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RESUMO

O pré-tratamento acido da biomassa lignoceluldsica € uma etapa fundamental para a obtencdo
do hidrolisado hemiceluldsico, rico em pentoses. Neste processo sd0 gerados compostos
inibidores do metabolismo microbiano, como o &cido acético, que devem ser removidos do
hidrolisado para melhorar a sua fermentabilidade. Foi avaliada a influéncia da concentragdo
celular no metabolismo de agucares e acido acético pela levedura I. occidentalis M1 durante o
processo de destoxificacdo. Foram realizados quatro cultivos variando a concentracdo do inoculo
de 0,1 a 1,5 g/L, a 30 °C e 300 rom durante 96 h. Houve um consumo total de glicose e de
dcido acético, parcial de xilose (30%) e producdo de xilitol até o final do processo de
destoxificacao. Pode-se concluir que esta levedura apresenta potencial aplicagdo no processo de
destoxificacdo biologica, uma vez que metabolizou totalmente o acido acetico presente no
hidrolisado hemiceluldsico com baixo consumo de xilose.
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INTRODUCAO

O etanol de segunda geracdo € uma alternativa promissora para a substituicao de
combustiveis fésseis, devido a problemas ambientais relacionados ao uso de derivados do
petrdleo. Para tanto, materiais lignoceluldsicos, como o bagaco de cana-de-acucar, tém sido
utilizados para a obtencdo deste &lcool e de outros produtos de alto valor agregado 1.

Uma etapa fundamental para a obtencdo de etanol de biomassa é o pré-tratamento, no
qual geralmente é gerado um hidrolisado rico em pentoses e um sélido contendo celulignina®. A
hidrélise acida é o pré-tratamento mais empregado, embora apresente como desvantagem a
geracao de compostos de degradagao, como o acido acético, um acido alifatico formado a partir
dos radicais acetil presentes na estrutura da hemicelulose, e que promove a reducdao do pH
intracelular. Para evitar esta acidificacdo a célula consome moléculas de ATP que seriam
destinadas a proliferacdo da biomassa >.

A destoxificacao do hidrolisado é um processo fundamental na conversao de aclcares a
etanol. Embora métodos fisicos e quimicos possam ser utilizados, a destoxificacao bioldgica,
realizada por leveduras capazes de metabolizar os inibidores vem atraindo a atencao de
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pesquisadores pela auséncia do emprego de produtos quimicos tdxicos e corrosivos, pela baixa
demanda energética requerida e por ser considerada uma tecnologia limpa *°. O consumo de
acUcares por estes microrganismos deve ser baixo, assegurando altos rendimentos de etanol em
um pequeno tempo de fermentagao.

Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo do consumo dos agUcares glicose,
arabinose e xilose e acompanhamento do consumo de acido acético pela levedura 1. occidentalis
M1 durante a destoxificagdo bioldgica de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acucar (HHBCA).

MATERIAL E METODOS

O bagaco de cana-de-agUcar com 10% de umidade foi pré-tratado com acido sulfurico
diluido em reator tipo tambor rotativo vertical a 121°C durante 10 min para a obtencdo do
HHBCA que, ap0ds filtragao foi concentrado cinco vezes em evaporador a vacuo a 70°C, para
aumentar a concentragao total de aclcares. )

A levedura I occidentalis M1 foi crescida em meio Agar Sabouraud 2% (Labsynth) pelo
método Agar Plate e incubada em estufa incubadora a 30°C durante 48 h. O indculo foi crescido
em meio YPD contendo (g/L): extrato de levedura, 10; peptona, 20 e glicose, 20 °. A &gua
destilada, a solucdo de peptona, a solugao de glicose e a de extrato de levedura foram
autoclavadas separadamente a 110°C durante 15 min, misturadas assepticamente em 1 frasco
Erlenmeyer de 1000 mL, com volume de trabalho de 400 mL onde as células foram acrescidas.
O cultivo foi realizado a 30°C e 200 rpm durante 48 h em agitador rotatério (New Brunswick
Scientific — Edison, N.J., U.S.A.). Apds este tempo, o cultivo foi interrompido e submetido a
centrifugacdo a 2600 x g durante 20 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram
lavadas com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). A concentracao celular foi determinada por
leituras de absorvancia a 600 nm em espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220) e os valores
obtidos foram relacionados com a respectiva curva padrao, previamente estabelecida.

O pH do HHBCA concentrado foi ajustado com NaOH para 4,7 e entao autoclavado a
110°C durante 15 min, centrifugado a 2600 x g por 20 min para remocao dos sélidos suspensos,
suplementado com extrato de levedura (20 g/L) e peptona (20g/L) e entdo o mesmo foi
distribuido em frascos Erlenmeyers de 125 mL, com volume de trabalho de 55 mL. Foram
realizados quatro cultivos com diferentes concentracdes de indculo (0,1; 0,5; 1,0 e 1,5 g/L de
células). Os testes de destoxificacdao bioldgica foram conduzidos a 30°C e 300 rpm, durante 96 h
com retirada periddica de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, de uma forma geral, a concentragdo do indculo nao
influenciou o comportamento da levedura. Foi observado que a glicose e o acido acético foram
rapidamente consumidos durante as primeiras 12 h e 48 h de fermentagao, respectivamente
(Figura 1). Por outro lado houve consumo de apenas 30 % de xilose ao final do processo em
todas as fermentagOes. Nao foi observado consumo de arabinose e houve produgao de xilitol
apods 72 h, que variou nos ensaios entre 6,05 a 7,04 g/L ao final de 96 h. A producao de xilitol é
uma possivel caracteristica desta linhagem nas condigdes de aeracdo empregadas.
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Embora a glicose tenha sido totalmente consumida durante as primeiras 24 h de
destoxificacao, a concentragao celular influenciou a velocidade do consumo, que foi proporcional
a concentragao de células (Figura 1). No meio de cultivo inoculado com 0,1 g/L a glicose foi
lentamente consumida durante 24 h, enquanto nos demais ensaios 0 consumo foi observado
durante as primeiras 12 h de destoxificagdao, com variagdes da proporcao em funcdao da
quantidade de células, de modo que no tempo 8 h a concentragao de glicose observada para os
meios contendo 0,5; 1,0 e 1,5 g/L de células foi 4,37; 2,08 e 0,78 g/L respectivamente. A
velocidade do consumo de xilose nao foi acentuada, variando entre 23,30 a 30,02% ao final de
96 h, e nas primeiras 24 h o consumo médio deste aclcar foi de 15%.

Figura 1. Perfil do consumo de glicose e acido acético durante o processo de destoxificacao
bioldgica de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-aclcar inoculado com diferentes
concentracgoes de levedura Issatchenkia occidentalis M1.
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* (1): meio de cultivo inoculado com 0,1 g/L de células; (2): meio de cultivo inoculado com 0,5
g/L de células; (3): meio de cultivo inoculado com 1,0 g/L de células; (4): meio de cultivo inoculado com
1,5 g/L de células.

Estes resultados tornam esta cepa interessante para a aplicagdo na destoxificagao
bioldgica de hidrolisado hemiceluldsico, pois mantém a xilose disponivel para a fermentacao
alcodlica ap6s o metabolismo do acido acético. Estes resultados corroboram com os de Soares,
2012 © , entretanto pequenas diferencas sdo observadas no consumo de aclcares em funcdo
das diferentes condicOes nutricionais empregadas.
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CONCLUSOES

A andlise dos dados permite concluir que a levedura I. occidentalis M1 é uma cepa
promissora para 0 uso em processos de destoxificacdo bioldgica de hidrolisado hemiceluldsico,
uma vez que apresentou baixo consumo de agUcares e assimilou compostos inibidores.

Considerando o desempenho da levedura, a variagao da concentracao celular ndao foi
efetiva durante o processo de destoxificacdo, desta forma indica-se a concentragao de 0,5 g/L
de células, uma vez que apresentou boa velocidade de proliferacao celular com o mesmo
desempenho dos indculos mais concentrados.
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