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RESUMO - A necessidade de aumentar a oferta de energia liquida e limpa na matriz
energética mundial possibilita a produ¢do de etanol como uma solu¢do emergente e
eficaz. Neste contexto, o objetivo desse trabalho consiste em analisar a hidrélise
enzimatica dos materiais lignoceluldsicos pré-tratados (10 % p/v) e a fermentacdo e
sacarificacdo simultanea (SSF) pela levedura floculante e termotolerante
Saccharomyces cerevisiae CAll. As hidrélises enzimas apresentaram conversdes dos
materiais lignocelulésicos em glicose entre 75 a 85 %. A SSF realizada pela S.
cerevisiae CAl11 sob a fibra de coco maduro pré-tratada hidrotermicamente catalisada
com hidréxido de sédio resultou em produgdo e rendimento de etanol de 25.83 g/L e
0.46 g/g, respectivamente. Dessa forma, os resultados obtidos sinalizam a possibilidade
benéfica de utilizar esses materiais lignocelulésicos pré-tratados e a S. cerevisiae CAl1
na producdo de etanol celuldsico.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de biocombustiveis surge como alternativa de mitigar a pressdao exercida pelos
combustiveis fésseis e seus derivados, com destaque do etanol. Entretanto, o etanol produzido a partir
do amido de milho, sacarose da cana-de-acticar e beterraba, podem futuramente ocorrer numa
conjuntura que configure competicdo entre a utilizacdo desses materiais para producio de bioenergia
ou alimentacdo (Gongalves et al., 2011). Uma opg¢ao consiste na producdo de etanol celuldsico a
partir do aproveitamento de vegetais cultivados em locais indspitos, residuos agroindustriais e
urbanos de origem vegetal, que permitird elevada abrangéncia geografica, aumento significativo na
oferta de energia limpa e aumento na producao de etanol sem a necessidade de expansdo no uso de
terras agricultaveis (Gongalves et al., 2011).

A utilizagdo de levedura floculante torna-se uma alternativa promissora para a producio de
etanol celuldsico. Sendo a floculagdo um processo reversivel, assexual e de agregacdo de células de
leveduras em massas multicelulares com rapida sedimentacdo (Zhao e Bai, 2009). Promove assim, a
reducdo de custos de tratamento downstream, resisténcia a contaminacdo microbiana, menor
sensibilidade ao estresse provocado pela concentracio de etanol e compostos inibitérios (Verstrepen
et al., 2003; Zhao e Bai, 2009). Além de possibilitar o reciclo celular em hidrolisado que possui
material lignoceluldsico pré-tratado com baixo teor de lignina. Dessa forma, este trabalho objetiva
avaliar a hidrdlise enzimdtica e producdo de etanol pela levedura floculante e termotolerante S.
cerevisiae CA11 em materiais lignoceluldsicos pré-tratados.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Os materiais lignoceluldsicos utilizados foram o cacto, casca de coco verde, fibra de coco
maduro e a casca de coco maduro pré-tratados por peréxido de hidrogénio seguido de hidréxido de
sédio, autohidrélise, hidrotérmico catalisado com hidréxido de sédio e organosolv. Os melhores
materiais lignoceluldsicos de acordo com cada pré-tratamento sao apresentados na Tabela 1 e foram
utilizados na hidrélise enzimatica e SSF.

Tabela 1. Composi¢io dos materiais lignocelulésicos

Pré -tratame nto Material lignocelulésico Glicose (%) Hemicelulose (%) Lignina Klason (%) Cinzas (%)
Fibra de coco maduro 32.18 27.81 25.02 3.31
In natura® Casca de coco maduro 29.58 27.76 31.04 4.84
Casca de coco verde 33.23 29.14 25.44 4.34
Cactos 38.12 23.50 19.51 6.64
Autohidrélise” Casca de coco verde 41.97 8.08 41.29 1.22
Hidrotérmico catalisado com hidréxido de sédio® Fibra de coco maduro 56.44 12.59 13.52 8.30
Organosoly d Cactos 72.67 7.71 4.60 9.20
Peréxido de hidrogénio seguido de hidréxido de sédio” Fibra de coco maduro 51.80 25.81 8.83 2.98

2.2. Hidrolise enzimatica

A etapa de hidrolise enzimaética foi realizada utilizando o kit enzimatico Cellic CTec 2 e HTec
2 (Novozymes, Denmark). A carga enzimadtica utilizada foi de: 30 FPU; 75 CBU e 130 xilanases por
grama de material lignocelulésico (Mandels et al., 1976; Miller, 1959; Leite et al., 2007).

A hidrdlise enzimética foi realizada com 10 % (p/v) de material lignoceluldsico pré-tratado e
48 mL de tampdo de citrato de sodio a 50 uM (pH 5.0) em frascos Erlenmeyer de 250 mlL,
acondicionado a 50 °C, agita¢do de 150 rpm, durante 96 h (Dowe e McMillan, 2001; Gouveia et al.,
2010). Todas as determinac¢des foram realizadas em duplicata.

2.3. Micro-organismos

A S. cerevisiae CA11 foi obtida da cole¢do microbiana do Laboratdrio de Fisiologia de Micro-
organismo da Universidade Federal de Lavras. A linhagem foi mantida em placas com &4gar
formulada por extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L), agar (20 g/L) e glicose (20 g/L), a 4
°C.

Preparo do inéculo: O indculo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100
mL de meio de cultivo contendo glicose (50 g/L), peptona (10 g/L), extrato de levedura (10 g/L),
sulfato de amonia (1 g/L), fosfato de potéassio (0.5 g/L) e sulfato de magnésio (0.25 g/L) (Gouveia et
al., 2010) e o cultivo realizado em pH 5.0, acondicionado a 200 rpm e 42 °C, durante 12 h.

2.4. Processo de fermentacao e sacarificacao simultanea (SSF)

A SSF foi realizada com 10 % (p/v) de material lignocelul6sico pré-tratado e 48 mL de tampao
de citrato de s6dio a 50 mM (pH 5.0) em frascos Erlenmeyer de 250 mL, suplementado com sulfato
de amonia (1 g/L), fosfato de potassio (0.5 g/L), sulfato de magnésio (0.25 g/L), extrato de levedura
(2 g/L) e peptona (1 g/L) (Dowe e McMillan, 2001; Gouveia et al., 2010). A biomassa microbiana
inoculada foi equivalente a densidade 6ptica de 2.0 em A de 600 nm, acondicionado a 200 rpm, a 42
°C, durante 60 h. Todas as determina¢des foram realizadas em duplicata.

2.5. Métodos analiticos

As amostras foram centrifugadas e filtradas para quantificacdo dos carboidratos e etanol. A
separagdo cromatografica foi realizada utilizando a coluna Metacarb 87 H (300x7.8 mm, Varian,
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USA) sob a seguinte condic¢des: fase movel 5 uM H,SOy, fluxo de 0.7 mL/min e temperatura da
coluna de 60 °C. O CLAE usado foi da Jasco (Jasco, Japan).

As conversdes de glicose e etanol foram realizadas de acordo com Dowe e McMillan (2001).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior conversdo de glicose ocorreu em fibra de coco maduro pré-tratada pelo processo
hidrotérmico catalisado com hidréxido de sédio (84.49 %), seguido pela fibra de coco maduro pré-
tratada por peréxido de hidrogénio seguido de hidréxido de sédio (82.31 %), cactos pré-tratado por
organosolv (80.61 %) e casca de coco verde pré-tratada por autohidrélise (75.66 %) (Figura 1 e 2).

A SSF foi realizada pela S. cerevisiae sob a fibra de coco maduro pré-tratada pelo processo
hidrotérmico catalisado com hidréxido de sdédio, a qual apresentou maior conversdo em glicose
durante a hidrélise enzimadtica, resultou em producao e rendimento de etanol de 25.83 g/L e 0.46 g/g
(Figura 3 e Tabela 2). Esses resultados s@o similares aos citados na literatura, dessa forma, essa
linhagem possui elevado potencial fermentativo em elevada temperatura, sem perder a capacidade
floculante. Ruiz et al. (2012), cultivaram essa linhagem a 45 °C sob palha de trigo pré-tratada e
resultou em producgdo de etanol de 14.85 g/L (82.4 % de etanol tedrico).

A temperatura € um fator crucial para o processo SSF, sendo necessaria a combinagdo entre as
temperaturas 6timas da hidrélise enzimética e do processo fermentativo (Ruiz et al., 2012), além da
temperatura afetar diretamente a ecologia microbiana e as reagcdes bioquimicas da levedura (Torija et
al., 2003). Neste contexto, os resultados obtidos pela S. cerevisiae demonstram a vantagem de utiliza-
la em processos fermentativos, principalmente por ser uma levedura floculante e termotolerante.
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Figura 3. Perfil cinético da fermentacio de S. cerevisiae CAll sob a fibra de coco
maduro pré-tratada hidrotermicamente catalisada por hidroxido de sédio usando SSF.
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Tabela 1. Parametros cinéticos da fermentacao de S. cerevisiae CA11 sob a fibra de coco
maduro pré-tratada hidrotermicamente catalisada por hidréoxido de sédio usando SSF

Pré-tratame nto Yx/s Etanol
Rendimento (%) Producio (g/L) Produtividade (g/L/h)
Hidrotérmico catalisado com hidréoxido de s6dio  0.46 89.79 25.83 0.43
4. CONCLUSAO

Os pré-tratamentos realizados nos materiais lignocelulésicos possibilitaram significativas
conversdes desses materiais em glicose durante a hidrélise enzimética.

A possibilidade de utilizar inimeras matérias-primas para a producdo de etanol por SSF
demanda busca por micro-organismos termotolerantes, que, além da possibilidade de flocularem no
término do processo fermentativo apresentam resiliéncia aos compostos inibitérios, tanto oriundos do
material lignoceluldsico, quanto do etanol produzido. E, em principio, a S. cerevisiae CA11 apresenta
essas caracteristicas.
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