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Introducéo

A crescente demanda mundial por energia, a
dependéncia dos combustiveis fosseis e as mudangas
climéticas sdo fatores criticos que induzem avangos no
uso e estudo de biocombustiveis (AGUIAR et al., 2021).
Neste contexto, destaca-se o0 etanol de segunda geragéo
(etanol 2G), produzido a partir de matérias-primas
lignoceluldsicas, como bagaco e palha de cana-de-agucar
(ZHANG, 2019), cujas vantagens sd a ndo
competitividade alimenticia e a ampla disponibilidade
(MILESSI et al., 2020).

O fato da levedura Saccharomyces cerevisiae nao
converter xilose em etanol permite a exploracéo de outras
leveduras, como a Scheffersomyces stipitis, a qual é capaz
de metabolizar todos os agUcares presentes na biomassa
vegetal, entre eles xilose, glicose, manose e galactose
(UNREAN; NGUYEN, 2012). Entretanto, essa levedura
costuma apresentar baixa produtividade e ser altamente
sensivel a inibicdo dos compostos tdxicos do hidrolisado,
0s quais sdo oriundos da etapa de pré-tratamento da
biomassa (LIN et al., 2012).

Neste sentido, o presente trabalho propbs a
viabilizacdo da fermentacédo da fracdo hemicelul6sica da
palha da cana a etanol 2G pela utilizacdo da S. stipitis e a
superacdo do efeito dos inibidores do hidrolisado
aplicando-se uma estratégia de destoxificacdo baseada
nas propriedades adsorventes do gel de alginato de célcio,
sendo essa inédita, sustentavel, simples e de baixo custo.
Apos a destoxificacdo do hidrolisado &cido bruto (HB),
avaliou-se a reducdo da toxicidade no hidrolisado
destoxificado (HD) pela produgéo de etanol 2G.

Metodologia

Pré-tratamento acido e determinacdo da umidade da palha
de cana: A palha da cana foi triturada e a determinacdo da
sua umidade foi realizada em triplicata, baseada no
APHA Method (APHA, 1995). O pré-tratamento &cido da
palha foi realizado de acordo com Moutta et al. (2011),

utilizando-se H2SO4 a 2,92% (m/v) nas condi¢es de 1:4
solido/liquido, a 130°C por 30 min em autoclave. Ao
final, filtrou-se o conteudo para separacdo da fragdo
solida (celulignina) da parte liquida (hidrolisado
hemiceluldsico). O hidrolisado foi armazenado a 4°C.

Caracterizacdo do Hidrolisado: A caracterizagdo do
hidrolisado foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando a coluna Sugar-
PakTMI (300x6,5 mm) e &gua ultra-pura como fase
movel num fluxo de 0,6 mL.min? e 80 °C. Antes da
analise, a amostra foi devidamente filtrada em membrana
de 0,2 um ou em filtros Sep-Pak® C-18 (Waters) para
remogdo de derivados da lignina e outros produtos de
degradacédo (MILESSI, 2017).

Cultivos com S. stipitis: Uma algada de células da cultura
estoque da S. stipitis foi transferida para frascos de
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio sintético
(30,0 g.L™ de xilose, 10,0 g.L* de extrato de levedura e
20,0 g.L™! de peptona) e as células foram cultivadas em
incubadora, a 200 rpm, 30°C por 24 horas (MILESSI,
2012). As fermentagdes realizadas pela S. stipitis foram
efetuadas em incubadora, a 200 rpm e 30°C, em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL de meio de
cultivo e 50 g.L* de células iniciais. O meio de cultivo
consistiu em HB suplementado com 0s mesmos
componentes usados por Milessi (2012).

Destoxificacdo do hidrolisado: Primeiramente, fez-se as
esferas de alginato de célcio pelo gotejamento de uma
solugdo de Na-alginato 1% (m/v) em uma solucdo de
CaCl; (0,25 M). As esferas foram filtradas e armazenadas
em 4gua destilada até a utilizacdo. O hidrolisado
destoxificado foi feito utilizando a propor¢édo de 1:10
(m/v) de alginato:hidrolisado, avaliando a adsor¢édo em
hidrolisado com pH em estado bruto (pH ~ 0,5) e em pH
ajustado para 5,2 com NaOH (6 M). Os ensaios foram
realizados em tubos tipo Falcon mantidos em incubadora
rotatoria a 30°C e 120 rpm. Amostras de 100 uL foram
retiradas nos intervalos de 0, 1, 2, 4 e 6 horas.
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Cultivos com S. cerevisiae: Devido a elevada toxicidade
do hidrolisado, ensaios fermentativos com S. cerevisiae
(Fleischmann®) foram realizados devido & maior
robustez desta levedura. Para que o consumo de xilose
fosse possivel, a enzima xilose isomerase (XI da
DuPontTM Genencor®) foi utilizada para a converséo de
xilose em xilulose, caracterizando um processo de
isomerizagdo e fermentacdo simultaneas (SIF). Os
ensaios foram conduzidos em incubadora a 150 rpm, pH
5,2 e 35°C em mini-reatores contendo 4 mL de volume
reacional, 120 UL.mL™ da enzima xilose isomerase (XI)
e 50 g.L* de células (MILESSI et al., 2020). Os ensaios
foram conduzidos em HB e HD.

Concentragdo de células e viabilidade celular: A
concentracdo de células foi determinada por turbidimetria
em espectrofotdmetro, a 600 nm, e correlacionada com o
peso seco de células (g.L™?) através de uma curva de
calibracéo correspondente. A viabilidade da levedura foi
avaliada por coloragdo com azul de metileno e contagem
em camara de Neubauer (MILESSI et al., 2020).

Quantificacdo de compostos fendlicos totais: A
quantificagdo de fendis totais dos hidrolisado HB e HD
foi realizada pelo método de Folin, no qual 20 uL de
amostra foram adicionados a 1,58 mL de 4gua destilada e
100 pL de reagente de Folin e mantidos em temperatura
ambiente por 3 minutos. Passado o tempo, acrescentou-
se 300 puL de Na,CO; (200 g.L') e aguardou-se 25
minutos. Ao final, as leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotbmetro a 765 nm e
correlacionadas com uma curva de é&cido galico
previamente determinada. O ensaio branco (controle) foi
realizado com 20 pL agua destilada em substituicdo a
amostra.

Calculo da capacidade de adsor¢do dos compostos
fendlicos pelas esferas de alginato: A quantidade de
compostos fenolicos adsorvidos nas esferas de alginato
(MQremovida /Qaiginato), fOi calculada por meio da Equacéo 1,
em que V. é o volume da reagdo (mL), A é a quantidade
de alginato utilizada (g), yo e y sdo a concentracdo inicial
e final de fendis totais no hidrolisado (mg.mL?),
respectivamente.
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Resultados e discusséo
Apés o pré-tratamento 4cido, o hidrolisado

hemiceluldsico obtido apresentou composi¢édo de acordo
com a Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo do hidrolisado &cido de palha de
cana-de-acUcar.

Componente  Concentracdo (g/L)
Glicose 9,17
Xilose 57,96
Arabinose 11,30
Acido Acético 9,64
HMF 0,162
Furfural 0,348

Fenois totais 1,8

A quantificagdo desses compostos permite constatar
que as condices de hidrolise promoveram um
hidrolisado rico em xilose, com uma concentragéo cerca
de 6 vezes maior que a de glicose, indicando que a
hemicelulose foi suscetivel a hidrélise nas condigdes
utilizadas, permanecendo a celulose sem consideravel
degradacdo. Este comportamento corrobora com a
literatura, uma vez que a hemicelulose, devido a sua
estrutura, € mais facilmente hidrolisada que a celulose
(FENGEL; WENEGER, 1983).

Além disso, esses resultados revelam que, além dos
acucares fermentesciveis, hd a presenca de compostos
toxicos aos microorganismos, como 4acido acético,
originado dos grupos acetila presentes na fracdo
hemicelul6sica, e furfural e hidroximetilfurfural (HMF),
originados da degradacdo dos aglcares durante o
processo de hidrolise.

Apos a obtencdo do hidrolisado de palha com alto teor
de agUcares, seguiu-se para os estudos de fermentagdo do
mesmo pela S. stipitis. Infelizmente, o0 HB se mostrou
extremamente toxico para essa levedura, ndo sobrando
células vivas apds 12h de processo, conforme visto na
Figura 1, e ndo havendo consumo de agUcares e producéo
de etanol significativas. Assim, impossibilitando a
continuidade dos estudos com esta cepa.

Figura 1 — Microscopia das células de levedura S.
stipitis (coloracdo azul indica células ndo viaveis).
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Desta forma, a destoxificagdo do hidrolisado se
mostrou extremamente necessaria. Assim, optou-se por
destoxificar o hidrolisado &cido da palha da cana por
meio da adsor¢do em gel de alginato de célcio, tendo em
vista que o alginato consiste em um polimero natural
(biocompativel), de baixo custo e capaz de remover
compostos de solugcbes aquosas por interacdo
eletrostatica quando gelificado (NASTAJ et al., 2016).
Além disso, 0 experimento obteve como variavel resposta
a concentragdo de fendis totais do hidrolisado, uma vez
que estes inibidores sdo facilmente quantificados por
espectrofotometria. Sendo assim, as porcentagens de
compostos fendlicos removidos em cada condicdo
proposta sdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2 — Remocao de fenois totais do ensaio de
destoxificagdo com a propor¢éo 1:10 (m/v) de
gel:hidrolisado em pH Bruto (a) e pH 5,2 (b).
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Conforme pode ser observado na Figura 2, com o pH
bruto, no tempo de 6 horas, obteve-se a maior
porcentagem de remoc¢do de fenodis (56,56%). Por sua
vez, 0 pH 5,2 alcangou a mé&xima remogao no tempo de 2
horas, entretanto, seu valor foi menos da metade do que
0 visto na outra condicdo (25,17%). Além disso, para o
pH 5,2, também se observou a ocorréncia da dessorcao,
evidenciando a fragilidade das interagdes responsaveis

pela adsorcdo. Biswas et al. (2020) também observou que
valores altos de pH culminam em menores remocdes de
fenois.

Dessa forma, evidencia-se que o pH da solucéo tem
efeito na capacidade de adsorcdo. Esse fato pode ser
explicado pela forma em que os compostos fendlicos se
encontram em solucdo, dado que a forma molecular
domina em valores de pH baixo e a forma anibnica ¢ a
espécie predominante em meio alcalino (Nadavala et al.,
2009).

Nesse sentido, diferentes testes para otimizar as
condicBes para a maxima remocao sdo pertinentes, dado
que além do pH da solucdo, pardmetros como a
guantidade de adsorvente, concentracdo de adsorvato e
temperatura exercem efeito na remog&o. Como visto por
Nadavala et al. (2009), em que a medida que a proporgéo
de adsorvente (granulos de quitosana-alginato de calcio)
aumentou, obteve-se uma maior remocdo do adsorvato,
devido a maior disponibilidade de sitios de ligagdo nas
esferas. Em relacdo a temperatura, Biswas et al. (2020)
notaram que o incremento desse parametro favoreceu a
adsorcdo até um certo ponto e, com respeito ao aumento
da concentracdo de fendis, a porcentagem de remogao
decaiu.

Além da porcentagem de remocdo dos compostos
inibidores deve-se avaliar também a eficiéncia do
processo da adsorcdo, a qual é demonstrada pela
guantidade de composto adsorvida por massa de
adsorvente (q). Desse modo, dentre as condi¢Bes
estudadas, o processo em pH bruto também se apresentou
superior (160 MQftensis totais/Jalginato, €M 6 horas) ao pH 5,2
(33,62 MQsensis totais/Galginato, €M 2 horas). Adicionalmente,
neste processo tem-se a vantagem de se dispensar o ajuste
do pH, isentando esse gasto do processo de
destoxificagéo.

Assim sendo, o hidrolisado destoxificado com o pH
bruto foi selecionado para a etapa de fermentagdo
seguinte. A avaliacdo da melhoria da toxidez do
hidrolisado foi realizada utilizando-se a levedura S.
cerevisiae em um processo intermediado pela adi¢do da
enzima xilose isomerase, a qual permite que a xilose seja
fermentada por esta levedura na forma de seu isdbmero
xilulose pelo processo SIF (MILESSI, 2017).

O acompanhamento da conversdo de xilose em etanol
nos processos € apresentado na Figura 3. Apesar da
elevada remocdo de inibidores proporcionada pela
adsorcdo em alginato de calcio, ndo houve diferenca
significativa no perfil de fermentagéo entre HB e HD, de
forma que se conclui que o processo de destoxificacdo
proposto ndo foi eficiente para tornar o hidrolisado um
meio propicio para a fermentagdo, sendo necessarios
maiores estudos para viabilizar a fermentacdo do
hidrolisado de palha.
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Figura 3 — Comparag&o entre a conversdo do processo
SIF em Hidrolisado Bruto (HB) e Hidrolisado
Destoxificado (HD) (35°C, pH 5.2 e 150 rpm).
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Conclusotes

O presente trabalho contribuiu com informagdes
importantes para o desenvolvimento de um processo de
producéo de etanol 2G a partir de palha de cana de agucar.
O hidrolisado produzido apresentou elevado teor de
acucar, porém mostrou-se extremamente téxico a
levedura S. stipitis. Um novo protocolo de destoxificacéo
utilizando-se esferas de alginato como adsorvente dos
inibidores do hidrolisado foi avaliado e removeu mais de
50% dos compostos fendlicos presentes no mesmo,
porém ainda assim o processo ndo foi suficiente para
viabilizar a eficiéncia do processo fermentativo, néo
apresentando diferencas entre as fermentacbes de
hidrolisado bruto e destoxificado, necessitando assim de
mais estudos para se desenvolver um método eficiente de
destoxificagéo.
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