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iv
EFEITO DE INIBIDORES DA FERMENTACAO SOBRE A LEVEDURA Pichia

membranifaciens LJ04 EM HIDROLISADOS HEMICELULOSICOS PARA A
PRODUCAO DE ETANOL 2G

RESUMO - O uso de residuos agroindustriais (folhas, caules, palhas, bagacos,
sabugos e cascas) apresenta-se atualmente como uma opg¢ao promissora para 0
aumento do volume de etanol produzido no Brasil, sem que haja a necessidade do
aumento das areas cultivaveis do pais. Para isto, € necesséario que tais biomassas
passem por processos quimicos, fisicos e/ou biologicos visando a despolimerizacéo
da rigida estrutura lignocelulésica que os constituem. Desta forma, apds pré-
tratamento dessas matérias-primas, ocorre a obtencéo do hidrolisado hemicelulésico
rico em pentoses e produtos da degradacédo dos acucares (furfural, hidroximetilfurfural
e acidos organicos), conhecidos por inibir o metabolismo de leveduras. Neste caso,
antes da fermentacéo recomenda-se destoxificar o hidrolisado para remocao total ou
parcial desses compostos. Contudo, € um processo caro que eleva o preco de
producdo desse biocombustivel. A vista disso, a utilizagdo de microrganismos que
apresentem tolerancia a presenca de inibidores da fermentacdo e capacidade para
fermentar pentoses e hexoses, torna-se um dos principais gargalos tecnologicos
atuais. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivos avaliar como a
presenca de diferentes doses de inibidores da fermentacdo (furfural,
hidroximetilfurfural, acido fénico e acido levulinico) afetam o crescimento celular e
fermentacdo alcodlica de Pichia membranifaciens LJO4 em hidrolisados
hemiceluldsicos sintéticos e comparar o desenvolvimento de processos fermentativos
conduzidos em hidrolisado hemicelulésico sem destoxificacdo, obtido por pré-
tratamento acido de bagaco de cana cana-energia. As avaliagbes dos parametros
microbiolégicos da fermentacdo foram realizadas em Camara de Neubauer e as
concentracdes de Glicerol, Etanol e Acido acético determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O trabalho demonstrou a capacidade de Pichia
membranifaciens LJ04 em tolerar a presenca de furfural, hidroximetilfurfural, acido
fénico e acido levulinico presentes em hidrolisados hemicelulésicos, e sua aptidao
para a producao de etanol de segunda geragcédo sem a necessidade de destoxificagao

dos hidrolisados.
Palavras-chave: Agrocombustiveis, Etanol celulésico, Furanos, Acidos organicos,

Fendis.
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EFFECT OF FERMENTATION INHIBITORS ON YEAST Pichia membranifaciens
LJO4 IN HEMICELLULOSIC HYDROLYZES FOR THE PRODUCTION OF 2G
ETHANOL

ABSTRACT - The use of agro-industrial residues (leaves, stems, straw, bagasse, cobs
and fruit peels) is currently a promising option for increasing the volume of ethanol
produced in Brazil, without the need to increase the country's arable land. For this, it
is necessary that such biomasses undergo chemical, physical and/or biological
processes aiming at the depolymerization of the rigid lignocellulosic structure that
constitute them. Thus, after pre-treatment of these raw materials, a hemicellulose
hydrolyzate rich in pentoses and sugar degradation products (furfural,
hydroxymethylfurfural and organic acids) is obtained, known to inhibit yeast
metabolism. In this case, before fermentation, it is recommended to detoxify the
hydrolyzate for total or partial removal of these compounds. However, it is an
expensive process that raises the production price of this biofuel. In view of this, the
use of microorganisms that are tolerant to the presence of fermentative inhibitors and
capable of fermenting pentoses and hexoses, becomes one of the main current
technological challenges. In this sense, the present work aimed to evaluate how the
presence of different doses of fermentative inhibitors (furfural, hydroxymethylfurfural,
fenic acid and levulinic acid) affect cell growth and alcoholic fermentation of Pichia
membranifaciens LJO4 in synthetic hemicellulosic hydrolysates and to compare the
development of fermentation processes conducted in hemicellulosic hydrolyzate
without detoxification, obtained by acid pre-treatment of cane-energy sugarcane
bagasse. The evaluations of the microbiological parameters of the fermentation were
carried out in a Neubauer Chamber and the concentrations of Glycerol, Ethanol and
Acetic Acid determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
work demonstrated the ability of Pichia membranifaciens LJ04 to tolerate the presence
of furfural, hydroxymethylfurfural, fenic acid and levulinic acid present in hemicellulosic
hydrolysates, and its ability to produce second-generation ethanol without the need for
detoxification of the hydrolyzed.

Keywords: Agrofuels, Cellulosic ethanol, Furans, Organic acids, Phenols.
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Capitulo 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Visando garantir a demanda de energia, diversificacdo da matriz energética e
protecdo do meio ambiente, nas ultimas décadas houve grande incentivo para procura
e desenvolvimento de fontes de energia renovaveis (ZHENG e REHMANN, 2014;
OSMANI e ZHANG, 2017; RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017). Dentre as alternativas
energéticas propostas, 0s biocombustiveis destacam-se como melhor opcao
ecoldgica para a substituicdo do petrdleo, pois sdo fontes de energia viaveis e baratas
gue garantem a diminuicdo da emissdo dos gases causadores do efeito estufa
(RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017; RODIONOVA et al., 2017; BRACMORT, 2020).

De acordo com Rastogi e Shrivastava (2017), o bioetanol € o biocombustivel
que lidera o mercado global de substitutos aos combustiveis fosseis. E amplamente
utilizado em motores de explosdo de automoveis, tornando-se essencial para o setor
de transporte de diversos paises (OSMANI e ZHANG, 2017; BRACMORT, 2020).

O bioetanol atualmente produzido em larga escala pertence a primeira geracao
de biocombustiveis, sendo recorrentemente denominado de etanol 1G (LOPES et al.,
2017). E um produto obtido a partir do processamento de material vegetal contendo
acucares ou amido abundantes, isto &, culturas ricas em carboidratos diretamente ou
indiretamente fermentesciveis (CASTRO, 2013; RODIONOVA et al., 2017).

Através da adocdo de diversas estratégias de expansao da producao de alcool
etilico utilizando cana-de-acucar, o Brasil conseguiu se configurar no cenario mundial
como segundo maior produtor de etanol nas dltimas quatro décadas (SILVA, 2017).
Apesar disto, projeta-se que as culturas atuais ndo seréo suficientes para atender a
futura demanda internacional, sendo necessario a realizacdo de politicas de
implementacdes de novas matérias-primas e tecnologias (LOPES et al., 2017)

Neste contexto, a producao de etanol de segunda geracéo apresenta-se como
opc¢ao viavel e promissora para o aumento do volume produzido sem que haja a
necessidade da expansédo de terras cultivaveis (RODIONOVA et al., 2017). E uma
alternativa atraente para usinas e destilarias brasileiras pois é produzido através do

processamento de material lignocelulésico, desta forma, sua matéria-prima encontra-
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se disponivel em abundancia durante todo o ano gracas ao bagaco obtido apos a
extracdo do caldo da cana-de-acucar (RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

A viabilidade do uso de biomassa vegetal para producdo de etanol promoveu
nos ultimos anos a reativagdo e surgimento de novas pesquisas de variedades de
cana-de-acucar (MATSUOKA et al., 2014; SILVEIRA et al., 2016). A cana-energia foi
desenvolvida através de diferentes cruzamentos de espécies ancestrais e hibridos
comercias de cana, em razdo da necessidade de um bidtipo mais robusto,
potencialmente produtivo, com maior teor de fibra e vida Gtil no corte; caracteristicas
ideais para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (FERNANDES
JUNIOR, 2017).

Independentemente da matéria-prima utilizada, é extremamente importante
gue a biomassa passe por um ou mais tratamentos para que ocorra a quebra da
estrutura complexa de celulose, hemicelulose e lignina que a compde (BALAT, 2011;
XU e WANG, 2017). Através da realizacdo de processos quimicos, fisico-quimicos,
biolégicos e/ou enzimaticos ocorre o desprendimento de acucares simples (D-xilose,
L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, entre outros) que podem ser
efetivamente transformados em bioetanol com a ajuda de microrganismos (ZHENG et
al., 2013; TOMAS-PEJO, BONANDER e OLSSON, 2014; MYAT e RYU, 2016; AZHAR
et al., 2017)

Ja existem diversas metodologias capazes de realizar a quebra da estrutura
cristalina de materiais vegetais (FERREIRA, 2015). Técnicas de pré-tratamento
eficientes que aumentam a digestibilidade da celulose e hemicelulose, podem ser
alcancadas através de tratamento acido, alcalino, hidrélise enzimética e explosao a
vapor (RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

De acordo com relatos da literatura, a hemicelulose presente em biomassa
lignocelulésica de residuos agricolas € mais propensa a despolimerizar sob calor ou
condicdes &cidas, enquanto a celulose e lignina sdo mais resistentes a decomposi¢cao
térmica, sendo, por este motivo, muitas vezes necessario a realizagdo de um
tratamento enzimatico com a celulignina que se forma apos o pré-tratamento (ZHENG
et al., 2013; GHOSH et al., 2017; XU e WANG, 2017).

A realizagdo da destoxificacdo do hidrolisado obtido apds o pré-tratamento é

benéfica e necessaria, uma vez que produtos inibidores do processo fermentativo
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(acido acetico, furfural e hidroximetilfurfural) sdo produzidos durante o processo de
despolimerizacdo da hemicelulose (LI et al., 2014; KIM et al., 2015; XU e WANG, 2017,
RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017). Entretanto a remocdo de compostos toxicos
gerados durante o processo aumenta o custo do tratamento e, portanto, o preco de
producdo deste tipo de etanol se torna maior (ACHINAS e EUVERINK, 2016;
RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).

A escolha da linhagem do microrganismo que realizara o processo fermentativo
€ outro fator determinante para obtencdo de um processo fermentativo eficiente
(MOREIRA et al.,, 2015). Alguns géneros de microrganismos ja demonstraram
capacidade para fermentar pentoses e hexoses, tanto separadamente quanto
simultaneamente (RASTOGI E SHRIVASTAVA, 2017). Segundo a literatura, existe
um grande numero de leveduras que realizam a metabolizacdo de D-xilose,
entretanto, destas somente cerca de 1% sao capazes de fermentar xilose em etanol
(HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Pichia membranifaciens € uma levedura normalmente encontrada em materiais
vegetais, frutas estragadas e bebidas fermentadas (KURTZMAN, 2011). Cepas desta
espécie que metabolizam e fermentam acucares de cinco e seis carbonos ja foram
descritas na literatura (HOLLUPI, 2015; RIBEIRO, 2019). Esta levedura ja foi relatada
como tolerante a acido orgéanicos, sendo encontradas linhagens que resistiram até 30
g.L* de acido acético em solugbes de vinagre e 12 g.L't em processo fermentativo de
etanol de segunda geracdo (STORNIK et al., 2016; RIBEIRO, 2019).

A producédo comercial de bioetanol de segunda geracédo a partir de material
lignocelulésico ainda estd em desenvolvimento, a vista disto, diversos desafios
precisam ser resolvidos (XU et al., 2015; XU e WANG, 2017). Dentre as diversas
barreiras a serem transpostas, a necessidade de leveduras que realizem o processo
fermentativo na presenca de substancias toxicas se mostra importante, pois pode
reduzir custos através da retirada da etapa de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulosico.

Neste contexto, o estudo do comportamento de leveduras ndo-convencionais
em diferentes doses de inibidores da fermentacéo e seu desempenho em hidrolisados
hemicelulésicos com e sem destoxificacdo, mostra-se relevante para a comunidade

cientifica. Desta forma, ao explorar todo o potencial de P. membranifaciens, pode-se
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gerar novos conhecimentos e, consequentemente, melhorias nos rendimentos e

diminuicao de custos no processo produtivo de etanol 2G.

Sendo assim, a presente pesquisa foi dividida em trés partes:

Capitulo 1:  Revisao bibliogréfica;

Capitulo 2: Avaliacdo do comportamento fisiolégico e fermentativo de Pichia
membranifaciens LJO4 na presenca de diferentes doses de furfural,
hidroximetilfurfural, acido fénico e acido levulinico (substancias com
forte potencial inibitério em fermentacdes) para a producédo de etanol
2G.

Capitulo 3: Avaliacdo o desempenho fermentativo de Pichia membranifaciens LJ04
em mosto preparado com hidrolisado hemicelulésico, obtido por pré-
tratamento é&cido de bagaco de cana-energia, com e sem

destoxificacao.
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4. CONCLUSOES
O trabalho demonstrou que € possivel a producdo de etanol por Pichia
membranifaciens LJ0O4 em hidrolisados hemicelulésicos sem destoxificacdo, sem que
haja perdas significativas no rendimento do processo fermentativo de producgéo de

etanol.
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A presenca de inibidores da fermentacéo no hidrolisado levou a um crescimento
celular mais vagaroso, mas nao afetou a velocidade especifica de crescimento (),
biomassa produzida, velocidade de consumo de glicose (Qg) e xilose (Qx).

Houve diminuicdo na velocidade de consumo de glicose e aumento na

velocidade de xilose em hidrolisado destoxificado e sem destoxificacao.
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