionado a parcela de lignina
total presente no bagaco de cana-de-agucar que foi parcialmente solubilizado em
concordancia a hemicelulose durante o pré-tratamento acido (PANDEY et al., 2000). A
solubilizacdo da lignina origina os mais variados tipos de compostos fendlicos que sao
liberados no hidrolisado hemicelulésico tais como o 4-hidroxibenzaldeido, a vanilina, o
siringaldeido, o 4cido vanilico, o 4acido siringico, o catecol, o guaiacol, o acido ferulico,
entre outros (DOMINGUEZ, 2003; KOOPMAN et al.,, 2010; PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000a).

O processo de concentracdo a vacuo ¢ essencial para elevar a concentracdo de
acucares presentes no hidrolisado lignocelulésico para utilizagdo em processos
fermentativos (RODRIGUES et al., 2001). De acordo com o fator de concentracdo a que o
hidrolisado hemiceluldsico foi submetido, constatou-se que a concentragdo dos agucares
(xilose, glicose e arabinose) aumentou em concordancia ao fator de concentracao
empregado (cinco vezes). O acido acético, HMF, furfural e fendis, por sua vez, nao
apresentaram o mesmo comportamento. O acido acético teve sua concentracdo elevada,
mas nao de acordo com o fator de concentragdo o que pode estar relacionado a volatilidade
parcial deste composto. O mesmo ocorreu com o HMF e os fendis, o que sugere uma
volatilizagao parcial e/ou degradacao destes compostos. O furfural, por outro lado,
apresentou uma reducdo na sua concentragdo, devido a volatilidade deste composto. O pH
do hidrolisado hemiceluldsico também diminuiu, uma vez que o processo de concentragao
a vacuo concentra os fons H', reduzindo consequentemente o valor do pH do hidrolisado
(CARVALHO et al., 2006; MUSSATTO; ROBERTO, 2004; PARAJO et al., 1997).

A caracterizacdo do hidrolisado hemicelulésico apos a etapa de pré-tratamento e
depois do processo de concentragdo a vacuo foi importante para um melhor conhecimento
das concentragdes dos acucares presentes no hidrolisado, assim como de HMF, furfural,
acido acético e fenois. Além disso, a caracterizagdo apOs o processo de concentracao

possibilita estudar o comportamento dos diferentes constituintes do hidrolisado
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hemiceluldsico quando submetidos a este processo, assim como a concentragdo final que
foi obtida para cada um dos compostos toxicos e aglicares para que se entdo iniciasse 0s

testes de destoxificagdo bioldgica.

5.5 Teste de destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-

acucar.

5.5.1 Remocao dos compostos toxicos presentes no hidrolisado hemiceluldsico

utilizando planejamento fatorial completo 2% com trés repeticoes no ponto central.

As tabelas 5.4 e 5.5 apresentam as concentragdes inicial e final em g/L dos
compostos toxicos presentes no hidrolisado hemicelulésico antes e apos a etapa de
tratamento bioldgico empregando as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a de
todos os experimentos realizados.

Pode-se constatar que a concentragdo inicial de HMF variou de 0,037 g/L a 0,032
g/L, a de furfural de 0,140 g/L a 0,015 g/L, a de acido acético de 2,09 g/ a 1,12 g/L e de
fenois de 6,51 g/L a 5,27 g/L (tabela 5.4). Observou-se que as concentragdes iniciais dos
compostos toxicos presentes no hidrolisado hemiceluldsico foram proximas entre si para os

experimentos realizados.
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Tabela 5.4 Concentragdo inicial e final dos compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico tratado biologicamente por Issatchenkia occidentalis M1 em
g/L.

~ HMF  Furfural Ac. Acético Fenois Concentracio Total de
Exp. Concentracio

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)  total (g/L)* remocao (%)**

1 Inicial 0,0364  0,1402 1,30 6,373 7,850 19,43
Final 0,0297  0,1256 0,91 5,260 6,325

) Inicial 0,0324  0,0153 1,47 6,040 7,557 22.87
Final 0,0020  0,0043 1,20 4,623 5,829

3 Inicial 0,0371  0,1135 1,12 6,510 7,781 36.29
Final 0,0005  0,0065 0 4,950 4,957

4 Inicial 0,0320  0,0925 1,42 6,410 7,954 42,89
Final 0,0017  0,0007 0 4,540 4,542

5 Inicial 0,0341 0,1359 2,06 5,310 7,538 39.52
Final 0,0020  0,0070 0 4,550 4,559

6 Inicial 0,0341 0,1284 2,04 5,356 7,562 39,98
Final 0,0020  0,0070 0 4,530 4,539

- Inicial 0,0335  0,1229 2,09 5,270 7,521 39,01
Final 0,0020  0,0050 0 4,580 4,587

*A concentragdo total (g/L) refere-se a somatdria das concentragdes de HMF, furfural, acido
acético e fenois.

**O total de remocdo (%) faz referéncia a diferenga na concentra¢do inicial e final da
concentragdo total (g/L) em porcentagem.

Em relacdo aos experimentos conduzidos com a estirpe de Issatchenkia occidentalis
Y 1’a constatou-se que a concentragdo inicial de HMF variou de 0,037 g/L a 0,032 g/L, de
furfural de 0,144 g/L a 0,058 g/L, de acido acético de 2,13 g/L a 1,02 g/L e de fendis de
6,52 g/l a 5,63 g/L (tabela 5.5). Semelhantemente ao observado nos experimentos
realizados com a estirpe M1, as concentragdes iniciais de todos os compostos toxicos

presentes no hidrolisado hemicelulosico foram parecidas.
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Tabela 5.5 Concentragao inicial e final dos compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico tratado biologicamente por Issatchenkia occidentalis Y1’a em

g/L.
Exp. Concentragiio HMF  Furfural Ac. Acético Fenéis Concentracio ToEal de
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) total (g/L)*  remocao (%)**

1 Inicial 0,0370  0,1443 1,02 6,495 7,696 17,69
Final 0,0350  0,0293 0,92 5,350 6,334

) Inicial 0,0322  0,0575 1,57 6,020 7,679 20,50
Final 0,0018  0,0035 1,33 4,770 6,105

3 Inicial 0,0370  0,1283 2,13 6,520 8,815 46,04
Final 0,0009  0,0051 0 4,750 4,755

4 Inicial 0,0317  0,1002 1,43 5,900 7,462 38.97
Final 0,0015  0,0020 0 4,550 4,553

5 Inicial 0,0340 0,1394 2,02 5,690 7,882 43,08
Final 0,0016 0,0050 0 4,480 4,486

6 Inicial 0,0347 0,1415 2,04 5,630 7,842 42.79
Final 0,0016 0,0049 0 4,480 4,486
Inicial 0,0340 0,1374 1,90 5,700 7,769 .41
Final 0,0015 0,0031 0 4,470 4,474

*A concentragdo total (g/L) refere-se a somatdria das concentragcdes de HMF, furfural, acido
acético e fenois.

**O total de remocgao (%) faz referéncia a diferenga na concentragdo inicial e final da
concentragao total (g/L) em porcentagem.

Os resultados dos experimentos realizados referentes a remocao dos compostos
toxicos testados presentes no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-acticar em
porcentagem (%) sdo apresentados nas figuras 5.3 e 5.4 para as estirpes de Issatchenkia
occidentalis M1 e Y1’a.

Em relacdo a tabela 5.4 e a figura 5.3 que fazem alusdo a estirpe de Issatchenkia
occidentalis M1 foi possivel constatar que o experimento 4 (pH 5,0 e 300 rpm) foi o que
proporcionou a remocao total mais significativa destes compostos toxicos presentes no
hidrolisado hemicelulésico, cerca de 42,89%. Este experimento permitiu que a estirpe de
Issatchenkia occidentalis M1 removesse concentragdes expressivas de HMF (94,77%), de
furfural (99,19%), de fendis (29,17%) e a completa eliminacdo do &cido acético (100%).
Por outro lado, ao se analisar a tabela 5.5 e a figura 5.4 referente a estirpe de Issatchenkia
occidentalis Y1’a foi possivel verificar um melhor desempenho na remocao total destes
compostos toxicos no experimento 3 (pH 4,0 e 300rpm), cerca de 46,04%, dos quais se
removeu concentragdes significativas de HMF (97,68%), de furfural (96,06%), de fenois
(27,15%) e de acido acético (100%).
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No experimento 3 (pH 4,0 e 300 rpm) para a estirpe de Issatchenkia occidentalis
M1 e no experimento 4 (pH 5,0 e 300 rpm) para a estirpe de Issatchenkia occidentalis
Y1’a também foi possivel observar uma consideravel remog¢do dos compostos toxicos
presentes no hidrolisado hemiceluldsico durante 96 horas de tratamento biologico. No
experimento 3 (pH 4,0 e 300 rpm) para a estirpe M1, cerca de 98,57% de HMF; 94,27% de
furfural; 23,96% de fenodis e 100% de acido acético foram removidos do hidrolisado
hemicelulosico, totalizando 36,29% de remogdo total. No experimento 4 (pH 5,0 e 300
rpm) para a estirpe Y1’a cerca de 95,24% de HMF; 97,96% de furfural, 22,88% de fenois
e 100% de acido acético foram removidos do hidrolisado hemiceluldsico, perfazendo
38,97% de remocao total.

Os experimentos 1 (pH 4,0 e 100 rpm) ¢ 2 (pH 5,0 ¢ 100 rpm) foram os que
apresentaram uma remog¢ao total pouco significativa dos compostos toxicos testados
presentes no hidrolisado hemiceluldsico por ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis.
No experimento 1 (pH 4,0 e 100 rpm), obteve-se uma remog¢do pouco significativa de
HMF (18,47%), furfural (10,45%), 4cido acético (30,0%) e fendis (17,48), totalizando
19,43% de remocao total pela estirpe de Issatchenkia occidentalis M1; e para a estirpe de
Issatchenkia occidentalis Y 1’a foram observados resultados de remog¢do pouco expressivos
de HMF (5,56%), acido acético (9,80%) e fendis (17,63%), com excecdo do furfural
(79,66%), perfazendo 17,69% de remocao total. No experimento 2 (pH 5,0 e 100 rpm), por
outro lado, apesar de pouco significativa a remogao total destes compostos toxicos, cerca
de 22,87% para a estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 e de 20,50% para a estirpe de
Issatchenkia occidentalis Y1’a, os derivados de furanos foram removidos de maneira
significativa. Cerca de 93,73% de HMF e 71,83% de furfural pela estirpe M1; e de
aproximadamente 94,34% de HMF e 93,92% de furfural pela estirpe Y1’a. As
porcentagens de remocao de fenois foram representativas perfazendo cerca 23,46% para a
estirpe M1 e 20,76% para a estirpe Y1’a. O acido acético foi insuficientemente removido
pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis, apenas 18,37% pela M1 e 15,59% pela Y1’a.

Os experimentos 5, 6 e 7 (referentes ao ponto central - pH 4,5 ¢ 200 rpm)
apresentaram uma remogao total consideravel dos compostos toxicos testados presentes no
hidrolisado hemiceluldsico para ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis. Nestes
experimentos, o acido acético foi completamente removido; o HMF e o furfural tiveram
suas concentracoes reduzidas em aproximadamente 94% ou mais; ¢ a remogao dos fenois

ultrapassou os 13% para a estirpe M1 e os 20% para a estirpe Y1’a.
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Figura 5.3 Porcentagem (%) da remocao de compostos toxicos apds 96 horas de tratamento bioldgico por Issatchenkia occidentalis M1.
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Figura 5.4 Porcentagem (%) da remocao de compostos toxicos apds 96 horas de tratamento biologico por Issatchenkia occidentalis Y 1’a.
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Comparando-se este tratamento bioldégico empregando as estirpes de Issatchenkia
occidentalis M1 e Y1’a com o de Hou-Rui et al. (2009) que utilizaram a levedura
Issatchenkia occidentalis CCTCC M 2006097 em hidrolisado hemicelulésico de bagago de
cana-de-acticar foi possivel observar que esta estirpe foi capaz de remover 100% de 2,0
g/L de acido acético e 100% de 0,02 g/L de furfural em 48 horas de processo a 200 rpm de
agitacdo do sistema. Por outro lado, Fonseca et al. (2011) ao empregaram a mesma
levedura Issatchenkia occidentalis CCTCC M 2006097 que Hou-Rui et al. (2009) para a
remog¢ao de compostos toxicos presente no hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-
de-actucar, obtiveram uma remocao de 6,1% de 3,3 g/L de 4cido acético, 100% de 0,02 g/L
de HMF e 100% de 0,016 g/L de furfural ap6s 72 de tratamento bioldégico em hidrolisado
hemicelulésico com pH ajustado a 5,5 a 200 rpm de agitacdo do sistema. Estes resultados
revelaram que a levedura Issatchenkia occidentalis teve grande potencial na remogao de
compostos toxicos presentes no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar e
que os resultados relatados neste trabalho estdo em concordancia com aqueles reportados
pela literatura. Porém, este trabalho se destacou por demonstrar que estas estirpes de
Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a foram capazes de consumir quantidades reduzidas dos
acucares presentes no hidrolisado hemicelulésico.

E importante salientar que a remogdo de HMF e furfural nio esta relacionada
somente ao tipo de micro-organismo empregado no processo, mas também ao tipo de
subproduto agricola (bagaco de cana-de-actcar, casca de café entre outros) utilizado para a
obtencdo do hidrolisado hemicelulosico. Os diferentes tipos de hidrolisados
hemicelulosicos provenientes dos mais distintos materiais lignoceluldsicos proporcionam
diferentes percentuais de remoc¢do segundo resultados reportados por FONSECA et al.
(2011).

A destoxificagdo biologica do hidrolisado hemiceluldsico empregando as estirpes
de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a mostrou-se mais promissor que os métodos de
destoxificacdo quimicos e fisicos. A destoxificagdo do hidrolisado hemicelulésico por
overliming utilizando Ca(OH), pode ser capaz de reduzir a concentragdo dos derivados de
furano (HMF e furfural) de 1,33 g/L para 0,59 g/L, porém a concentracao de acido acético
se manttm (MARTINEZ et al.,, 2000). O emprego de carvao ativo em hidrolisado
hemicelulésico também pode ser responsavel pela remogao de até 38,7% de 1,89 g/L de
derivados de furanos, 57,0% de 2,75 g/L de fendis e 46,8% de 2,4 g/L de acido acético
(CHANDEL et al., 2007).
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O emprego de resinas de trocas idnicas pode ser capaz de remover cerca de 63,4%
de 1,89 g/L de derivados de furano, 75,8% de 2,75 g/L. de compostos fenolicos e 85,2% de
5,45 g/L de acido acético (CHANDEL et al., 2007), ou até 74% de 5,9 g/L de HMF, 69,0%
de 1,0 g/L de furfural e 11% de 2,4g/L de acido acético (LARSSON et al., 1999). Esses
resultados alusivos a remog¢do destes compostos toxicos empregando resinas de troca
i6nica foram extremamente significativos, entretanto o custo atual da resina de troca idnica
¢ relativamente elevado, além disso, esta apresenta algumas dificuldades referentes ao seu
manuseio.

A vantagem na remoc¢do de compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico por tratamento bioldgico tem como foco o custo-beneficio. Enquanto que
em outros métodos de destoxificagdo sdo necessarios investimentos consideraveis de
capital que podem vir acompanhados de resultados poucos significativos, o tratamento
bioldgico apresenta um baixo custo e proporciona resultados relevantes para futuras

aplicacdes industriais.

5.5.2 Remoc¢ao de derivados de furano presentes no hidrolisado hemicelulésico apds
processo de destoxificacdo biolégica pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e

YT’a.

As figuras 5.5 e 5.6 fazem alusdo a remocao dos derivados de furano, HMF e
furfural durante 96 horas de tratamento biologico do hidrolisado hemicelulésico de bagaco
de cana-de-agucar pelas as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

Para estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 o experimento 1 (pH 4,0 e 100 rpm)
nao favoreceu a remo¢ao de HMF e de furfural do hidrolisado hemiceluldsico. Porém, nos
experimentos 2 (pH 5,0 e 100 rpm), 3 (pH 4,0 e 300 rpm) ¢ 4 (pH 5,0 ¢ 300 rpm), as
concentragdes de HMF e furfural reduziram-se progressivamente durante as 96 horas de
tratamento bioldgico. Nos experimentos 5, 6 e 7 (referentes ao ponto central - pH 4,5 e 200
rpm) a remocao destes derivados de furano do hidrolisado hemicelulésico também foi
extremamente significativa.

Nos experimentos 1, 4, 5, 6 e 7 foi possivel observar uma oscilagdio na
concentragdo dos derivados de furano (HMF e furfural) presentes no hidrolisado

hemicelulosico durante 96 horas de tratamento biologico por Issatchenkia occidentalis M1.
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Figura 5.5 Variagdo da concentracdo de HMF (a) e de furfural (b) em um periodo de 96
horas de tratamento biologico pela estirpe de Issatchenkia occidentalis M 1.

No experimento 1, por exemplo, a concentragdo de furfural as 48 horas foi de
0,1204g/L, porém elevou-se a 0,1400g/L em 72 horas; e a concentracdo de HMF as 72
horas foi de 0,0265g/L elevando-se progressivamente a 0,0297g/L. em 96 horas. Esta
oscilagdo na concentracdo dos derivados de furano no hidrolisado hemicelulésico pode
estar associada a necessidade da levedura de converter, em um primeiro momento, o HMF
a alcool hidroximetilfurfurilico e o furfural a alcool furfurilico. Estes alcoois se

caracterizam por serem menos prejudiciais ao metabolismo celular ao passo que sua
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toxicidade ¢ menor, consequentemente, as concentracdes de HMF e de furfural no
hidrolisado hemiceluldsico sdo mantidas a niveis baixos, o que beneficia a célula para
posteriormente, se utiliza-los como fonte de carbono e de energia, reconverté-los a HMF e
a furfural (ALMEIDA et al., 2009; LIU et al., 2004; TAHERZADEH et al., 2000b;
WIERCKX et al., 2010).

Para a estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1’a o experimento 1 (pH 4,0 ¢ 100
rpm) mostrou-se pouco significativo na remog¢ao de HMF, porém relevante na remogao de
furfural do hidrolisado hemiceluldsico. Nos experimentos 2 (pH 5,0 e 100 rpm), 3 (pH 4,0
e 300 rpm) e 4 (pH 5,0 e 300 rpm) houve uma reducdo progressiva nas concentragdes
destes derivados de furano durante 96 horas de tratamento bioldgico, assim como nos
experimentos 5, 6 ¢ 7 (referentes ao ponto central - pH 4,5 ¢ 200 rpm) a remog¢ao de HMF
e furfural do hidrolisado hemicelul6sico também foi significativa.

Nos experimentos 1, 2,4, 5, 6 ¢ 7, da mesma forma que foi observado para a estirpe
de Issatchenkia occidentalis M1, foi possivel constatar uma oscilagdo na concentra¢do dos
derivados de furano (HMF e furfural) no hidrolisado hemiceluldsico durante 96 horas de
tratamento biologico por Issatchenkia occidentalis Y1’a. No experimento 4, por exemplo,
a concentragdo de HMF foi menor a 48 horas (0,0008g/L) do que a 72 horas (0,0015g/L).
A estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1’a apresentou 0 mesmo comportamento que a
estirpe M1, convertendo o HMF e o furfural em seus alcoois correspondentes que sao
menos toxicos ao metabolismo celular, para depois reconverté-los caso estes sejam
utilizados como fonte de carbono e energia (ALMEIDA et al., 2009; LIU et al., 2004;
TAHERZADEH et al., 2000b; WIERCKX et al., 2010).

Como alguns estudos tém apontado, as taxas de conversdo/remoc¢ao de HMF e
furfural dependem do consumo de glicose, pois a atividade glicolitica ¢ a responsavel pela
producao de NADH empregado no processo de conversaio (BOOPATHY et al., 1993;
TAHERZADEH et al., 1999; TAHERZADEH et al., 2000b). Neste estudo se observou que
o consumo de glicose também pode estar relacionado a remog¢do destes derivados de
furano do hidrolisado hemiceluldsico. No experimento 1 (pH 4,0 a 100 rpm) para ambas as
estirpes Issatchenkia occidentalis a remoc¢ao de HMF e furfural foi pouco significativa

assim como o consumo de glicose.
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Figura 5.6 Variacao da concentracdo de HMF (a) e de furfural (b) em um periodo de 96
horas de tratamento biologico pela estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1 a.

5.5.3 Remocio de acido acético presente no hidrolisado hemiceluldsico pelas estirpes

de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1°a.

A figura 5.7 se refere a remocgao de 4cido acético do hidrolisado hemiceluldsico de

bagaco de cana-de-agticar durante 96 horas de tratamento bioldgico.
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Figura 5.7 Variacdo na concentracdo de acido acético no hidrolisado hemicelul6sico
durante 96 horas de tratamento biologico pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 (a)
e YI’a(b).

Nos experimentos 3 (pH 4,0 e 300 rpm), 4 (pH 5,0 € 300 rpm) e 5, 6 ¢ 7 (referentes
ao ponto central - pH 4,5 e 200 rpm) o acido acético foi completamente removido por
ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis. Destes, no experimento 4 o acido acético
foi completamente consumido antes das 72 horas de tratamento bioldgico e para os
experimentos 4, 5, 6 e 7 antes das 96 horas.

Nos experimentos 1 (pH 4,0 e 100 rpm) e 2 (pH 5,0 e 100 rpm) uma concentragdo
significativa de acido acético permaneceu no hidrolisado apds o tratamento bioldgico,

sendo que somente cerca de 30,0% e 18,37% de 4cido acético foram removidos pela
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estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 e cerca de 9,80% e 15,59% pela estirpe de
Issatchenkia occidentalis Y 1’a do hidrolisado hemiceluldsico, respectivamente.

O é4cido acético ¢ utilizado como fonte de carbono a partir da sua inser¢do no
citoplasma celular e direcionamento ao Ciclo de Krebs que contribui diretamente para a
formacao de compostos intermediarios ao metabolismo celular, energia na forma de ATP e
coenzimas como NADH e FADH,. Estas ultimas sdo conduzidas e posteriormente
oxidadas pela Cadeia de Transporte de Elétrons levando a formagdo de ATP que podera ser
utilizado para a formagao de biomassa celular (SHERIDAN et al., 1990 apud LIMA et al.,
2004). Para as condi¢des de baixa agitacdo do sistema (100 rpm) a aeracdo ¢ reduzida,
consequentemente conduzindo a um menor fluxo de acido acético ao Ciclo de Krebs. Nos
experimentos 1 e 2, devido a baixa aeracdo, nem todo acido acético foi removido pelas
estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a, diferente do que aconteceu nos
experimentos 3, 4, 5, 6 e 7 para ambas as estirpes, dos quais, o acido acético foi
completamente removido. A agitacdo do sistema (200 rpm ou 300 rpm) possibilitou uma
maior disponibilidade de oxigénio, consequentemente, uma maior concentragao de acido
acético foi conduzida ao Ciclo de Krebs, permitindo a geracao de energia, coenzimas, ou

intermediarios de vias metabolicas e formagao de biomassa celular.

5.6 Concentracao celular dos experimentos realizados empregando as estirpes de

Issatchenkia occidentalis M1 e Y1°a.

A figura 5.8 apresenta o crescimento celular das estirpes de Issatchenkia
occidentalis M1 e Y1’a durante 96 horas de tratamento bioldgico dos experimentos
realizados.

No experimento 1 (pH 4,0 ¢ 100 rpm) houve um aumento pouco significativo na
concentracdo celular até 24 horas, seguido de uma estavel concentragdo celular que se
prolongou até término do tratamento bioldgico por ambas as estirpes de Issatchenkia
occidentalis. O experimento 2 (pH 5,0 e 100 rpm), por outro lado, caracterizou-se por um
crescimento celular pouco significativo até 24 horas de tratamento seguido de um
decréscimo constante na concentragdo celular que se manteve até o fim do processo,

comportamento observado por ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis.
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O experimento 1 (pH 4,0 e 100 rpm) e o 2 (pH 5,0 e 100 rpm) caracterizaram-se
por uma baixa aerac¢do (agitacdo de 100 rpm) o que € prejudicial ao processo de remocao
de acido acético, pois ao ser assimilado pela levedura, esta necessita de uma concentracao
consideravel de oxigénio no meio para que este acido seja conduzido ao Ciclo de Krebs e
utilizado para a producdo de energia e coenzimas. Consequentemente, menos NAD™ ¢é
reduzido a NADH, coenzima necessaria para o crescimento celular e para a reducdo de
HMEF e furfural em seus alcoois correspondentes, alcool hidroximetilfurfurilico e alcool
furfurilico, respectivamente. Provavelmente as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e
Y1’a canalizaram estas coenzimas para a redu¢do de HMF e furfural, desfavorecendo o
crescimento celular. Além disso, muitos estudos revelaram que para a remogao/assimilagdo
dos compostos fenolicos presentes no hidrolisado hemicelulésico ¢ essencial uma
concentracdo considerdvel de oxigénio, pois este atuard na oxidagdo destes compostos,
tarefa realizada pelas enzimas do metabolismo celular por meio de vias metabolicas
intermediarias que sdo canalizadas até as vias centrais do metabolismo celular, que levam a
formacdo de intermediarios do Ciclo de Krebs (CAO et al., 2009; DOTEN et al., 1987;
LIU et al., 2010; KOOPMAN et al., 2010; SHERIDAN et al., 1990 apud LIMA et al.,
2004; TAHERZADEH et al., 1999; TAHERZADEH et al., 2000a; TAHERZADEH et al.,
2000b).

Nos experimentos 3 (pH 4,0 e 300 rpm) e 4 (pH 5,0 e 300 rpm) as estirpes de
Issatchenkia occidentalis apresentaram um aumento na concentragao celular durante as 96
horas de tratamento biologico do hidrolisado. Devido a elevada aeragao (agitacao de 300
rpm) proporcionada, estas leveduras conseguiram remover com maior eficiéncia o acido
acético, HMF, furfural e os compostos fenolicos. Isso, porque, uma maior concentracio de
oxigénio no meio provavelmente permitiu uma elevagdo na concentragcido de NADH
favorecendo a remocao destes compostos toxicos assim como a producao de biomassa.

Nos experimentos 5, 6, 7 (referentes aos pontos centrais - pH 4,5 ¢ 200 rpm) a
estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 também apresentou um significativo aumento na
concentragdo celular. Assim como nos experimentos 3 (pH 4,0 e 300 rpm) e 4 (pH 5,0 ¢
300 rpm) a aeragdo (agitagdo de 200 rpm) também favoreceu a remocao dos compostos

toxicos e consequentemente a produ¢do de biomassa celular.
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Figura 5.8 Crescimento celular observado nos experimentos de 1 a 7 durante 96 horas de
tratamento bioldgico pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 (a) e Y1’a

(b).

Os fatores que podem afetar e/ou prejudicar o crescimento celular sdo os baixos
niveis de NADH disponiveis a célula, devido a reducdo de HMF e furfural
(TAHERZADEH et al., 2000a), os efeitos inibitorios das diferentes combinagdes de
compostos toxicos presentes no hidrolisado hemicelulosico (LIU et al.,, 2004;
LOHMEIER-VOGEL et al., 1998; OLIVA et al., 2006; PALMQVIST et al., 1999b) e as
altas concentracdes de acgucares que podem afetar negativamente os mecanismos de

transporte e/ou elevar a pressdo osmatica do meio (FONSECA et al., 2011).
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5.7 Variacio de pH nos experimentos realizados empregando as estirpes de

Issatchenkia occidentalis M1 e Y1°a.

A figura 5.9 refere-se a variagcdo de pH do hidrolisado hemiceluldsico durante 96
horas de tratamento bioldgico dos experimentos realizados empregando as estirpes de
Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

Nos experimentos 1 (pH 4,0 e 100 rpm), 2 (pH 5,0 e 100 rpm), e 3 (pH 4,0 e 300
rpm), para ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis, o pH do hidrolisado
hemicelulosico de bagagco de cana-de-agucar reduziu-se progressivamente durante o
tratamento bioldgico. Nos experimentos 1 e 2 o acido acético ndo foi completamente
removido do hidrolisado hemicelulésico, diferentemente do que ocorreu no experimento 3.
Além do proprio acido acético remanescente, outras substancias de carater dcido podem ter
sido formadas como intermedidrios de vias metabdlicas periféricas, como por exemplo, o
acido furdico e terem influenciado no valor de pH (DUARTE et al., 2005; PALMQVIST et
al., 1999a; TAHERZADEH et al., 2000a). O acido furdico ¢ o produto da oxidagdo do
furfural e do HMF quando estes sdo assimilados pelos micro-organismos (KOOPMAN et
al., 2010; WIERCKX et al., 2010). Além do acido furdico, compostos como o acido latico,
acido malico e acido siringico podem ter sido formados e/ ou ter tido suas concentragdes
majoradas durante o tratamento bioldgico (PEREIRA et al., 2012). Desse modo, presumiu-
se que a reducdo do pH do hidrolisado hemiceluldsico pode estar associada a conversao de
substancias presentes no hidrolisado hemiceluldsico em outras substancias de carater acido
(OKUDA et al., 2008).

No experimento 4 (pH 5,0 e 300 rpm) houve uma oscilagdo no valor do pH do
hidrolisado hemicelulosico tratado por ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis. Para
este experimento o acido acético foi totalmente consumido antes das 72 horas de
tratamento bioldgico, o que condiz com a elevagdo do pH a partir das 24 horas de
tratamento. A reducao do pH do hidrolisado hemiceluldsico apos as 72 horas também pode
estar relacionada a formag¢ao de acido furdico e/ou de outras substancias de carater acido
(KOOPMAN et al., 2010; MODIG et al., 2002; WIERCKX et al., 2010).

Nos experimentos 5, 6 e 7 (referentes aos pontos centrais - pH 4,5 e 100 rpm) o pH
do hidrolisado hemicelulésico diminuiu acentuadamente até as primeiras 48 horas e
progressivamente se elevou até o término do tratamento biologico, atingindo um valor final

de pH superior ao valor inicial. Esta eleva¢ao no valor do pH do hidrolisado poderia estar
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associada a remog¢ao de acido acético, assim como de outras substancias de carater acida

que poderiam ter sido formadas durante o tratamento biolédgico.
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Figura 5.9 Variagdo de pH dos experimentos de 1 a 7 durante 96 horas de tratamento pelas
estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 (a) e Y1’a (b).
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5.8 Consumo de acucares presentes no hidrolisado hemiceluldsico apds o processo de

destoxificacio biologica pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

As tabelas 5.6 e 5.7 apresentam as concentragdes iniciais e finais dos aglcares
presentes no hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-agucar durante 96 horas de
tratamento biologico por ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis.

Para os experimentos realizados com a estirpe de Issatchenkia occidentalis M1, a
concentragdo inicial de glicose variou de 4,35 g/L a 3,30 g/L, a de xilose de 69,20 g/L a
60,54 g/L e a de arabinose de 4,44 g/L a 4,08 g/L. Para os experimentos realizados com a
estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1’a a concentracdo de glicose variou de 5,13 g/LL a

3,52 g/L, a de xilose de 68,96 g/LL a 60,64 g/L e a de arabinose de 5,35 g/L. a 3,77 g/L.

Tabela 5.6 Concentragdo inicial e final de agucares em g/L presentes no hidrolisado
hemicelulosico durante 96 horas de tratamento biologico empregando a
estirpe de Issatchenkia occidentalis M1.

~ Glicose  Xilose Arabinose Concentracio Total de remocao
Exp. Concentracio

(g/L) (g/L) (g/L) total (g/L)* (“o)**
1 Inicial 3,83 67,65 4,44 75,92 2.87
Final 3,70 65,81 4,23 73,74
) Inicial 4,30 64,53 4,38 73,20 6.37
Final 0,77 63,40 4,37 68,54
3 Inicial 4,35 62,00 4,08 70,43 9.15
Final 0,28 59,63 4,08 63,99
4 Inicial 3,30 60,54 4,33 68,17 10,40
Final 0,60 56,21 4,27 61,08
5 Inicial 3,53 68,24 4,27 76,04 8.10
Final 0,62 65,00 4,26 69,88
6 Inicial 3,60 69,20 4,33 77,13 9.25
Final 0,69 65,00 4,31 70,00
- In%cial 3,47 68,96 4,26 76,69 7.64
Final 0,68 65,92 4,23 70,83

*A concentragdo total (g/L) refere-se a somatoria das concentragdes de glicose, xilose e
arabinose.

**0 total de remogdo (%) faz referéncia a diferenga na concentragdo inicial e final da
concentracao total (g/L) em porcentagem.
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Tabela 5.7 Concentragdo inicial e final de agucares em g/L presentes no hidrolisado
hemicelulosico durante 96 horas de tratamento biologico empregando a
estirpe de Issatchenkia occidentalis Y 1’a.

Glicose Xilose Arabinose Concentracio Total de

Exp. Concentragio )" (@L)  (gL)  total (L)* remogio (%)**

Inicial 4,07 68,96 4,34 77,37

1 2,12
Final 398 6741 434 75,73

s Inicial 401 66,44 5,35 75,80 6,07
Final 020 6576 5,25 71,21

3 Inicial 427 6735 4,50 76,12 6.3
Final 027 6636 4,30 70,92

s Inicial 3,52 60,64 3,77 67,93 0,67
Final 0,12 5762 3,62 61,36

5 Inicial 513 6822 5,34 78,69 8,64
Final 0,52 67,00 437 71,89

¢ Inicial 499 68,77 5,21 78,97 833
Final 0,55 6735 448 72,39
Inicial 424 67,70 422 76,16 650
Final 047 6630 421 70,98

*A concentragdo total (g/L) refere-se a somatoria das concentragdes de glicose, xilose e
arabinose.

**0 total de remocao (%) faz referéncia a diferenca na concentracao inicial e final da
concentragdo total (g/L) em porcentagem.

As figuras 5.10 e 5.11 referem-se ao consumo dos agucares em porcentagem (%)
que estavam presentes no hidrolisado hemicelulésico para cada experimento realizado
empregando as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

O consumo de agucares presentes no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-
de-agucar, de modo geral, foi pouco significativo se comparado com as perdas obtidas por
outros métodos de destoxificacdo quimicos, fisicos e até mesmo bioldgicos. A glicose foi o
acucar preferencialmente consumido, praticamente em sua totalidade. As estirpes de
Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a também foram capazes de assimilar baixas
concentracoes de xilose e arabinose.

Para experimentos realizados empregando ambas as estirpes de Issatchenkia
occidentalis a glicose presente no hidrolisado hemiceluldsico foi praticamente consumida
em sua totalidade, com exce¢ao do experimento 1 (pH 4,0 e 100 rpm). Neste experimento,
devido a baixa agitagdo do sistema (100 rpm) ambas as estirpes de Issatchenkia
occidentalis nao foram capazes de assimilar de forma significativa o agucar glicose

presente no hidrolisado hemicelulésico, deixando de conduzi-lo para a geragdo de energia
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(ATP), coenzimas e forma¢do de biomassa celular. Este experimento também se mostrou
desfavordvel para a remog¢do de compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico.

O consumo de xilose por ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis foi
consideravelmente baixo, o que ¢ de extrema relevancia uma vez que a concentracdo desse
acucar deve ser mantida praticamente inalterada para uma posterior utilizacdo em
processos fermentativos realizados por outros tipos de micro-organismos. De forma geral,
a estirpe de Issatchenkia occidentalis Y1’a consumiu uma concentracdo menor de xilose
em relagdo a estirpe M1. O consumo de arabinose também foi baixo para os experimentos
realizados empregando ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis.

Os métodos de destoxificacdo, de forma geral, além de removerem os compostos
toxicos presentes no hidrolisado hemiceluldsico também provocam a perda de agtcares,
como os tratamentos que empregam carvao ativo (FRAZER; McCASKEY, 1989) e os que
utilizam resinas de troca-anidnica. Esta resina ¢ capaz de remover até 26% dos aglicares
totais presentes no hidrolisado hemicelulésico (LARSSON et al., 1999). Por outro lado,
para o tratamento biologico do hidrolisado hemiceluldsico Okuda et al. (2008) reportaram
que Ureibacillus thermosphaercus foi capaz de remover menos de 5% dos agtcares totais
do hidrolisado hemicelulosico de cascas de madeira, enquanto o tratamento por overliming
removeu cerca de 10%. Wierckx et al. (2010) também relataram que ap6s 10 horas de
cultivo de Cupriavidus basilenses HMF 14 em hidrolisado hemicelulésico de palha de
milho, os derivados de furanos e o acetato foram completamente removidos e que durante
este periodo as concentragdes de glicose, xilose e arabinose, permaneceram inalteradas.
Porém, quando estes compostos toxicos foram completamente consumidos, o teor de
actcar reduziu-se em 11% em 15 horas. Deste modo, a porcentagem de remog¢do de
agucares presentes no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar pelas
estirpes de Issatchenkia occidentalis durante o tratamento biologico esta de acordo com a

faixa de variagao relatada pela literatura que ¢ de 5 a 10%.
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5.9 Analise estatistica dos dados a partir da matriz de planejamento fatorial 2% com

trés repeticdes no ponto central.

Para estabelecer as condi¢des que maximizem a remo¢ao dos compostos toxicos
presentes no hidrolisado hemicelulésico pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis foi
necessario inicialmente identificar quais as variaveis que mais exerciam influéncia sobre a
variavel resposta. A tabela 5.8 refere-se a matriz do planejamento 2 com trés repeti¢des no
ponto central empregada neste trabalho. Os fatores independentes, pH (X;) e agitacdo do
sistema em rpm (X3), sdo demonstrados na forma de niveis codificados e de niveis reais e a
variavel resposta representa a porcentagem (%) na remocao total dos compostos toxicos
testados (HMF, furfural, 4cido acético e fendis) presentes no hidrolisado hemicelulésico

apos tratamento bioldgico pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

Tabela 5.8 Matriz para a remog¢do de compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico pelas estipes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.

Remogio de compostos

Niveis codificados Niveis reais L.
toxicos (%)
Experimentos Issatchenkia Issatchenkia
X, X, Xi(pH) X, (rpm)  occidentalis occidentalis
M1 Y1'a
1 - - 4,0 100 19,43 17,69
2 + - 5,0 100 22,87 20,50
3 - + 4,0 300 36,29 46,04
4 + + 5,0 300 42,89 38,97
5 0 0 4.5 200 39,52 43,08
6 0 0 4.5 200 39,98 42,79
7 0 0 4.5 200 39,01 42,41

O diagrama de Pareto apresentado na figura 5.12 para as estirpes de Issatchenkia
occidentalis M1 e Y1’a apresenta o valor absoluto dos efeitos dos fatores e foi utilizado
para examinar o efeito das varidveis e de suas interagdes na remog¢do dos compostos
toxicos testados presentes no hidrolisado hemicelulésico bagago de cana-de-acticar de
acordo com o planejamento fatorial empregado. De acordo com o diagrama de Pareto
somente o fator que se refere a agitagdo do sistema em rpm (X3) apresentou significancia a

um nivel de 90% e o fator pH (X)) e a interagdo (X;.X;) ndo apresentaram significancia
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total dos compostos toxicos testados foram os que apresentaram uma agita¢do do sistema
de 200 rpm ou 300 rpm, que proporcionou uma maior aeragdo. Por outro lado, o pH pouco
influenciou o processo de destoxificagdao. Isso pode estar relacionada a pequena faixa de
variacao de pH selecionada para este estudo.

A andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para determinar a significancia
estatistica das variaveis e suas interacdes sobre a remog¢do de compostos toxicos presentes
no hidrolisado hemicelulésico pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 (tabela 5.9) e

Y1’a (tabela 5.10) a um nivel de 90% de confian¢a (p < 0,1).

Tabela 5.9 Andlise de Variancia (ANOVA) para a remocdo dos compostos toxicos
testados presentes no hidrolisado hemiceluldsico pela estirpe Issatchenkia
occidentalis M1 de acordo com o planejamento fatorial 2> com trés
repeticdes no ponto central.

nteragies  Quadrades  libordade  média  YIOrdeF  Valor deP
pH (X)) 25,2004 1 25,2004 0,526938 0,520402*
Agitacdo (X3) 340,0336 1 340,0336 7,110065 0,075918
(X1.X2) 2,4964 1 2,4964 0,052199 0,833967*
Erro Total 143,4728 3 47,8243
Total 511,2032 6

*Fatores e interagcdes nao significativas.

Tabela 5.10 Analise de Varidncia (ANOVA) para a remog¢ao dos compostos toxicos
testados presentes no hidrolisado hemiceluldsico pela estirpe Issatchenkia
occidentalis Y1’a de acordo com o planejamento fatorial 2* com trés
repeticdes no ponto central.

Interages  Quadrados liberdade  médio  VAIOrdeF  ValordeP
PH (X)) 45369 1 45369 0055454 0,828990*
Agitagio (X2) 548,028 ! 5480281 6,698519  0,081204
(X1.X2) 24,4036 ! 244036 00298284  0,622956*
Erro Total 245 4400 3 81,8133
Total 822,4086 6

*Fatores e interagcdes nao significativas.

De acordo com a ANOVA a interagao entre pH e agita¢do do sistema e o fator pH
ndo foram estatisticamente significativos a um nivel de 90% de confianca (p < 0,1).
Entretanto a agitacdo do sistema demonstrou ser significativa para a remoc¢ao de compostos

toxicos do hidrolisado hemiceluldsico.
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A figura 5.13 apresenta a superficie de resposta referente a remoc¢do de compostos

toxicos presentes no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar pelas estirpes
de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a.
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Figura 5.13 Superficie de resposta para os modelos propostos para a remog¢dao de

compostos toxicos (%) presentes no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-
agucar pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 (a) e Y1’a (b).

Pode-se constatar que o valor maximo para a remog¢do dos compostos toxicos (%)
pela estirpe de Issatchenkia occidentalis M1 foi obtido quando se ajustaram as variaveis,
pH e agitagdo, para o nivel positivo. Em contrapartida, o valor maximo para a remogao dos
compostos toxicos (%) pela estirpe de Issatchenkia occidentalis Y 1’a foi atingido quando a
agitacdo foi ajustada para o nivel positivo e o pH para o nivel negativo.

Esta andlise estatistica permitiu uma visdo geral de quais fatores e interagdes

afetaram diretamente o processo de destoxificacdo biologica do hidrolisado hemiceluldsico
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de bagaco de cana-de-agucar, além de demonstrar quais sdo as condi¢des, para ambas as

estirpes de Issatchenkia occidentalis, que maximizam este processo.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel selecionar, em meio de cultura sintético, leveduras com o potencial de
assimilar alguns dos compostos toxicos presentes no hidrolisado hemiceluldsico de bagago
de cana-de-aglcar, destacando as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1, Y1'a, Y1'b,

Y3'.

As estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1 a foram as selecionadas para este estudo
por apresentarem colonias morfologicamente diferentes e resultados significativos em

relagcdo a assimilacao de compostos toxicos em meio de cultura sintético.

A varidvel independente agitacdo do sistema (100, 200 ou 300 rpm) foi a que mais
contribuiu para a eficiéncia da remog¢do dos compostos toxicos testados presentes no
hidrolisado hemiceluldsico. Quando a agitacdo do sistema foi de 200 ou 300 rpm,
resultados significativos de remogao foram obtidos, devido a maior aeracao, responsavel
por aumentar os niveis intracelulares de ATP e coenzimas reduzidas, necessarios para o
processo de conversdo dos compostos toxicos testados (HMF, furfural, acido acético e

fenois).

A variavel independente pH nao influenciou de maneira significativa o processo de

remocgao dos compostos toxicos testados.

De forma geral, os experimentos 5, 6, 7 (referentes ao ponto central - pH 4,5 ¢ 200rpm)
permitiram a obten¢do de resultados significativos na remog¢ao de compostos toxicos para

as estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1 a.

A estirpe Issatchenkia occidentalis Y1 a foi a que apresentou um melhor desempenho, na
qual, foi capaz de remover no experimento 3 (pH 4,0 e 300 rpm) cerca de 46,04% dos
compostos toxicos totais, sendo 97,68% de HMF, 96,06% de furfural, 27,15% de fendis e

100% de acido acético.

Os resultados menos expressivos na remo¢ao dos compostos toxicos presentes no

hidrolisado hemicelulésico foram aqueles obtidos nos experimentos 1 (pH 4,0 ¢ 100 rpm) e
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2 (pH 5,0 e 100 rpm) para ambas as estirpes de Issatchenkia occidentalis. Devido a baixa
aeragdo do sistema, niveis insuficientes de ATP e coenzimas reduzidas estavam presentes
na cé¢lula para a conversao dos compostos toxicos em substincias menos toxicas e/ou

assimilagao.

Perdas insignificantes de aglicares, principalmente de xilose, foram observadas em todos os

experimentos realizados.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizar o processo de destoxificagdo do hidrolisado hemicelulosico empregandos as
estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1'a, propondo um modelo estatistico para a

remocgao dos compostos toxicos testados (HMF, furfural, acido acético e fenois).

ApoOs otimizagdo do processo, estudar o comportamento da levedura Issatchenkia

occidentalis em processos conduzidos em biorreator.

Estudar a fisiologia celular da levedura Issatchenkia occidentalis para verificar se esta
levedura ¢ realmente capaz de utilizar alguns compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemiceluldsico como fonte de carbono ou energia, ou se esta levedura somente os converte

em compostos menos tdxicos ao seu metabolismo celular.

Avaliar a destoxificagdo do hidrolisado hemicelulosico pela levedura Issatchenkia
occidentalis para posterior fermentacdao visando a obtencao de bioprodutos de alto valor

agregado.
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Apéndice A - Fluxograma de atividades realizadas neste trabalho
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Apéndice B — Curvas de calibracdo da concentraciao celular, HMF, furfural, acido

acético, glicose, xilose e arabinose.

e Concentracao Celular
Issatchenkia occidentalis M1
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e Derivados de Furano

HMF: Area = 1,55.10°. HMF (g/L) — 2,96.10" (R*=0,999)

Furfural: Area = 2,12.10°.Furfural(g/L) — 7,74.10* (R*=0,999)

e Acido acético: Area = 8,03.10°.Acido acético (g/L) + 1,22.10* (R*=0,999)

e Acucares

Glicose: Area = 1,65.10°.Glicose (g/L) + 3,29.10* (R*=0,999)

Xilose: Area = 1,78.10° Xilose (g/L) + 2,91.10* (R*=0,999)

Arabinose: Area = 1,67.10°. Arabinose (g/L) + 1,22.10" (R*=0,999)
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APENDICE C - Composicio do Meio de Cultura YNB - Sigma-Aldrich

Sulfato de aménia: 5,0 g/L
Hidrocloreto de L-Histidina: 10 mg/L
DL-Metionina: 20 mg/L

Acido folico: 2 pg/L

Inositol: 2 mg/LL

Sulfato de zinco: 400 pg/L

Fosfato monopotassico: 1 g/L
Sulfato de magnésio: 0,5 g/L
Niacina: 400 pg/L

Acido p-amino benzéico: 200 pg/L
Hidrocloreto de piridoxina: 400 pg/L
Riboflavina: 200 ug/L
DL-Triptofano: 20 mg/L

Biotina: 2 pg/L

Pantotenato de célcio: 400 pg/L
Iodeto de potassio: 100 pg/L
Cloreto férrico: 200 pg/L

Sulfato de manganés: 400 ng/L
Molibdato de sodio: 200 pg/L
Cloreto de sodio: 0,1 g/L

Cloreto de calcio: 0,1 g/L
Hidrocloreto de tiamina: 400 pg/L
Acido bérico: 500 pg/L

Sulfato de cobre: 40 pg/L

pH Final 5.4 = 0.2 (a 25°C)
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APENDICE D - Tabelas dos resultados de remoc¢ido em porcentagem (%) de
hidroximetilfurfural, furfural, acido acético e fenois, e de consumo de agucares, tais
como glicose, xilose e arabinose pelas estirpes de Issatchenkia occidentalis M1 e Y1’a
do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acicar para cada condi¢iao

experimental testada.

Tabela D.1 Porcentagem (%) da remog¢ao dos compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico apds 96 horas de tratamento empregando a estirpe
Issatchenkia occidentalis M1.

Experimento HMF (%) Furfural (%) Ac. Acético (%) Fenois (%)

1 18,47 10,45 30 17,48
2 93,73 71,83 18,37 23,46
3 98,57 94,27 100 23,96
4 94,77 99,19 100 29,17
5 94,24 94,85 100 14,31
6 94,25 94,55 100 15,43
7 94,09 95,94 100 13,09

Tabela D.2 Porcentagem (%) da remog¢ao dos compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulosico apds 96 horas de tratamento empregando a estirpe
Issatchenkia occidentalis Y 1’a.

Experimento HMF (%) Furfural (%) Ac. Acético (%) Fenois (%)

1 5,56 79,66 9,80 17,63
2 94,34 93,92 15,59 20,76
3 97,68 96,06 100 27,15
4 95,24 97,96 100 22,88
5 95,06 96,38 100 21,27
6 95,13 96,47 100 20,43
7 95,39 97,78 100 21,58

Tabela D.3 Porcentagem (%) da remoc¢do de aglicares presentes no hidrolisado apds 96
horas de tratamento biologico pela estirpe Issatchenkia occidentalis M1.

Experimento Glicose (%) Xilose (%) Arabinose (%)
1 3,39 2,72 4,73
2 82,17 1,75 0,20
3 93,58 3,81 0,12
4 81,81 7,15 1,28
5 82,36 4,75 0,23
6 80,83 6,08 0,46
7 80,40 4,41 0,70
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Tabela D.4 Porcentagem (%) da remog¢do de actcares presentes no hidrolisado apds 96
horas de tratamento bioldgico pela estirpe Issatchenkia occidentalis Y 1’a.

Experimento Glicose (%) Xilose (%) Arabinose (%)

1 2,21 2,25 0

2 95,14 1,02 1,87
3 93,79 1,47 4,50
4 96,50 4,99 3,98
5 89,90 1,79 18,09
6 88,90 2,06 13,97
7 89,00 2,06 0,25




