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RESUMO

Foi avaliado o desempenho fermentativo da levedura Sheffersomyces stipitis em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acucar (HHBCA), tratado com membrana de fibras ocas. A
fase orgénica foi composta por uma mistura dos solventes alamina 336™ e octanol em
diferentes propor¢oes. Foi empregada a levedura S. stipitis como indculo, obtido do cultivo em
meio semi sintético enquanto as fermentacoes ocorreram em frascos Erlenmeyer com HHBCA
tratado por membrana de fibras ocas e suplementado com nutrientes. A maxima remocdo de
dcido acético, furfural, hidroximetilfurfural e fendis foi de 56,90; 83,33; 50, 22,78 (%),
respectivamente. Apesar dos oOtimos resultados quanto a destoxificacdo, ndo verificou-se a
producdo de etanol pela levedura durante a fermentacdo de HHBCA destoxificado com
membrana de fibras ocas, nas condicoes operacionais empregadas.
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INTRODUGAO

A energia em geral tem um papel vital no dia a dia de qualquer sociedade. As fontes de energia
podem ser classificadas em trés grupos: fossil, renovével e nuclear'. E de conhecimento que a
maior fonte atual de energia é proveniente do petréleo, o qual é uma fonte fdssil, ndo
renovavel, e que causa danos ao meio ambiente, como poluicao e emissdo de gases de efeito
estufa. Como forma de evitar essa degradacdao e prover a sociedade com um tipo de
combustivel mais sustentavel, diversos tipos de biocombustiveis vém sendo estudados, dentre
eles o etanol. Este trabalho teve por objetivo estudar a utilizagdo de membrana de fibras ocas
na etapa de destoxificacao para tentar contornar um dos gargalos da producao de etanol
proveniente de biomassas vegetais como bagaco de cana-de-aclicar: a remocao de compostos
tdxicos resultantes da hidrolise acida do bagaco. Tais compostos influenciam negativamente o
metabolismo microbiano, dificultando a transformacao de aclcares fermentesciveis em etanol.

MATERIAL E METODOS
Obtencao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acglcar
O bagaco de cana-de-acucar foi hidrolisado em reator de aco inoxidavel com capacidade de 50
L, a 121 °C por 20 min, com 1% m/v de H,SO, e relacao sdlido-liquido de 1kg de bagago para
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cada 10 L de solucdo acida (1:10). Posteriormente, o hidrolisado foi concentrado em evaporador
a vacuo, a 70 °C, com a finalidade de aumentar o seu teor inicial de xilose.

Destoxificacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aciicar

O tratamento escolhido foi a extracdo liquido-liquido com interface imobilizada em membrana de
fibras ocas (hollow fiber). O mddulo de membrana Liquicel Minimodule® Membrane Contactors
1 x 5.5 (Charlote, NC — USA) foi utilizado. O HHBCA (fase aquosa) foi centrifugado a 2000 x g
por 20 minutos e filtrado em membranas de poros 14, 0,45 e 0,22 um, respectivamente para
evitar o posterior entupimento da membrana de fibras ocas. A fase organica foi composta por
uma combinacdo em trés proporcdes diferentes de alamina 336 ™ e octanol (Tabela 1). Ambas
as fases foram bombeadas por duas bombas peristalticas. A fase aquosa foi bombeada pelo
interior e a fase organica pelo exterior da membrana. O tratamento foi realizado em bateladas
descontinuas e um pHmetro monitorou a variacao de pH durante todo o procedimento. A Tabela
1 mostra os parametros utilizados na destoxificagao:

Tabela 1 — Parametros utilizados na destoxificacdo por membrana de fibras ocas

A 1:1 50-50% 400
B 1:1 50-50% 600
C 1:1 25-75% 600
D 1:1 75-25% 600

Fermentacao dos hidrolisados destoxificados

O indculo da levedura Sheffersomyces stipitis foi obtido em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio composto de (g/L) xilose (30,0), extrato de levedura (3,0), extrato de
malte (3,0) e peptona (5,0) em incubadora de movimento circular a 200 rpm, 30 °C, por 24 h.
As células foram recolhidas por centrifugacdao a 2000 g por 30 min e lavadas com agua
esterilizada, para o preparo da suspensdo utilizada como indculo da fermentacdo. As
fermentacOes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio
incubados a 30 °C e 200 rpm por 96 h. A concentracao celular inicial foi de 3,0 g/L. O meio de
fermentacao foi composto de hidrolisado de bagago de cana tratado e suplementado com os
mesmos nutrientes descritos acima, exceto xilose. O desempenho fermentativo da levedura foi
avaliado pela retirada periddica de amostras para a determinacdo das concentracdes de
acucares, etanol e células.

Métodos analiticos

A determinacdo das concentracdes dos agUcares, etanol, acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) nas condicOes
descritas por Canilha et al.?. Os compostos fendlicos foram determinados por espectrofotometria
a 280nm, conforme metodologia descrita por Rocha®. Sélidos totais e cinzas foram determinados
segundo metodologia descrita por Gouveia et al.*.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes de acucares, acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, sélidos totais e cinzas
presentes nos HHBCA antes e apds as destoxificacdes sdao apresentadas na Tabela 2. Em geral,
as destoxificacOes pela extracdo com solventes organicos apresentaram comportamentos
semelhantes quanto a perda de aclcares e remogao de inibidores, independente do volume ou
composicdao da fase organica utilizada. De acordo com a Tabela 2 houve poucas perdas de
glicose (A-2,04%, B-1,53%, C-0%, D-3,07%) e de xilose (A-1,64%, B-0,71%, C-0,02%, D-
2,25%) apds a destoxificagdo, ao se comparar com o hidrolisado concentrado. Em relagao aos
compostos tdxicos, boas remocdes de acido acético (A-56,90%, B-48,03%, C-48,03%, D-
43,73%), furfural (A-50%, B-50,00%, C-66,67%, D-83,33%), hidroximetilfurfural (A-50%, B-
7,5%, C-37,5%, D-37,5%) e fendis totais (A-22,27%, B-22,78%, C-19,60%, D-21,55%)
também foram observadas. A etapa de destoxificacdo é de extrema importancia uma vez que
quanto menor o teor destes compostos, maiores as chances de ocorrer uma boa fermentagao,
ja que esses sdo inibidores do metabolismo microbiano, prejudicando a conversao dos agucares
presentes no hidrolisado em produtos de interesse como o etanol®®.

Tabela 2 — Composigao dos hidrolisados original, concentrado e destoxificados com membrana
de fibras ocas. GLI-glicose, XIL—xilose, ARA-arabinose, ACET-acido acético, FURF—furfural,
HMF-hidroximetilfurfural, FT—fendis totais, CIN—cinzas, pH—potencial hidrogenionico

original 1,44 139 1,23 153 033 002 38 2498 3,81 1,00
concentrado 587 6359 438 279 006 008 1383 114,55 10,63 0,71
A 575 6255 38 1,20 003 004 10,75 9330 542 1,30
B 578 63,14 391 145 003 005 1068 10543 341 0,97
C 593 6358 402 145 002 005 11,12 101,53 3,37 0,87
D 569 6216 384 157 001 005 1085 100,08 3,90 0,97

Na Tabela 3 sdo apresentados os parametros fermentativos obtidos apds a fermentacao dos
hidrolisados destoxificados e do hidrolisado ndo destoxificado.

Tabela 3 - Parametros fermentativos obtidos nas fermentacdes utilizando os hidrolisado de
bagaco de cana tratados e ndo tratado.

N3ao destoxificado 48 0,99 3,71 0,19 0,02 0,02
A 48 0,00 0,30 0,00 0,10 0,00

B 48 0,00 0,19 0,00 0,11 0,00

(o 48 0,00 0,19 0,00 0,07 0,00

D 48 0,00 0,44 0,00 0,15 0,00
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Observa-se que houve um baixo consumo dos acglcares e também baixa producdo de
etanol(0,99 g/L) pela levedura ao se utilizar o hidrolisado nao destoxificado. Tal resultado revela
a necessidade da destoxificacdo do hidrolisado antes de ser utilizado como meio de
fermentagdo, visando reduzir a concentracao dos compostos inibitdrios presentes, aumentando
a fermentabilidade. Por outro lado o consumo dos aglcares também foi baixo nos ensaios onde
o hidrolisado foi previamente destoxificado pela extragdo com solventes organicos, resultando
na auséncia de produgao de etanol, indicando assim, uma possivel inibicdo no metabolismo da
levedura S. stipitis pelos solventes utilizados na etapa de destoxificacdo. Tal fato ja foi
constatado por Ferraz’, utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de aclicar e a mesma levedura
utilizada neste trabalho (Sheffersomyces stipitis) para a fermentacdo. Grzenia et a/® também
obtiveram resultados semelhantes utilizando hidrolisado de palha de milho e a bactéria
Zymomonas mobilis 8b para a bioconversao de agUcares a etanol. Segundo estes autores, os
resultados sugerem que o octanol é muito toxico para o microorganismo utilizado.

CONCLUSOES
No presente trabalho foi possivel obter bons resultados quanto a destoxificagdo de hidrolisado
hemiceluldésico de bagaco de cana-de-aclicar pela extracao em membranas de fibras ocas.
Porém, a presenca de alamina e octanol no hidrolisado inibiu o metabolismo microbiano,
impossibilitando a produgdo de etanol. Os proximos estudos relacionados ao assunto devem
priorizar a procura de formas eficientes de diminuir a transferéncia desses compostos inibitorios
para o hidrolisado durante a extracao, de modo a aumentar as chances de fermentabilidade.
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