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PRODUCAO DE BIOETANOL DE PAPEL DE ESCRITORIO
DESCARTADO POR Spathaspora passalidarum HMD 14.2
UTILIZANDO HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA
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RESUMO - O descarte de papel representa cerca de 40 % do total de dejetos sélidos. Visto que
a sua composicao contém 50 % de celulose e 15 % de hemicelulose, o papel tem potencial para
a producéo de bioetanol economicamente competitivo. O objetivo deste trabalho foi a produgéo
de bioetanol de papel de escritdrio descartado utilizando Spathaspora passalidarum HMD 14.2,
apos hidroélise enzimatica. Foram realizados pré-tratamentos em mesa incubadora rotativa e em
autoclave, com 8 % m/V de papel e acido sulfurico diluido. O pré-tratamento em autoclave,
com acido sulfirico, gerou a perda de agUcares fermentesciveis, sendo selecionado o pré-
tratamento em mesa incubadora rotativa para a posterior hidrélise enzimatica. O hidrolisado
enzimatico foi utilizado para a fermentacdo. Foi realizada a quantificacdo de glicose, xilose e
etanol por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Rendimento de 0,37 g/g e eficiéncia de 72,6
%, em relacdo a glicose e xilose consumidas pela Spathaspora passalidarum HMD 14.2, foram
obtidos, indicando o potencial desta levedura para a producdo de bioetanol, a partir de meios

contendo glicose e xilose.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo dos acgucares oriundos da etapa de pre-tramento das fragfes celuldsica e
hemiceluldsica presentes na biomassa de composi¢do lignocelulésica € essencial para a
producdo viavel de etanol. Entretanto, a levedura industrialmente utilizada, Saccharomyces
cerevisiae, ndo pode metabolizar xilose, 0 segundo agUcar mais abundante em hidrolisados
lignocelulésicos (Hahn-Hégerdal et al., 2001). Recentemente, uma levedura fermentadora de
xilose, Spathaspora passalidarum, foi isolada de besouro, que preferencialmente habita em

madeiras (Nguyen et al., 2006). Estudos com esta levedura mostraram que a mesma pode
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fermentar simultaneamente glucose e xilose, com alto rendimento em etanol (Long et al.,
2012).

Os processos de hidrélise enzimética da celulose e da hemicelulose, para obtencdo de
agucares, em meio aquoso, catalisado por celulases, possuem valores de rendimentos baixos,
principalmente devido a elevada cristalinidade da estrutura da celulose. Para tornar a hidrdlise
mais eficiente, sdo necessérias etapas de pré-tratamento da matéria-prima, visando aumentar a
acessibilidade do substrato a acdo enzimatica (Mosier et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho visa a producdo de Bioetanol a partir da fermentacdo de

hidrolisado enzimatico de papel de escritdrio, por Spathaspora passalidarum HMD 14.2.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Lignocelulosico

Inicialmente, uma quantidade suficiente de papel de escritério descartado foi aproveitada
para a execucdo do presente trabalho. Os equipamentos envolvidos na etapa de pré-tratamento
foram uma mesa incubadora rotativa e uma autoclave. Os pardmetros avaliados para 0s estudos
envolvendo a determinacdo das condicOes ideais de pré-tratamento e liberacdo de agucares
estdo descritos na Tabela 1. Em ambas as estratégias de pré-tratamento, o0s seguintes
procedimentos foram adotados: 8 % m/V de papel, cortados em dimensdes de 2 mm, com o
auxilio de um perfurador de papel. O material pré-tratado foi, na sequéncia, centrifugado por 10
min a 10.000 rpm e o material decantado foi encaminhado para a hidrdlise enzimatica.

2.2. Hidrolise Enzimatica

As hidrolises foram realizadas em frascos de Erlenmeyers, com tampéo citrato de sodio
(pH igual a 4,8). PreparagOes comerciais de celulases (Celluclast 1.5 L — 2 mL; 119 FPU/mL) e
B-glucosidase (1 mL), ambas da Novozyme, foram utilizadas. A atividade enzimatica da
Celluclast 1.5 L foi determinada com unidade de papel de filtro por mL, segundo o método de
Ghose (1987). Os frascos, em todas as hidrolises enzimaticas, foram mantidos em mesa
incubadora rotativa, a 50°C e 150 rpm. Apds a filtracdo das amostras em membrana de 0,45 um,

os filtrados foram utilizados para a quantificacdo de glicose e xilose por cromatografia liquida
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de alta eficiéncia.

Tabela 1. Condigdes dos pré-tratamentos em mesa incubadora rotativa e em autoclave.

Pré-tratamento Temperatura Agitacéo H,SO, Tempo
(°C) (rpm) (% VIV) (h)
Mesa incubadora rotative 50 50 1 3
Autoclave 121 - 5 1

2.3 Microrganismo e Meios de Cultura

Foi utilizada uma linhagem de levedura, Spathaspora passalidarum HMD 14.2,
cedida pelo Departamento de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. O
meio de cultura utilizado para a conservacdo, em tubo de ensaio inclinado, foi composto de
glicose (20 g¢/L), extrato de levedura (4 g/L), peptona (3 g/L) e &gar (15 g/L). Na
preparacgdo do inoculo, também foi utilizada a mesma composi¢do de meio, mas sem adi¢éo
de agar. O pH foi 6,8 £ 0,2 em ambos os meios. As fermentacbes foram realizadas
utilizando um meio de cultura contendo (NH;).SO,4 (2 g/L), KH,PO, (2 g/L), MgSQ,4.7H,0
(0,75 g/L) e extrato de levedura (4 g/L). Estes nutrientes foram dissolvidos no hidrolisado
enzimatico. A fonte de glicose foi derivada da celulose (glicose) e hemicelulose (xilose)

presentes no hidrolisado enzimatico do papel.

2.4. Fermentacdes do Hidrolisado Enzimatico

Na preparacdo do indculo, a linhagem foi repicada em tubos de ensaio contendo o
meio de conservagdo, os quais foram mantidos em estufa a 30°C durante 24 horas. Apos

esse periodo, todo o microrganismo do tubo de ensaio foi transferido para frascos de
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Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de inoculo. O frasco foi submetido a 200
rpm e 30°C, por 7 horas, em mesa incubadora rotativa. Posteriormente, todo o volume de
suspensdo do frasco de Erlenmeyer, foi filtrado em membrana de 0,45 [Jm. Um volume de
10 mL de &gua destilada estéril foi adicionado a biomassa e, em seguida, 5 mL da
suspensdo microbiana foi transferida para um dos dois frascos de Erlenmeyer de 125 mL
contendo 45 mL do meio de fermentacdo. Os frascos foram mantidos a 30 °C e sem

agitacdo, durante 24 horas.

2.5. Rendimento

O rendimento das hidrolises com relacdo a formacdo de glicose e xilose foi determinado

pela equacdo (1).

v (@) 0 S5 X sy *100 1)
m

G: concentracdo de glicose (em g/L);
X: concentracdo de xilose (em g/L);
V: volume da mistura reacional (em L);
m: massa de papel (em g).
O rendimento em relacdo a formacgdo de etanol foi determinado de acordo com a
equacéo (2).

iE
Yo, = 2
s 02 @

SE: variagéo da concentracdo de etanol (em g/L);
5S: variagdo da concentragdo de glicose e xilose (em g/L).

A eficiéncia da fermentacdo foi determinada pela equacdo (3), considerando o

rendimento tedrico igual a 0,511 g/g.

Y
E, 0 —25 %100 (3)
0511
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A produtividade volumétrica foi determinada pela equacéo (4).
Q1= (4)

E: concentracéo de etanol com 24 horas de fermentacdo (em g/L);

t: tempo final da fermentacédo (24 horas).

2.6. Métodos Analiticos

Foram retiradas aliquotas, ao final de cada hidrélise e das fermentacGes. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min, sendo o sobrenadante destinado para
quantificacdo de carboidratos e etanol, apés de filtragdo em membrana de celulose, com uma
porosidade de 0,45 “wm. A quantificacdo das amostras, contendo glicose, xilose e etanol, foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafo da Agilent HP
1100, com uma coluna de troca catibnica HPX-87H+ (300 mm x 7,8 mm, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, USA), a 60°C e detec¢do por indice de refracdo. Foram realizadas

inje¢des de 5 puL, com vazao de 0,6 mL/min, utilizando como fase mével H,SO4 a 5 mM.

3. RESULTADOS

O pré-tratamento com 4&cido sulfurico diluido em mesa incubadora rotativa foi
fundamental para as hidrélises enzimaticas com alta carga de solidos (8 ou 10 % m/V). Na
producdo de bioetanol, a concentracdo inicial de acUcares fermentesciveis é um fator
preponderante para a obtencdo de maior concentracdo do produto. Dai a selecdo de 8 % m/V
para a carga de enzimas utilizada neste trabalho, uma vez que nesta condic¢éo foi obtida a maior

concentracgéo de glicose e xilose.

Foi realizado um pré-tratamento apenas com 8 % m/V em autoclave, uma vez que este foi
o melhor resultado obtido. As condic¢des operacionais foram descritas na Tabela 1. Comparando-

se a fracdo liquida, ap6s os pré-tratamentos, aquela resultante do uso da autoclave (B) apresentou
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concentragdes de glicose e de xilose iguais a 9,09 g/L e 9,10 g/L, respectivamente (Figura 1). Por
outro lado, o pré-tratamento realizado em mesa incubadora rotativa (A) ndo apresentou
quantidades significativas de glicose e xilose na fra¢do liquida, mantendo a concentracdo de

acucares na fracdo solida e disponivel para a acdo enzimatica.

40 -
35 A
30 A
25 -
20 -
15 A
10 A

M Glicose

M Xilose

Concentragdo (g/L)

Amostras

Figura 1. Concentracdo de glicose e xilose na fracdo liquida ap6s pré-tratamento com (A)
acido sulfurico (1 % v/v) em mesa incubadora rotativa a 50 °C, 150 rpm, por 3 horas; (B)
com acido sulfurico (5 % V/V) na autoclave a 121 °C, por 1 hora e (C) apdés hidrolise
enzimatica.

A Figura 1 (C) apresenta as concentraces de glicose e de xilose apds a hidrdlise
enzimatica da fracdo sélida obtida apds o pré-tratamento em mesa incubadora rotativa.
Ap0s 96 horas de hidrolise enzimatica desta fracdo solida, foram obtidas concentracdes de
glicose e xilose iguais a 40 g/L e 6 g/L, respectivamente. O hidrolisado enzimatico (A) foi
utilizado para a fermentagcdo. As Tabelas 2 e 3 apresentam as concentragOes de glicose,
xilose e etanol obtidas com 24 horas de fermentacdo, bem como os parametros da

fermentagdo (rendimento, produtividade e eficiéncia).

Tabela 2. Concentracdes de glicose, xilose e etanol no inicio e no final da fermentacéo do

hidrolisado enzimatico com 8 % m/V e pré-tratamento em mesa incubadora rotativa.

Composto | Concentragéo inicial | Concentragéo final
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(9/L) (9/L)
Glicose 32,39 0,60
Xilose 6,03 1,52
Etanol 0,00 13,69

A glicose foi praticamente consumida durante a fermentacdo. Por outro lado, apds
24 horas, a concentracdo de xilose foi cerca de 2 g/L. Isso indica a preferéncia de consumo
da glicose pela S. passalidarum HMD 14.2. Segundo Long et al. (2012), S. passalidarum
assimila simultaneamente glicose, celobiose e xilose durante a producéo de etanol. Lima et
al. (2014), em fermentacdo de hidrolisado &cido de papel de escritério descartado, por S.
passalidarum HMD 14.2 também observaram um consumo preferencial da glicose.

Tabela 3. Produtividade, rendimento e eficiéncia obtida na fermentacdo do hidrolisado

enzimatico com 8 % m/V e pré-tratamento em mesa incubadora rotativa.

Parametro Valor

Qr (g/L.h) 0,57

Yrss (9/9) 0,37
Eficiéncia (%) 72,65

Rendimento de 0,37 g/g e eficiéncia de 72,6 %, em relacdo a glicose e xilose,
consumidas pela Spathaspora passalidarum HMD 14.2 foram obtidos, indicando o
potencial desta levedura para a producgéo de bioetanol a partir de meios contendo glicose e
xilose.

Wanderley et al. (2013) obtiveram 0,39 g/g e 78,5 % de eficiéncia, em fermentagdes
de hidrolisados enzimaticos de bagago de cana-de-aguicar ap6s 0 uso de pré-tratamento pela
técnica da exploséao a vapor e deslignificacao alcalina, utilizando Saccharomyces cerevisiae
UFPEDA 1238.
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