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Titulo do projeto de iniciacio cientifica:
Investigacdo da adaptabilidade da levedura Saccharomyces cerevisiae aos inibidores do

pré-tratamento do bagaco de cana-de-agtcar.

Resumo: No processo de producdo de etanol a partir de material lignoceluldsico ha
formacao de subprodutos de efeito inibitério aos micro-organismos na etapa de conversao
de agucares a etanol. Os principais subprodutos inibidores sdo acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF). Segundo Taherzadeh (1999) os dois principais inibidores
furanos citados sdo formados pela decomposicdo de pentoses e hexose devido a
desidratacdo por catalise acida durante a etapa de pré-tratamento e sua formacio
depende da temperatura e da concentracdo de acidos empregados. O acido acético é
formado durante a hidroélise do grupo acetil da hemicelulose, segundo Lawford e Rousseau
(1993), citado por Taherzadeh (1999). Os principais efeitos inibitérios produzidos pelo
furfural (ROSSELL, 2006) nas leveduras sdo: diminui¢do da taxa especifica de crescimento;
diminuicdo da produtividade volumétrica ou especifica de etanol; e reducio de sintese de

biomassa.

A justificativa do projeto é a necessidade de analisar a capacidade adaptativa do micro-
organismo aos inibidores como acido acético, furfural e hidroximetilfurfural em um
quimiostato, que é essencialmente um biorreator continuo controlado com limitacido de
substrato e sob condicdes de temperatura, pH, oxigénio dissolvido constantes.
Esclarecendo-se a capacidade adaptativa do micro-organismo por meio da determinac¢ao
da velocidade maxima especifica e os fatores de conversdao de substrato em células e
produtos, serd possivel configurar o processo de fermentagcdo alcodlica com licor
hidrolisado celulésico de bagaco de cana-de-acicar de forma a mitigar os efeitos
inibitérios dos compostos gerados na etapa de pré-tratamento do material lignocelulésico.
Esse projeto sera desenvolvido no Laboratério de Desenvolvimento de Bioprocessos,
especificadamente no Laboratério de Fermentacdo Alcodlica do CTBE. O projeto
contribuird para o desenvolvimento do processo de etanol de segunda geracdo a partir de

bagaco de cana-de-agucar.



O CTBE contribuira na formagdo académica da aluna de graduacdo de engenharia quimica
da Unicamp através da aplicacdo pratica de conhecimento de bioquimica industrial,
reacdes bioquimicas, reatores continuos e desenvolvimento experimental de pesquisa

cientifica.

Objetivo principal: é investigar as faixas de concentracao de furfural e dcido acético que
as leveduras Saccharomyces cerevisiae sio capazes de se adaptar ou tolerar, sem

detrimento da taxa de manutencao celular e conversao a etanol.

Os demais objetivos sdo avaliar o efeito inibitério em frascos erlenmeyer para determinar
a concentracdo inibitéria; montagem do biorreator continuo em um fermentador New
Brunswick Bioflo 115 de 2 L; e avaliar comparativamente a cinética da levedura adaptada
para a producdo de etanol em composicdo similar ao licor de hidrdlise a partir de bagaco

de cana de agucar.

Metodologia: Inicialmente o micro-organismo sera repicado por meio da transferéncia de
uma alcada de uma cultura estoque armazenado refrigerada em nitrogénio liquido, para
um slant ou placas de cultivo contendo YPD agar composto por 1,5% de agar-agar, 1,0% de
levedura, 2,0% de peptona de caseina e 2,0% de glicose e serd incubado em estufa
bacteriolégica a 33°C durante 48 horas. Em seguida, o micro-organismo sera reativado em
um meio liquido contendo 1,0% de levedura, 2,0% de peptona de caseina e 2,0% de
glicose e sera incubado em um incubador orbital a 250 rpm e 33°C por 24 horas. Em
seguida esse inoculo sera centrifugado em uma centrifuga de chio a 8.000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante sera descartado e o inoculo resuspenso em agua estéril. Em
seguida o inoculo sera transferido ao biorreator que contém um meio definido com 5,0 g/L
de ureia, 0,003 g/ L de tiamina, 20,0 g/ L de glicose, 5,0 g/ L de KH2P04, 1,0 g/ L de KCl,
1,0 g/ L CaCI2.H20, 1,0 mL/ L de oligoelementos, 5,0 g/ L de extrato de levedura. Apés um
determinado periodo de tempo inicia-se a alimentacdo e retira de meio e produto,
respectivamente na razdo de taxa de diluicio em torno de 0,1 h-l. O meio alimentado
contera uma concentracdo conhecida do inibidor em estudo. Serd mantido nessa
configuracdo até aproximadamente 250 geracdes e durante esse periodo havera retiradas
de amostras para avaliacdo microbioldgica e para andlise de agucares, etanol, acido
acético, glicerol e furfural. Para a avaliacdo cinética de producio de etanol, sera transferida

uma aliquota do micro-organismo do biorreator para frascos Erlenmeyer com meio



contendo o inibidor em estudo e outro contendo meio sem inibidor e serdo incubados em

shaker orbital a 33°C e 150 rpm por 12 horas.

Em relacio a cepa de levedura, sera utilizada uma cepa de levedura da usina Santa Adélia
gentilmente cedida pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp. Essa cepa de levedura tem sido repicada

periodicamente e mantida refrigerada em nitrogénio liquido.

Durante os repiques serao realizados analises em microscopio para verificar a presenca e
crescimento das leveduras por meio da coleta de uma al¢ada da colénia seguida de uma
diluicdo prévia para ser transferida a uma lamina. A determinacido de células viaveis,
brotamento e morte serdo realizados pelo método de contagem em cdmara de Neubauer e
corante azul de metileno com o auxilio de um microscépico 6tico. Para determinacgdo da
concentragdo celular por andlise gravimétrica em que um volume conhecido sera
centrifugado por 3 minutos a 10.000 rpm, a fase liquida sera descartada e a fase soélida
contendo células serd lavada com agua Milli-Q e centrifugada por duas vezes, e em seguida
as células serdo secas em estufa a 80°C até obter massa constante. Os agucares, acidos,

etanol, glicerol e furfural serdo determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Resultados esperados: Determinacdo de parametros cinéticos em funcdo da variacdo do
nimero de geracdes do micro-organismo do processo desenvolvido no quimiostato e
determinacdo dos fatores de conversdo de substrato em produto nos testes de
fermentacdo alcodlica em frascos Erlenmeyer. Espera-se que com esses dados concluir se

ha um processo adaptativo do micro-organismo aos inibidores avaliados.



