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RESUMO - As crescentes necessidades de energia da populacdo mundial tém
motivado uma corrida sem precedentes a producdo de combustiveis renovaveis.
Nesse contexto, pesquisas vém sendo realizadas para transformar materiais
lignocelulésicos em etanol. Se tratando da matriz lignoceluldsica é imprescindivel a
realizacdo de um pré-tratamento, disponibilizando os aclcares fermentesciveis para
producdo bioetanol. Durante o processo de pré-tratamento ocorre a geracdo de
inibidores potenciais. O estudo avaliou o rendimento fermentativo na presenca desses
contaminantes através de um planejamento experimental fatorial 2°, com intuito de
fornecer subsidios para a otimizacdo do processo de geracdo do bioetanol. A levedura
utilizada no processo fermentativo foi Saccharomyces cerevisiae. Os resultados
apresentaram que o ponto minimo de &cido acético e de furfural, e 0 ponto maximo
de fermento, obteve maior rendimento reacional, comprovando a interferéncia do
acido aceético e do furfural no meio reacional.

1. INTRODUCAO

No Brasil, aproximadamente 350 milhdes de toneladas de residuos lignoceluldsicos sao
gerados ao ano, essa biomassa pode ser encontrada tanto em plantas lenhosas, como em residuos
agricolas, florestais e até mesmo nos residuos urbanos e industriais, sendo uma fonte abundante,
e como tal, uma matéria-prima atrativa e de menor custo para obtencdo de biocombustiveis.
(Pereira, 2007; Taherzadeh et al., 2007)

Dentre os materiais disponiveis, os residuos agricolas sdo uma das melhores opcGes para a
producdo de etanol. A producédo do etanol lignocelulésico, ou etanol de segunda geracao, esta em
constante desenvolvimento, onde a partir da hidrolise da celulose e da hemicelulose o0s
monomeros de acgUcar tornam-se disponiveis para a fermentacdo. Entanto, a liberacdo dos
acucares monomeéricos dessa biomassa para uso em processos fermentativos requer um
tratamento adequado tem sido mostrado (Mosier et al. 2005).

Segundo Zhao et al. (2011), durante o pré-tratamento da biomassa para producdo de
etanol 2G pode ocorrer liberagcdo de mondmeros de aglcares e de substancias com potencial
inibitorio na fermentacdo, como &cido acetico e furfural. Todos esses compostos toxicos afetam a
fisiologia da levedura resultando no decréscimo da viabilidade celular, rendimento de etanol e
produtividade tal como relatado (Zhang et al. 2013).
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Segundo dados da Renewable Fuels Association (2010), a producdo de etanol
combustivel estd em torno de 75 bilhdes de litros por ano, e a maior parte deste total, cerca de
95%, é produzida pela fermentacdo de determinados acgucares pela levedura S. cerevisiae, 0 que
reforca a necessidade de estudos sobre a influéncia de parametros que podem interferir no
processo fermentativo.

O trabalho avaliou o rendimento fermentativo na presenca desses contaminantes atraves
de um planejamento experimental fatorial 2°, com intuito de fornecer subsidios para a otimizag4o
do processo de geracdo do bioetanol. Para tal, foram inicialmente realizados ensaios de
fermentacdo em meio sintético YPD (Yeast Peptone Dextrose), utilizando a levedura S.
cerevisiae em niveis maximos e minimos determinados com base em dados de Wolf (2011);
niveis maximos e minimos de acido acético determinado com base nos valores obtidos
experimentalmente segundo Santos (2014); e furfural com base Taherzadeh et al. (2007). Em
seguida, as informacg0es obtidas foram trabalhadas no programa Statistic sendo validadas pelos
calculos realizados conforme Bruns et al. (2007).

2. MATERIAIS E METODOS

Para o preparo do in6culo nos ensaios de fermentacdo utilizou-se 0 meio de cultura YPD
(YYeast Peptone Dextrose), com a seguinte composicdo: 10 g/L de extrato de levedura; 20 g/L de
glicose; 20 g/L de peptona bacterioldgica, tendo o pH ajustado para 5,0.

Como microrganismo utilizou-se a levedura S. cerevisiae comercial, na forma de
fermento seco. Ao meio de cultura foram adicionados os principais contaminantes gerados no
processo de pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos: furfural e &cido acético, em diferentes
proporcOes para verificar a partir de qual concentracdo de qual contaminante influencia no
rendimento fermentativo, como mostra a equacéo 1:

Brix inicial — Brix final

bog RENDIMENTO = 100 1)

Brix inicial

A escala de Brix foi utilizada para determinar a concentracdo de aclcar no meio

fermentativo, aplicando o método de refratometria, utilizando refratbmetro portatil para a leitura,
efetuando a devida correcdo de temperatura.

Com 0 objetivo de otimizar os rendimento do processo de bioetanol e assim aprimorar as
metodologias analiticas, um planejamento experimental 2 completo foi realizado verificando
dentre as variaveis e niveis estudados os parametros relevantes. As amostras foram realizadas em
duplicata, e as variaveis estudadas apresentando seus respectivos maximos e minimos, conforme
a Tabela 1.
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Tabela 1: variaveis do planejamento experimental 2°

Fatores (-) (+)
1: Fermento (g) 0,2 1,0
2: Acido Acético (%) 1,0 5,0
3: Furfural (g/L) 1,0 4,0

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A matriz de planejamento foi montada conforme a Tabela 2, com base no planejamento
experimental 2% completo. A resposta obtida é em rendimento a partir do Brix, com o Brix inicial
8,0 medido sem a presenca de nenhum dos parametros.

Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial 2°

Ensaio 1 2 3 Rendimento (%0) Média
1 - - - 30 30
2 + - - 40 45
3 - + - 17,5 15
4 + + - 12,5 12,5
5 - - + 22,5 22,5
6 + - + 30 30
7 - + + 12,5 10
8 + + + 5 0

Com os resultados apresentados pode-se observar que o maior rendimento reacional foi
no ensaio 2, onde se encontram os maiores niveis de fermento e os menores niveis de inibidores.

Em posse dos resultados foi possivel determinar os efeitos principais e de interacdo para o
planejamento realizado, a Tabela 3 mostra os resultados para os efeitos e 0s seus respectivos
erros padroes.

Tabela 3: Efeitos e combinacéo linear das interagoes

Media Global 20,94+0,49 Significativo
Efeitos Principais
1 (Fermento) 1,88+0,99 Na&o Significativo
2 (Acido Acético) -20,62+0,99 Significativo
3 (Furfural) -8,75%0,99 Significativo
Efeitos de Interacao
12 -8,12+0,99 Significativo
13 -2,5+0,99 Significativo
23 1,25+0,99 Na&o Significativo
Efeitos de Interacao
123 0,0+,099 Na&o Significativo
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No tratamento dos resultados, foram utilizadas equacfes de calculo dos parametros
estatisticos com base em Bruns et al. (2007). O modelo estatistico usado para descrever as
respostas do planejamento foi formulado em termos dos efeitos por unidade de variacdo dos
fatores.

y(x1, X,, x3) =2094-1031x, —4,38x, —4,06x X, —1,25% X, @)

Foi possivel observar que o aumento da concentragdo de &cido acético causou uma
diminuicdo no rendimento reacional, 0 mesmo acontece com o furfural. 1sso acontece porque
segundo Freitas (2011), a adicdo de concentracbes crescentes de &cido acético afeta o
crescimento da levedura, provocando um aumento da duracdo da fase de laténcia e da fase
exponencial, com reducdo do valor da taxa especifica de crescimento. No caso do furfural,
Taherzadh et al. (2007) relata que o crescimento de S. cerevisiae em meio sintético é inibido em
89% quando em presenca de 4 g/L de furfural, comprovando assim o efeito da diminuicdo do
rendimento a medida que avaliamos 0s niveis maximos.

Ja nos efeitos de interacdo entre ambos nédo se faz significativa no rendimento, na faixa
estudada. Para a verificagdo da modelagem, é necessario adequa-lo a um modelo linear,
quadratico ou até mesmo cubico. Iniciando, pelo teste do modelo linear, onde se faz necessario a
andlise de variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 4.

Tabela 4: Andlise de Variancia (ANOVA)

Fonte de variacdo Soma quadratica N° deg. I. Média Quadratica
Regresséo 2.296,88 4 574,22
Residuos 51,56 11 4,69
Falta de Ajuste 20,31 3 6,77
Erro puro 31,25 8 3,91
Total 2.400,00 15

% de variacdo explicada: 96%
% maxima de variagdo explicavel: 99%

Segundo Box et al. (1973), o teste F foi realizado onde se leva em conta os graus de
liberdade apropriados, 0 mesmo € utilizado para realizar previsfes no sentido da significancia da
equacdo obtida. A razdo entre a média quadratica da regressao e a do residuo deve ser maior que
0 ponto de distribuicdo F para que se tenha um maior grau de confiabilidade, se possivel, dez
vezes maior. Assim, MQR/MQr = 122,43 > (10 x F4,11); F4,11 = 3,36 (para 95% de confianca),
mostra que temos um ajuste altamente significativo. A Figura 1, nos mostra o ajuste realizado ao
modelo linear, assim como os valores mostrados na ANOVA.
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Observed vs. Predicted Values
2**(7-4) design; MS Residual=3,90625
DV: Rendimento

Predicted Values

25 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Observed Values

Figura 1: Ajuste ao Modelo Linear.

A superficie de resposta foi gerada para 0 modelo linear, apresentada na Figura 2, que se
adequou ao sistema, sendo desnecessaria a busca por outro modelo.

Fitted Surface; Variable: Rendimento
2**(7-4) design; MS Pure Error=3,90625
DV: Rendimento

Figura 2: Superficie de Resposta.

Através da superficie de resposta confirmamos o que foi apresentado, a medida que 0s
fatores significativos, acido acético e furfural, variam de um nivel maior para um nivel menor
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observamos um aumento significativo no rendimento reacional.

De acordo com Talcott et al. (1999), a presenca destes compostos téxicos, quando o
hidrolisado hemiceluldsico é utilizado diretamente em processos de bioconversdo, sem serem
submetidos a um tratamento prévio de destoxificacdo, ocorre diminuicdo na eficiéncia do
processo fermentativo que atinge baixo rendimento e produtividade. Logo, o resultado obtido é
totalmente aceitavel uma vez que diminuiu o rendimento reacional & medida que se atingia as
maiores concentragdes desses inibidores.

4. CONCLUSAO

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho permitem concluir que o rendimento
reacional aumenta a medida que se diminui a concentracdo dos inibidores, dentre os estudados, acido
acetico e furfural avaliados como efeito principal. Quando se analisa sua intera¢do, ndo ha um efeito
significativo dentro da faixa avaliada. A quantidade de fermento estudada como parametro principal
ndo oferece alteracdo ao rendimento da reacdo. Os maiores rendimentos foram obtidos no ponto de
maximo de fermento (1,0 g), minimo de &cido acético (1,0%) e minimo de furfural (1,0 g/L) com
média de 42,5%.

Os estudos sobre os efeitos e das combinacdes lineares do planejamento fatorial 2°, apresentou
uma estimativa do aumento do rendimento a medida que se diminuia 20,62% de acido acético, da
mesma forma com a diminuigdo 8,75% de furfural. J& nos efeitos interativos, de &cido acético e
furfural assim como fermento, acido acético e furfural, os valores obtidos na base de célculo ndo
geraram significancia como interferéncia no rendimento, isso dentro dos pontos maximos e minimos
estudados. O estudo realizado ressalta a necessidade de uma etapa de destoxificacdo, para o material
lignocelul6sico, visto que a presenca desses inibidores causa uma baixa na produtividade.
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