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RESUMO - A biomassa agroindustrial € uma promissora alternativa energética. Contudo,
para sua conversdo em acucares, necessita de pré-tratamentos, os quais liberam nao
apenas hexoses, mas também pentoses e outros agucares, além de inibidores. O efeito dos
inibidores acido acético, furfural e hidroximetilfurfural na cinética de producdo de etanol
pela levedura Pichia stipitis, tendo como substrato xilose comercial, é avaliado neste
trabalho. As fermentacbes ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250 mL, a temperatura
ambiente, 150 rpm, durante 72 h e sem controle de pH, tendo a concentracdo inicial de
2.10" cél/mL. A mistura dos inibidores influenciou negativamente o processo, ndo se
observando crescimento celular, apesar de consumo de 30% da xilose, enquanto que a
adicdo de 0,4 g/L de hidroximetilfurfural se mostrou benéfica ao processo fermentativo,
com conversdo quase que completa da xilose a etanol e produtividade em etanol de 0,19
g/L h. Apesar de crescimento semelhante ao processo sem adicdo de inibidores, a adicao
de furfural e de acido acético gerou, apds 48 h, menor taxa de conversao de xilose em
células e em etanol, com menor produtividade e taxa de crescimento celular,
respectivamente.

1. INTRODUCAO

O Brasil produziu 23,54 milhdes de m3 de etanol em 2012 (ANP, 2013) com base na conversao
da sacarose da cana-de-acUcar, 0 chamado etanol de primeira geracdo. Neste processo, a cana-de-
acucar € esmagada e o caldo extraido, rico em sacarose, € convertido em etanol pela fermentacéo
alcoolica. Apesar da grande producdo, a demanda brasileira e mundial por combustiveis renovaveis
tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos, tanto por razdes econémicas (alto preco dos
combustiveis fésseis) quanto por questfes socioambientais, devido ao fato de o etanol combustivel
produzido por fermentacdo ndo contribuir para o aumento liquido de diéxido de carbono (CO,) para a
atmosfera, pois € produzido por matérias-primas renovaveis, as quais sequestram o CO, da mesma
(Demirbas, 2005 citado por Cabral et al., 2009).

Para suprir a demanda de etanol, grandes esforgos tém sido feitos para o desenvolvimento de
processos de producdo a partir de biomassas alternativas, incluindo biomassa lignocelulésica, a qual
engloba residuos agroindustriais, lixo urbano, residuos florestais, etc, que participam em
aproximadamente 50% da biomassa terrestre e somam, somente no Brasil, 350 milhdes de toneladas
destes residuos por ano (Ballesteros, 2001; Pereira Jr, 2007).
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Na conversdo da biomassa lignoceluldsica a etanol sdo necessarias 5 operagdes unitarias. (1)
Reduc&o do tamanho da biomassa para aumentar a area superficial e uniformidade; (2) pré-tratamento
para romper estrutura da lignina e da hemicelulose, reduzindo a cristalinidade da celulose e
aumentando a porosidade da biomassa; (3) hidrélise enzimética para converter acucares poliméricos
em agucares monoméricos; (4) fermentacdo para produzir etanol a partir dos aglicares monoméricos.
(5) recuperacdo do etanol por destilagdo ou outra tecnologia de separacdo (Garcia-Cubero et al.,
2011).

As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e hexoses e a hidrolise das hemiceluloses
fornece, principalmente, pentoses, onde a xilose € o aglcar predominante, compreendendo 20 a 40%
do total de carboidratos dos residuos agricolas (Moraes et al., 2010). Todavia, os carboidratos
oriundos das pentoses (xilose e arabinose) ndo sdo diretamente fermentesciveis por leveduras
industriais (Saccharomyces cerevisiae), sendo a biotransformacdo destas pentoses a etanol um dos
desafios mais importantes a ser resolvido no ambito cientifico e tecnoldgico (Rossell, 2008; Silva et
al., 2011). Devido a isto, outras especies de leveduras e microrganismos geneticamente modificados
tém sido analisadas para a producdo de etanol, com rendimento suficiente para tornar 0 processo
economicamente atrativo (Fugita, 2010; Almeida, 2011).

Entre os microrganismos fermentadores de pentoses, a levedura Pichia stipitis aparece como
capaz de fermentar xilose e outras importantes hexoses a etanol a partir do hidrolisado da biomassa
lignoceluldsica, sendo condigdes como pH, temperatura, oxigénio, agitacdo e composicdo do meio
fatores importantes no processo de bioconversao (Sunitha et al., 1999; Nigan, 2001; Cabral, 2005;
Agbogbo et al., 2008; Farias et al., 2012). A Pichia stipitis, também, ndo requer a adi¢do de vitaminas
para a fermentacao de xilose e é capaz de utilizar uma ampla variedade de aglcares como substrato, a
exemplo de glicose e celobiose (Agbogbo e Wenger, 2006 citado por Garcia-Cubero et al., 2011).

Entretanto, a fermentacdo costuma ser lenta e de baixo rendimento, o que provavelmente deve
estar relacionado a baixa resisténcia dos microrganismos a altas concentracdes de etanol, além de
haver a geracdo de varios co-produtos, tais como &cido acético e acido latico, considerados produtos
de degradacdo. Além destes, o acido formico, o furfural, o hidroximetilfurfural e fendis podem,
também, ser produzidos durante o processo, inibindo a fermentacdo e afetando o rendimento de
producdo do etanol, devendo, assim, serem removidos ou suavizados (Fugita, 2010).

Este trabalho analisa a influéncia dos principais inibidores formados no pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural, no processo de fermentacédo
etan6lica em meio rico, com a levedura Pichia stipitis, contendo xilose unica fonte de carboidrato.

2. METODOLOGIA
2.1. Microrganismo e indculo
Foi utilizada a levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124, gentilmente cedida pela Embrapa

Agroenergia. A manuten¢do da linhagem foi realizada a partir de repiques continuos em meio YPX
(20 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de peptona e 20 g/L de xilose), sendo a cultura mantida em

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 2



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

tubo inclinado contendo meio YPXA (20 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de peptona; 20 g/L de
xilose e 20 g/L de agar bacterioldgico).

O meio de cultura foi composto de 20 g/L xilose; 3 g/L extrato de levedura; 5 g/L peptona
bacterioldgica; 1 g/L sulfato de magnésio (MgSQ,); 5 g/L fosfato de potéssio monobésico (KH,PO,);
3 g/L sulfato de aménio [(NH4)2SO4]. O pH do foi corrigido para 4,5 e, em seguida, esterilizado em
autoclave a 121° e 1 atm por 15 min, sendo a xilose esterilizada em separado.

Para o preparo do indculo, alcadas de levedura foram transferidas assepticamente para frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de meio de cultura e incubado & temperatura ambiente e sob
agitacdo de 150 rpm por 24 h (fase exponencial de crescimento). Depois deste tempo, foi realizada a
contagem de células em camara de Neubauer para determinar o volume necessario para inocular 2.10°
cél/mL. Com o volume definido, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 3750 rpm e 10 min,
sendo posteriormente ressuspensas no meio de fermentacao.

2.2. Processo fermentativo

Para os testes fermentativos foi utilizado o meio contendo 20 g/L xilose; 3 g/L extrato de
levedura; 5 g/L peptona bacterioldgica; 1 g/L sulfato de magnésio (MgSQO,); 5 g/L fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,); 3 g/L sulfato de amonio [(NH,).SO,]. Para o teste de inibicdo foram
adicionadas quantidades determinadas dos inibidores acido acético (1,75 g/L), furfural (1,25 g/L) e
hidroximetil furfural (0,40 g/L). O pH do meio foi ajustado para 4,5, com solucdo de &cido sulfarico
1,5 M ou hidroxido de sodio 2 M. Os experimentos foram conduzidos frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo, a temperatura ambiente e 150 rpm por 72 h, sem controle de pH
e em condicBes microaerdbias (frascos fechados com tampéo de algoddo). Durante os experimentos,
amostras foram retiradas a cada 24 h para determinacdo do crescimento celular, consumo de xilose e
producdo de etanol. As fermentacdes sem adicdo de inibidores (controle) e mistura foram realizadas
em triplicata, enquanto que as de adicdo de inibidores isoladamente, em duplicata.

2.3. Determinacdes analiticas

O acompanhamento do crescimento celular foi feito através da medida de absorbancia a 600
nm, tendo agua destilada como branco. Os valores de concentracdo foram calculados através de
equacdo de curva de calibracdo entre o peso e a absorbancia. A concentracdo de xilose foi
determinada pelo método colorimétrico do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), ap6s fervura por 5 min
e leitura em espectrofotdmetro a 540 nm, de acordo com metodologia proposta por Miller (1959),
tendo como curva padrdo solugdes de concentracdo conhecida de xilose. A concentracdo de etanol foi
determinada por cromatografia gasosa, em detector de ioniza¢do de chama (FID), com coluna Restek
RT-Q-Bond, isoterma a 150°C, injec¢éo split 60 mL/min, temperatura do injetor e do detetor a 250°C e
tempo de analise de 3 min. As medidas foram realizadas em triplicata.

Para avaliar a influéncia da inibigdo da levedura em estudo pela presenca dos inibidores, foram
calculados o rendimento em etanol (Yess, g/g), definido pela razéo entre a concentracdo de etanol
(g/L) e a xilose consumida (g/L), a conversdo de substrato em células (Yxss, g/g), como a razéo entre
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a variagdo do crescimento celular e a xilose consumida, a produtividade em etanol (Qp, g/L.h), pela
razao entre a variagdo maxima da concentracdo de etanol (g/L) e o tempo desta fermentacao

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para entender o comportamento da levedura frente a presenca dos principais inibidores do pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica, do qual se extrai a hemicelulose, foram realizados estudos de
fermentacdo em xilose comercial na auséncia, na mistura e na presenca de cada inibidor, cuja
concentracédo foi definida com base em experimentos conduzidos por Garcia-Cubero et al. (2011).

Os perfis das cinéticas de fermentacdo sdo apresentados na Figura 1. Pode-se observar que a
Pichia stipitis se mostrou capaz de crescer na presenca isolada destes inibidores, sendo a adigdo do
hidroximetilfurfural (HMF), na quantidade em estudo (0,4 g/L), benéfica para 0 processo
fermentativo, com maior crescimento celular, consumo de substrato em 48 h de fermentacdo e
producdo maxima de etanol. A mistura dos inibidores influenciou significativamente o processo
fermentativo, ndo apresentando crescimento celular e formacao de etanol, apesar do lento consumo de
30% da xilose inicial nas primeiras 48 h de fermentacéo.
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Figura 1 — Comportamento cinético das variaveis de fermentacéo.

Apesar de crescimento semelhante ao processo sem adi¢do de inibidores (controle), a adi¢éo de
furfural (F) e de acido acético (HAC) gerou, ap6s 48 h, menor taxa de conversao de substrato e parada
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da produgéo de etanol, sendo a condicdo empregada de concentracdo de furfural aquela que mais
interferiu no processo fermentativo, atingindo a fase estacionaria de crescimento em 48 h e
permanecendo no meio, sem consumo, 30% da quantidade inicial de xilose. A maior inibicdo causada
pelo furfural a fermentagdo com xilose estd em consondncia com a literatura, onde Limayem e Ricke
(2012) citam que, durante a degradacdo dos aglcares nos pré-tratamentos &cidos, hd a formacéo de
inibidores como o furfural, oriundo, principalmente, da desidratagio das pentoses, e
hidroximetilfurfural (HMF), a partir da desidratacdo das hexoses, além de compostos fendlicos e
acido acético. Estes compostos causam danos ao microrganismo, reduzindo as atividades biologica e
enzimatica, quebrando o DNA e inibindo a sintese de RNA e proteina (Ra et al., 2013).

A Tabela 1 apresenta as variagdes de crescimento celular (AX), consumo de substrato (AS) e

producdo de etanol (AP) apds 72 h de fermentagdo, bem como os valores encontrados para os
parametros Ypss, Yxs, Umax € Qp Obtidos em cada experimento.

Tabela 1 — Parametros cinéticos e de conversdo obtidos nos ensaios realizados.

AX (g/L) AS(g/L) AP (g/L) Yxs(9/9) Yes(g/g) pmax (W) Qe (g/L.h)

Controle 2,26 11,43 6,71 0,197 0,587 0,053 0,093
HAC 1,94 9,17 4,01 0,212 0,438 0,033 0,056
F 1,63 7,00 3,54 0,233 0,505 0,040 0,049
HMF 3,54 9,26 9,24 0,383 0,998 0,048 0,192

A excecdo do processo fermentativo com adicdo de HMF, a conversdo de xilose em células
(Yxss) foi proxima a 0,2 g/g, com rendimentos proximos ao apresentado na literatura em estudos com
adicdo de glicose e xilose como substratos, sem adicéo de inibidores (Cabral et al., 2005; Silva et al.,
2011; Farias et al., 2012). Para o ensaio sem adicdo de inibidores (controle) o rendimento da
conversao de xilose a etanol foi 0,587 g/g.

Garcia (2012) cita que fatores como pH, temperatura, aeracdo, adicdo de nutrientes e
concentracdes iniciais de substrato e de indculo podem influenciar a bioconversdao de acgUcares a
etanol. A composicdo do meio de cultura, por exemplo, pode ndo apenas suprir as necessidades
nutricionais do microrganismo, como também promover ou aumentar a tolerancia da Pichia aos
compostos inibidores presentes no hidrolisado. Também, maiores concentracdes celulares podem
conduzir a maior viabilidade celular e, consequentemente, maior formacdo de biomassa e produto,
tornando-se uma estratégia para amenizar o efeito toxico dos inibidores (Agbogbo et al., 2007).

A escolha das condicBes do processo tem efeito direto na resposta metabdlica, tornando-se
dificil uma Unica explicacdo para a resposta fisiologica. Garcia-Cubero et al. (2011), em fermentacGes
com a mistura de glicose e xilose, citam que o consumo de xilose foi inibido em 0,5 g/L de HMF,
porém com efeito ndo tdo significativo quanto ao das fermentagfes com os inibidores acido acético e
furfural, enquanto a adi¢éo de 0,1 g/L de HMF teve um efeito positivo no crescimento celular, o qual
foi ligeiramente maior do que o experimento controle tendo, ao final do processo de fermentacdo,
semelhante producéo de etanol. Ask et al. (2013), em cultivo anaerdbio da levedura Saccharomyces
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cerevisiae em meio contendo glicose, xilose e 2 g/L de HMF, observaram reducdo na taxa de
consumo de glicose e maiores absor¢éo de xilose e producdo de etanol, glicerol e xilitol.

O que ocorreu nos experimentos com HMF e apenas xilose foi um crescimento celular 40%
superior ao ensaio controle, consumo quase que completo do substrato e grande formacdo de etanol
em ambas fermentagbes com este inibidor. A literatura considera estabelecido o mecanismo de
conversdo do furfural em alcool furfurilico e indica que, pela estrutura semelhante do HMF e do
furfural, pode haver a conversdo do HMF em um composto denominado 2,5-bis-hidroximetilfurano,
identificado em espectro UV/Vis a 222 nm (Ra et al., 2013). Assim, ha a necessidade de estudos mais
detalhados quanto a esta fermentacdo, seja no que diz respeito a viabilidade celular, utilizacdo da
fonte de carbono, realizando estudos com meio sintético, determinacdo da concentracdo de HMF e de
etanol.

Os valores da determinagdo da velocidade especifica méxima de crescimento (umax) foram
obtidos pelo ajuste linear dos valores experimentais de In (X/Xo) em funcdo do tempo. As menores
taxas de crescimento foram obtidas com a adic&o de 4cido acético (0,033 h™), enquanto as maiores no
processo sem adicdo de inibidores (0,053 h™). Estes valores foram inferiores aos obtidos por Farias et
al. (2012), comprovando a necessidade de aeracdo do meio de cultivo ao longo do processo
fermentativo.

As produtividades em etanol na presenca de acido acetico (HAc) e furfural (F) foram baixas em
relacdo aos experimentos com adicdo de hidroximetilfurfural (HMF) e sem adicdo de inibidores, os
quais obtiveram valores proximos aos obtidos por Garcia-Cubero et al. (2011).

Os resultados obtidos levam a necessidade de estudos da concentracdo destes inibidores no
caldo extraido do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, em especial no pré-tratamento quimico,
onde uma maior quantidade destes componentes é gerada, de forma a se conduzir estudos mais
especificos sobre a influéncia da mistura dos inibidores na fermentacao etanolica pela levedura Pichia
stipitis.

4. CONCLUSOES

A levedura Pichia stipitis se mostrou capaz de crescer na presenca isolada dos principais
inibidores do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, mas mostrou que a mistura destes
componentes € capaz de inibir completamente o processo fermentativo. A presenca apenas de
hidroximetilfurfural, na concentracdo de 0,40 g/L, mostrou efeito positivo na fermentacdo etandlica,
diferente ao obtidos nos experimentos com glicose e xilose, enquanto que a presenca de 1,75 g/L de
acido acético promoveu menor taxa de crescimento celular e conversdo do substrato xilose em etanol.
A presenca de 1,25 g/L de furfural levou a inibi¢do no crescimento e no consumo de xilose, chegando
a fase estacionéria ap6s 48 h de fermentac&o.
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