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Resumo

BETANCUR, Gabriel Jaime Vargas. Otimizacao do pré-tratamento acido de
bagaco de cana-de-aclUcar e avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado
hemicelulésico para a producdo de etanol de segunda geracdo. Tese de
Doutorado. Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2010.

Orientador: Nei Pereira Jr.

O bagago de cana, material lignocelul6ésico, €& produzido em grandes
quantidades no Brasil e representa uma importante fonte de aclcares fermentaveis
como xilose e glicose para a producdo de etanol de segunda geracdo, caso sejam
aplicadas técnicas para o fracionamento da biomassa em seus principais
componentes. Neste trabalho objetivou-se otimizar as condi¢cbes para o pré-
tratamento com acido diluido do bagaco de cana-de-acgUcar visando a obtencédo de
um hidrolisado hemicelulésico que permitisse a producdo eficiente de etanol.
Inicialmente, a técnica para a realizacdo do pré-tratamento foi aperfeicoada e a
influéncia do tamanho de particula estabelecida. Aplicando métodos de planejamento
experimental e de otimizacdo simultdnea de multiplas variaveis, através da funcéo
desirability, encontrou-se uma relacéo solido:liquido de 1:2,8 (1 g de bagaco:2,8 mL
de solucdo de acido sulfurico 1% v/v) e temperatura de 121°C durante 27 min, como
as condi¢cdes que maximizaram simultaneamente a eficiéncia do pré-tratamento
(60%) e a concentracao de xilose no hidrolisado (50,1 g/L). Estas mesmas condicdes
permitiram também minimizar as concentra¢cdes de furfural (0,55 g/L),
hidroximetilfurfural (0,09 g/L), acido acético (6,04 g/L) e compostos fendlicos (1,18
mg/L). A fermentacdo deste hidrolisado, utilizando uma linhagem floculante da
levedura Pichia stipitis, permitiu atingir a maximiza relacdo etanol/xilitol (6,7 g/9g),
obtendo-se uma concentracdo final de etanol de 19 g/L, e reduzir o tempo de
fermentacdo do hidrolisado de 60 para 40 horas. Adicionalmente, foi determinada a
tolerancia méxima ao etanol para esta levedura (60 g/L), quando utilizada xilose
como fonte de carbono, assim como sua capacidade na co-fermentacdo de misturas
Xilose-glicose. O uso de hidrolisado hemicelulésico fermentado como diluente para a
realizacdo do processo de fermentacdo e sacarificacdo simultdnea (SSF) de celulose
utilizando um preparado enzimatico comercial (Multifect CX - Genencor) e a levedura
Saccharomyces cerevisiae, resultou em uma concentracdo final de etanol de

aproximadamente 59,5 g/L, sinalizando o alto potencial desta estratégia tecnoldgica.



Abstract

BETANCUR, Gabriel Jaime Vargas. Optimization of the acid pretreatment of
sugar cane bagasse and evaluation of the hemicellulosic hydrolysate
fermentability for second generation ethanol production. D.Sc. These.
Chemical High School, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Supervisor: Nei Pereira Jr.

Sugarcane bagasse, a lignocellulosic feedstock, is produced in great amounts in
Brazil and represents an important source of sugars, such as xylose and glucose,
for the production of second generation ethanol, if techniques for the selective
biomass fractionation into its main components are applied. This work aimed at
optimizing the diluted acid pretreatment of sugar cane bagasse in order to obtain
obtaining a hemicellulosic hydrolysate that would allow efficient ethanol
production. Initially, the pretreatment methodology was improved, as well as the
particle size influence on the process was established. Using experimental design
techniques and simultaneous optimization for several response variables,
through the desirability function, it was possible to establish a solid:liquid ratio of
1:2.8 (1g of bagasse:2.8 mL of sulfuric acid solution 1.0% v/v), a temperature of
121°C, and time of exposure of 27 min, as the conditions to maximize
simultaneously the pretreatment yield (60%) and the xylose concentration (50.1
g/L). These same conditions also allowed minimizing the concentration of furfural
(0.55 g/L), hydroxymethylfurfural (0.09 g/L), acetic acid (6.04 g/L) and phenolic
compounds (1.18 mg/L). The fermentation of the generated hydrolysate in
optimum conditions by a flocculating strain of Pichia stipitis resulted in the
highest ethanol/xylitol ratio (6.7g/g), a final ethanol concentration of 19 g/L and
the reduction of the fermentation time from 60 hour to 40 hour. Additionally,
both the maximum ethanol tolerance of this yeast (60 g/L), when xylose was
used as sole carbon source, as well as its capacity for co-fermenting glucose and
xylose were determined. The use of fermented hemicellulosic hydrolysate as
diluent to perform the simultaneous saccharification and fermentation (SSF)
process of the cellulose component was also investigated. For this strategy, the
system was loaded with a commercial cellulase preparation (Multifect CX-
Genencor), which was inoculated with Saccharomyces cerevisiae cells, resulting
in a final ethanol concentration of 59.5 g/L, and indicating the high potential of

this strategy.
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CAPITULO 1

1. APRESENTACAO DO TEMA DE TESE

O desenvolvimento tecnolégico, intrinseco a histéria da humanidade, tem
levado ao inevitavel aumento expressivo da demanda por energia que nao tem
sido acompanhado pela oferta da mesma, gerando uma diminui¢ao acelerada das
reservas energéticas tradicionais, principalmente das reservas de petréleo ao
ponto de inviabilizar o desenvolvimento sustentavel de nacfes em crescimento.
Adicionalmente, o uso indiscriminado de combustiveis fésseis tem contribuido
para o aumento na poluicdo atmosférica, relacionada com o grave problema de
aquecimento global que atinge o nosso planeta. Estes fatos tém se tornado cada
vez mais importantes no mundo, afetando tanto as questSes ambientais,
econdmicas, e outras que envolvem a seguranca mundial e as politicas de
producao e comercializacdo do petréleo e seus derivados.

Diante dessa problematica, tem-se apresentado um crescente interesse
por fontes alternativas de energia, destacando-se o0s empreendimentos
realizados pelo Brasil e Estados Unidos no desenvolvimento de projetos para a
producdo do biocombustivel etanol com base em residuos agroindustriais
oriundos da cana-de-acucar e do milho, respectivamente. Atrelados a esse
interesse pelo etanol encontram-se: a industria automobilistica, com vendas

crescentes de veiculos movidos a etanol e tipo “FLEX” (utilizam qualquer mistura

Gabriel J. Vargas Betancur



etanol:gasolina); os governos, com diversas regulamentacdes que aumentam
gradativamente o teor de etanol em gasolina; e a indUstria de biotecnologia, com
enzimas e microrganismos cada vez mais eficientes e visando diminuir o seu
custo. A sinergia criada entre esses setores vem aumentando acentuadamente a
demanda por novas tecnologias para producéao, consumo e
pesquisa/desenvolvimento na area dos biocombustiveis.

Os atuais projetos de investigacdo, relacionados com a producdo de
etanol, objetivam o desenvolvimento de processos que permitam o0
aproveitamento eficiente de residuos lignoceluldsicos, matéria-prima abundante
e de baixo custo, em processos caracterizados por apresentarem produtividades
iguais ou superiores aquelas dos processos existentes.

Especificamente no Brasil, atualmente o segundo maior produtor mundial
de etanol, sdo gerados anualmente como sub-produto da moagem de cana-de-
aclcar, aproximadamente, 166 milhdes de toneladas de bagaco de cana sendo a
maior parte utilizada para geracdo de vapor e eletricidade. Porém, entre 10 a
15% do bagaco nédo possuem destinacdo apropriada e € considerado como
residuo (FAIRBANKS, 2003; LAMONICA, 2005; MAPA, 2010). Além disso,
empresas especializadas no desenvolvimento de equipamentos para usinas
produtoras de etanol asseguram que, com a implementacdo de estratégias de
integracao energética e o uso de caldeiras de ultima geracdo, o excedente do
bagaco poderia atingir a marca de 78% (FAIRBANKS, 2003).

O bagaco de cana apresenta-se, entdo, como um dos materiais
lignoceluldsicos com maior potencial para producao de etanol e outros produtos
de interesse, dentro do conceito denominado de “Biomass Refinery” ou
“Biorrefinaria”. Este conceito baseia-se na separacdo seletiva das fracdes do
material lignocelulésico de acordo com suas caracteristicas quimicas e/ou dos
produtos desejados a serem obtidos. Direcionados por esse conceito, pode-se
afirmar que a hemicelulose e a celulose, principais fracdes estruturais do bagaco
de cana, representam uma fonte potencial de xilose e glicose, respectivamente.
Porém, a obtencéo desses aclcares requer a aplicacdo de técnicas que permitam
a sua extracao seletiva.

No caso da disponibilizacdo seletiva de xilose, a partir da fracao
hemicelulésica do bagaco de cana, sao utilizadas diferentes metodologias para

sua geracao, entre as quais se destaca o pré-tratamento acido. Com a aplicacédo
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dessa metodologia, embora eficiente, sdo obtidos hidrolisados que apresentam
niveis de toxicidade prejudiciais a fermentacéo por leveduras.

A presente pesquisa de doutorado teve como objetivo geral a otimizacao
do pré-tratamento com acido diluido do bagaco de cana-de-acucar visando a
obtencdo de um hidrolisado prontamente fermentavel para a producado de etanol
a partir do aproveitamento da xilose. A pesquisa insere-se nos estudos
desenvolvidos nos Laboratérios de Desenvolvimento de Bioprocessos da Escola
de Quimica da UFRJ, coordenados pelo professor Nei Pereira Jr., direcionados ao
aproveitamento integral do bagac¢o de cana por via biotecnolégica.

Este texto esta estruturado em seis capitulos e duas secdes finais, na
primeira parte listam-se todas as referéncias bibliograficas consultadas e na
ultima apresentam-se, como anexos, 0s artigos publicados em periédicos
indexados em bases internacionais.

ApéGs este capitulo, de cunho introdutério, discorre-se sobre a revisao
bibliografica (Capitulo 2) desta tematica, na qual é contextualizada a
problematica energética e a insercdo, cada vez maior, dos biocombustiveis na
matriz energética mundial. Dentre os biocombustiveis, destaca-se o bioetanal,
que ja se constitui em realidade industrial, tendo as suas metodologias de
producdo a partir de matérias-primas sacarineas (Brasil) e amilaceas ja bem
estabelecidas e mostra-se como a producdo a partir de materiais
lignocelul6sicos, etanol de segunda geracdo, é uma das tendéncias mais
promissoras para desenvolvimento tecnoldgico sob diferentes concepcdes.
Adicionalmente, estabelece-se a composicdo quimica e caracteristicas dos
materiais lignocelulécos, ressaltando-se os residuos agricolas, agroindustriais e
florestais.

Na sequéncia, o Capitulo 3 define o objetivo geral e os especificos, bem
como as justificativas para a consecucéo do presente trabalho.

O Capitulo 4 descreve o0s materiais e métodos empregados para a
realizacdo deste trabalho, aprofundando-se nas técnicas aplicadas e melhoradas
para o pré-tratamento acido, os planejamentos experimentais utilizados,
equipamentos e sistemas empregados na realizacdo dos experimentos e as
metodologias analiticas desenvolvidas para quantificar todas as variaveis de
respostas escolhidas para cada etapa da pesquisa.

Os resultados e discussfes sdo apresentados no Capitulo 5, comecando

com o aprimoramento da técnica de mistura do bagaco de cana, e suas
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caracteristicas granulométricas, com solucdo acida. Posteriormente, determinam-
se as condi¢cdes do pré-tratamento acido que maximizam a concentracao de
xilose e a eficiéncia da hidrdlise e minimizam a concentracdo de inibidores para
se obter hidrolisados com alta fermentabilidade. Apresentam-se, também, as
fermentacbes realizadas para quantificar o potencial dos hidrolisados e a
levedura Pichia stipitis na fermentacao alcodlica e abordam-se experimentos de
co-fermentacdo de misturas xilose-glicose, provenientes das fracOes
polissacarideas do bagaco. Adicionalmente, sdo relatados os resultados dos
experimentos relacionados com a fermentacdo sequencial de xilose proveniente
de hemicelulose, utilizando Pichia stipitis, e glicose proveniente de celulose,
utilizando Saccharomyces cerevisiae.

Finalmente, as conclusbes e sugestbes contidas no Capitulo 6, indicam o
avanco decorrente do desenvolvimento deste trabalho no aproveitamento da
fracdo hemicelulésica do bagaco de cana para a producédo de etanol de segunda
geracdo, bem como sinalizam-se questdes para o desenvolvimento de trabalhos
futuros.

Com o desenvolvimento desta tese foi possivel publicar dois artigos em
periédicos indexados, depositar uma patente em conjunto com a PETROBRAS e
apresentar diversos trabalhos completos em eventos cientificos e tecnoldgicos,
tanto relacionados diretamente com o conteddo deste trabalho quanto aplicacfes
decorrentes desta pesquisa em estudos com outros materiais lignoceluldsicos,

como os relacionados a seguir:

Artigos em periddicos indexados:

Gabriel J. Vargas Betancur & Nei Pereira Jr. (2010) Sugar Cane Bagasse as
Feedstock for Second Generation Ethanol Production. Part 1: Diluted Acid
Pretreatment Optimization. Electronic Journal of Biotechnology, in press.

Gabriel J. Vargas Betancur & Nei Pereira Jr. (2010) Sugar Cane Bagasse as

Feedstock for Second Generation Ethanol Production. Part Il: Hemicellulose
Hydrolysate Fermentability. Electronic Journal of Biotechnology, in press.

Patente depositada:

Lidia Maria Melo Sant anna, Nei Pereira Junior, Gabriel Jaime Vargas
Betancur, Juliana Vaz Bevilaqua, Absai da Conceicdo Gomez, Emerson Pires
Menezes (2007) Processo de Producdo de Etanol a Partir do Hidrolisado da
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Fracdo Hemicelulésica do Bagaco de Cana-de-acucar em Reator Tipo Prensa.
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual, Pl 0505299-8A.

Trabalhos completos em congressos:

G. J. V. Betancur; A. S. Lima; P. G. De melo; A. S. Dos santos, N. Pereira Jr.
(2006) Otimizacdo da Hidrolise Acida da Fracdo Hemicelulosica do Bagaco de
Cana Visando a Obtencdo de Hidrolisados com Alto Conteudo de Xilose para
Producdo de Etanol por Via Biotecnoldgica. Anais: XVI Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica, pp. 893-900

P. G. de Melo; A. S. Lima; G. J. V. Betancur; N. Pereira Jr (2006) Aumento na
Eficiéncia da Fermentacdo Alcodlica de Hidrolisado Hemicelulésico de Bagacgo de
Cana nado Destoxificado por Implementacdo de Propagacdo Celular Sequencial,
Anais: XVI Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, pp. 2713-2719

M. P. Vasquez, G. J. Vargas, J. N. Silva, P. G. Melo; M. B. Souza Jr., N. Pereira
Jr. (2006) Evaluaciéon del Potencial Biotecnoldgico del Follaje de Cafia de Azucar
Para la Produccion de Etanol. Anais: XXIlI Congreso Latinoamericano de
Ingenieria Quimica, cddigo 27-006 (179) 16 p.

Gabriel Jaime Vargas Betancur & Nei Pereira Jr. (2007) Aproveitamento de
Biomassas Residuais para Producdo de Etanol: Materiais Lignocelulésicos. XI
IFNOPAP, 28 a 30 de junho, Ponta de Pedras (PA). Anais.

Gabriel Vargas Betancur, Patrycia Garcia de Melo & Nei Pereira Jr. (2007)
Hidrdlise Acida da Hemicelulose de Bagaco de Cana: Influéncia da Acidez e a da
Relacdao Sdlido:Liquido. Anais: XVI Simpdsio Brasileiro de Bioprocessos, cédigo
PFEO519, 8 p.

Gabriel J. Vargas Betancur, Felipe Peres Oliveira, Neumara Luci Conceicao
Silva, Nei Pereira Jr. (2009) Optimization of the Diluted Acid Pretreatment of
Sugarcane Bagasse at High Solid:Liquid Ratio for Ethanol Production from the
Hemicellulosic Hydrolysated by Pichia stipitis. Anais: IX Simpésio de Hidroélise
Enzimatica de Biomassas.

Patrycia G. de Melo, Kelly C. N. R. Pedro, Gabriel Vargas Betancur, Nei Pereira
Jr. (2009) Avaliacdo do Potencial Biotecnoldégico de Palha de Cana-de-AcuUcar
para a Producdo de Etanol de Segunda Geracdo. Anais: IX Simpdsio de Hidrélise
Enzimatica de Biomassas.

Felipe Peres Oliveira, Ludymilla Bastos Rocha de Souza, Gabriel Jaime Vargas
Betancur, Nei Pereira Jr. (2009) Avaliacdo da Evolucdo Direcionada no
Desempenho da Linhagem Pichia stipitis na Fermentacdo Alcodlica de
Hidrolisados Hemicelulésicos de Bagaco de Cana. Anais: IX Simpdésio de Hidrélise
Enzimatica de Biomassas.
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CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo brevemente apresentados alguns aspectos tedricos
referentes a tematica abordada: o etanol, a demanda energética e o futuro dos
combustiveis fdsseis. Adicionalmente, sao destacados aspectos referentes ao
bagaco de cana como matéria-prima para a producao de etanol e sua utilizacao
para a obtencdo de hidrolisados com alto conteldo de xilose, assim como
algumas caracteristicas relevantes ao processo de aproveitamento do material

lignoceluldsico.
2.1 ENERGIA E DESENVOLVIMENTO

O rapido crescimento populacional atrelado ao desenvolvimento
industrial tem aumentado aceleradamente a demanda mundial por energia e,
consequentemente, por fontes alternativas ambientalmente mais amigaveis
(NAIK et al., 2010). Atualmente, a maior parte da energia consumida no mundo
provém de fontes ndo renovaveis (carvao, 6leo, gas natural e principalmente
petréleo), como observado na Figura 2.1, as quais poderdo ser esgotadas

rapidamente se nao for racionalizado seu uso (SAXENA et al., 2007). Esta
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problematica ja ocasiona uma grande instabilidade no mercado destas fontes.
Como exemplo, pode-se destacar a previsdo de uma total deplecdo do petrdleo
nos préximos 40 anos (ODAC, 2007 Apud PEREIRA Jr. et al. 2008), e as fortes
variagdes no precgo internacional do barril que no periodo entre julho e dezembro
de 2008 oscilou entre US$137,11 e US$34,57, encontrando-se atualmente em
torno dos US$ 75 e tendo como previsao retornar a valores acima dos US$100
nos proximos anos (PEREIRA et al., 2008; EIA, 2010).

. .. . __ Outras fontes
| Hidrelétrica renovaveis
Nuclear 204
7% ° 1%

Biomassa
11%

Petréleo
35%

Gas Natural .
21% Carvao mineral

23%

Figura 2.1 Matriz energética mundial
Fonte: MAPA (2009)

Adicionalmente, a queima de combustiveis fésseis, para a obtencdo de
energia, emite uma grande quantidade de gases para a atmosfera, entre os
quais é majoritario o CO,, que vem deteriorando o meio ambiente e é apontado
como o principal responsavel pelo aquecimento global. Como uma resposta a
todas estas problematicas, existem iniciativas que visam a reducdo na emissdo
de gases geradores do efeito estufa, entre as quais se destaca o Tratado de
Kyoto, o qual definiu mecanismos e limites para a reducao nas emissodes e criou
um mercado que permite aos paises geradores a compra de “créditos de
carbono” dos paises que consigam reduzir suas emissdoes (PEREIRA Jr., et al.
2008; NAIK et al., 2010).

Sob este contexto econdmico e ambiental pode-se afirmar que a
producdo energética mundial deverd ser direcionada ao aumento na utilizacdo de
fontes renovaveis de energia, entre as quais se destaca a utilizacdo de
biomassas mediante diferentes tecnologias, algumas ainda em desenvolvimento,
apresentando vantagens como (SAXENA et al., 2007; NAIK et al., 2010):
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v Permitir a valorizacdo de materiais considerados como residuos;

Vv Sao fontes renovaveis, potencialmente sustentaveis e com menores
danos ao meio ambiente;

Vv Existe uma enorme diversidade de biomassas, o que oferece novas
oportunidades de desenvolvimento;

v Uma grande parte das biomassas sao consideradas produtos
indesejados e sua utilizacao reduziria, significativamente, o tratamento
de efluentes e de residuos;

Vv A combustdo de biomassas gera quantidades insignificantes de dioxido
de enxofre e, consequentemente, pouco contribui para geragcao de
chuva acida;

Vv A geracdo de cinzas pela combustdao de biomassas é menor a reportada
para o carvao e, adicionalmente, estas cinzas podem ser utilizadas
como adubo em cultivos agricolas;

Vv Possuem um preco baixo e, sendo produtos domésticos, dependem
menos de taxacoes e flutuagdes dos mercados mundiais;

Vv Sua utilizacao sinaliza uma alternativa para prevenir e remediar o
aumento nas emissdes de didoxido de carbono, ndo contribuindo
significativamente ao aquecimento global;

Vv Favorecer a reducao da pressdao sobre as reservas naturais.

Dentre as biomassas podem ser contemplados todos os sdlidos de carater
bioldgico gerados em processos naturais ou atropogénicos, o0s quais
compreendem: madeiras e residuos madeireiros, ervas, residuos agricolas e
agroindustriais, plantas aquaticas e algas, residuos animais, residuos da
fabricacao de alimentos, entre outros (DEMIRBAS et al., 2009; VASSILEV, et al.,
2010). Estima-se que no mundo sao produzidas ao redor de 100 bilhOes de
toneladas de biomassas (base seca) provenientes do uso da terra e 50 bilhdes de
toneladas de biomassas de origem aquatica (NAIK et al., 2010).

As biomassas de carater lignoceluldsico destacam-se por corresponderem,
aproximadamente, aos 50% das existentes. Para se ter uma idéia da abundancia
destes materiais pode-se ressaltar residuos como a palha de arroz, o bagaco de
cana e a palha de trigo, os quais sdao gerados, mundialmente, na ordem dos 750,
400 e 300 milhdes de toneladas por ano, respectivamente (PEREIRA, 2006).

Neste cenario, o numero de pesquisas desenvolvidas para o

aproveitamento de materiais lignoceluldsicos tem aumentado aceleradamente,
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visando substituir matérias-primas fdsseis por renovaveis, como uma das
principais tendéncias da biotecnologia dentro do conceito de Biorrefinaria.
Consegue-se assim, dar um carater de matéria prima valiosa a um material
tradicionalmente descartado (SUN & CHENG, 2002; PEREIRA Jr. et al., 2008).
Adicionalmente, existem esforcos focados na modificacdo genética de plantas,
com o objetivo de facilitar o aproveitamento dos componentes basicos da parede

celular para a obtencao de produtos de interesse industrial (MANSFIELD, 2009).

2.2 O ETANOL

O etanol é um liquido incolor e volatil, de odor ardente caracteristico,
facilmente inflamavel, de chama azulada que ndo gera fuligem, e muito
higroscdpico; sua pureza habitualmente é medida por grau Gay Lussac!. No
estado desidratado é perfeitamente miscivel com substdncias orgénicas ou
minerais como ésteres, carburantes e acetonas entre outros. Outras
caracteristicas desta substancia encontram-se sumarizadas na Tabela 2.1
(SOMAVILLA & GOMES NETO, 2005).

Tabela 2.1 Caracteristicas do etanol

Férmula molecular CH5CH,0OH
Massa molecular 46 u.m.a.
Massa especifica (20°C) 0,7894 g/mL
(15°C) 0,7942 g/mL
Densidade API 47,1
indice de refracdo (20°C) 1,3619
Temperatura de ebulicao (1 atm) 78,32°C
Temperatura de fusdo (1 atm) -117,22°C
Temperatura de inflamagao 12°C
Limite de estabilidade 300°C
Tensao de vapores (0°C) 12,00 mmHg
(20°C) 44,00 mmHg
Calor latente 921096,00 J/kg
Octanagem aparente (ASTM) 99
Indice de cetano aparente 10
Razdo ar:combustivel 9,0:1

Adaptado de SOMAVILLA & GOMES NETO (2005)

! Quantidade em mililitros de alcool absoluto contida em 100 mililitros de mistura hidro-alcodlica.
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2.2.1 Aplicacdes do etanol

O etanol foi, inicialmente, utilizado para a producdao de bebidas alcodlicas,
vinagres e conservas. Atualmente, é aplicado na industria de farmacos, perfumes
e cosméticos; na fabricacdo de corantes e vernizes, materiais explosivos, seda
artificial e materiais plasticos, além da sua aplicagdo como matéria-prima de
produtos da quimica fina. O etanol é utilizado, também, em iluminacdo e
aquecimento; na producdao de éter para misturas com carburantes e na
fabricacdo de borracha sintética (CRUEGER & CRUEGER, 1993).

No entanto, sendo o etanol uma fonte liquida de energia facilmente
estocavel, com alto conteldo de oxigénio (35%) e combustdo limpa, tem seu
maior potencial de aplicacdo na area dos combustiveis, sendo utilizado como
substituto da gasolina, como aditivo da mesma e/ou como insumo na produgao
de biodiesel (CRUEGER & CRUEGER, 1993; SOMAVILLA & GOMES NETO, 2005).

Como outra possivel aplicacdo, pesquisas estdao sendo desenvolvidas
visando a utilizacdo do etanol como fonte de hidrogénio para sua aplicacdo nas
denominadas células a combustivel, aproveitando sua relacao
carbono/hidrogénio, com alto teor de hidrogénio (uma relacdo de 6 atomos de
hidrogénio para cada 2 atomos de carbono, ou seja 1:3) e vantagens quanto a
guestdes ambientais e de manipulagao que o etanol apresenta sobre o metano,
gue é a substancia com a melhor relagcdo carbono/hidrogénio (1:4) (SOMAVILLA
& GOMES NETO, 2005).

Cabe destacar que a utilizacdo de etanol apresenta as seguintes
vantagens:

e E uma substancia que pode ser obtida com alto grau de pureza;

e Facil transporte e estocagem;

e Facilmente miscivel com agua;

e Baixo perigo de explosao;

e Agente desinfetante;

e Facilmente oxidavel;

e Apresenta uma elevada biodegradabilidade;

e Pode ser utilizado como substrato em processos biotecnoldgicos.

Na Figura 2.2 sao apresentadas as aplicagdes mais comuns para o etanol e
alguns dos produtos derivados deste alcool, assim como algumas das

substancias obtidas por meio de biotransformacao microbiana.
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Figura 2.2 Aplicagdes do etanol

2.2.2 Vantagens da insercao do etanol no mercado energético e sua

influéncia no melhoramento do ambiente

A utilizagdo do etanol como combustivel em veiculos leves, assim como
aditivo na gasolina, decorre da necessidade estratégica de reduzir a dependéncia
do setor de transporte por combustiveis fdsseis (SANTOS, 2002). Esta
necessidade torna-se cada vez maior com o aumento progressivo, € em alguns
periodos aumentos excessivos, no preco do petrdleo (EIA, 2010).

Além de ser uma alternativa aos combustiveis fésseis, o alcool hidratado e
a mistura etanol-gasolina apresentam diversas vantagens ambientais. Por
exemplo, quando utilizado como combustivel, comparado a gasolina, ha uma
reducdo nas emissdes de Oxidos de enxofre, CO,, particulados e outras
substancias poluentes como CO, hidrocarbonetos e NOx (SOMAVILLA & GOMES
NETO, 2005; SANTOS, 2000a). Cabe destacar que, no caso de combustao

incompleta, o acetaldeido gerado pelo uso do etanol é menos agressivo para a
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salde humana, e para a natureza, quando comparado ao formaldeido gerado
com a utilizagao da gasolina.

Em matéria ambiental, a utilizacdo do etanol como combustivel permite
uma reducdo do desbalanceamento global no ciclo do carbono, fen6meno gerado
pelo uso dos combustiveis fésseis e, consequentemente, do “efeito estufa”. Esta
reducao no desbalanceamento no ciclo do carbono, explica-se pela absorcao de
CO, atmosférico realizado pelas plantas, fontes de acglcares a serem fermentados
para a obtencao do etanol, durante o processo de fotossintese. Adicionalmente, a
absorcdo de carbono, embora temporaria, pode ser catalogada dentro dos
créditos de carbono previstos no Tratado de Kyoto, tornando-se negocidveis com
paises poluidores (FAIRBANKS, 2003; PEREIRA Jr. et al., 2008; NAIK et al.,
2010). Algumas estimativas indicam que a indlstria canavieira brasileira é
potencialmente responsavel por uma reducdo de 9,5 milhdes de toneladas de
CO, atmosférico, correspondente a 18% das emissdes geradas pela utilizacao
dos combustiveis fdsseis (SOMAVILLA & GOMES NETO, 2005). Porém, a
utilizagao de queimadas durante a colheita, que deve ser reduzida segundo
regulamentacdes governamentais, é ainda muito discutida.

Como mais uma vantagem ambiental, pode-se ressaltar que, no caso de
derramamentos ou vazamentos, o etanol ndo apresenta os enormes prejuizos
ambientais gerados pelos combustiveis fdsseis tradicionais (SOMAVILLA &
GOMES NETO, 2005).

Outra vantagem, ao se comparar o etanol com combustiveis derivados do
petréleo, é a possibilidade de producdo local. Em outras palavras, o etanol pode
ser produzido onde for necessario, utilizando materiais agroindustriais
caracteristicos de cada lugar, enquanto o petrdleo s6 pode ser extraido de
lugares especificos e acaba sendo submetido a diferentes taxacdes para sua
comercializacao (FERREIRA, 2002; LAWRENCE, 2010).

A crescente demanda de etanol, aliada ao rapido crescimento
populacional, aos progressos tecnoldgicos referentes a produgdo, uso e
abastecimento, e as vantagens ambientais numeradas com sua utilizagao, fazem
do etanol um combustivel alternativo com um futuro altamente promissor
(SOMAVILLA & GOMES NETO, 2005; NAIK et al., 2010).

Além disto, o uso de etanol como aditivo da gasolina permitiu a
substituicdo de aditivos quimicos como o chumbo tetraetila, gerador de

poluentes altamente téxicos e precursores de chuva acida; o MTBE (éter metilico
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terc-butilico), ETBE (éter etilico terc-butilico) e o TAME (éter metilico terc-
amilico), que levam ao alto desgaste no motor e a geracao de subprodutos
fortemente prejudiciais para a saude humana. A quantidade de etanol adicionada
a gasolina varia entre 5 e 24% permitindo melhoras no desempenho dos

motores de combustdo interna (NAIK et al., 2010).

2.2.3 Mercado mundial

No ano 2009 foram produzidos, no mundo, 73,9 milhdes de m3 de etanol,
sendo os Estados Unidos e o Brasil os maiores produtores, atualmente
responsaveis por 85% do abastecimento, como pode se verificar na Figura 2.3
(RFA, 2010). Porém, cabe destacar que os custos de produgao de etanol com a
tecnologia brasileira € 39% menor que com a tecnologia norte-americana, devido
a necessidade de etapas mais extensivas para o processamento do milho,
matéria-prima base nos Estados Unidos (FAIRBANKS, 2003; SIMOES, 2006).

Unido China Outros
Européia 3%0 6%6
6%0

Estados
Unidos
50%0

Brasil
35%

Figura 2.3 Participacdo do Brasil na producdao mundial de etanol
Fonte: RFA - Renewable Fuels Association- (2010)

No caso dos outros paises produtores, as estimativas contemplam um
crescimento na producao superior a 100%, magnitude justificada nos aumentos
na demanda provocados pela implantagdao de leis que regulamentaram a adigao
de etanol na gasolina em diferentes regides do mundo. S6 nos EUA estima-se
uma producdo de etanol, para 2015, de 56 milhdes de m*® a partir de fontes
tradicionais (milho) e de 21 milhdes de m> a partir de celulose, enquanto no

Brasil a demanda de etanol, para 2013, deve atingir os 32 milhdes de m?
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(FAIRBANKS, 2003; RFA, 2010; BERG, 2001; AGOCF, 2003; PEREIRA Jr. et al.,
2008; BOIN, 2010).

2.2.4 O contexto brasileiro

2.2.4.1 Uso de etanol como aditivo e combustivel

No Brasil, o uso do AEAC (alcool etilico anidro combustivel) comegou a ser
obrigatdério em toda a gasolina comercializada, numa proporgao de 5% (v/v), a
partir de 1931. A porcentagem utilizada tem sido alterada segundo as politicas
energéticas de cada época e em funcao dos precos internos e externos do
acucar, do etanol e da gasolina. Diferentes estagios relevantes ao uso de etanol
no Brasil encontram-se sumarizados na Tabela 2.2 (SANTOS, 2000a; SCHMIDELL
et al., 2001a, ANFAVEA, 2009).

Tabela 2.2 Periodos relevantes no desenvolvimento do mercado do
etanol no Brasil

Ano Acontecimento

Foi decretada obrigatéria uma proporcao de 5% (v/v) de AEAC
na gasolina

1931

1966 Foi elevado o limite de alcool de 5 para 10% (v/v)

Criacao do programa PROALCOOL visando a utilizacao do

1975 AEHC como substituto da gasolina em veiculos leves

1985 Pesquisas coordenadas pela Petrobras es_tabelecem um
patamar de 22% (v/v) de AEAC na gasolina

1990 Reducdo do patamar do alcool para 13% (v/v) devido a crise

generalizada do setor sucroalcooleiro

1994 Oficializacao de um teor de 22% (v/v) de AEAC na gasolina
1997 O teor foi alterado para 24% (v/v) de AEAC

1999 A porcentagem de AEAC é aumentada para 26% (v/v)

Argumenta-se que os motores a gasolina toleram até 30%
(v/v) de AEAC

Aparecem no mercado veiculos com o sistema tipo “Flex” que
permitem o uso de todas as misturas etanol-gasolina

AEAC (3lcool etilico anidro combustivel)

AEHC (alcool etilico hidratado combustivel)

PROALCOOL (Programa Nacional do Alcool)

2000

2003
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Deve-se destacar que em 1975 foi implantado o Programa Nacional do
Alcool (PROALCOOL) na procura da utilizacdo de fontes energéticas alternativas a
gasolina, fundamentado na possibilidade de ampliacao dos cultivos de cana-de-
aclcar, na sua caracteristica renovavel e na tecnologia existente no pais na
época. Com o PROALCOOL conseguiu-se reduzir o déficit na balanca comercial
brasileira a partir da substituicdo parcial da gasolina, como combustivel em
veiculos leves, por uma fonte nacional renovavel: o alcool etilico hidratado
(AEHC) (GIANNINI, 1997).

Nos ultimos anos, a quantidade de alcool etilico anidro (AEAC) adicionada
a gasolina tem variado entre os 20 e 25% em volume, segundo as necessidades
de reservas e precos do alcool no mercado (SANTOS, 2000b; OLIVEIRA et al.,
2006; ANP, 2010). Além dos aumentos na proporcao do AEAC na gasolina, o
PROALCOOL impulsionou o mercado de veiculos a alcool, principalmente, na
década de 80, quando a producdo destes veiculos superou a producdao de
veiculos a gasolina (Figura 2.4). Porém, com a crise da década de 90, o mercado
de veiculos a alcool diminui, retomando crescimento a partir de 2001. Contudo, a
partir do ano 2003, com o desenvolvimento dos motores tipo “Flex”, que
permitem o uso de misturas etanol-gasolina de qualquer grau, veiculos com este
tipo de motor tornam-se dominadores do mercado, correspondendo ao 85% dos
veiculos leves produzidos em 2009 (Figura 2.4)(ANFAVEA, 2009).

100%

80%-

60%0-

mm Flex Fuel mAlcool m Gasolina

Figura 2.4 Relacdo de produgdo de veiculos no Brasil segundo o tipo de combustivel
Fonte: ANFAVEA (2009)
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2.2.4.2 Aspectos si6cio-econdmicos da implantacdo do alcool combustivel

no Brasil

O desenvolvimento promovido pelo PROALCOOL permitiu ao Brasil
economizar 1,8 bilhdes de ddlares por ano (equivalentes a utilizacdo de 200 mil
barris de gasolina por dia); movimentar uma frota de veiculos movidos a alcool
de 2,5 milhGes de unidades; contribuir com 16% da matriz energética renovavel
do pais; e promover o Brasil como um dos maiores produtores e exportadores de
alcool no mundo (SOMAVILLA & GOMES NETO, 2005; FAIRBANKS, 2003).

Tecnologicamente, o PROALCOOL possibilitou a modernizagao técnica das
usinas de etanol, do sistema de distribuicdo do biocombustivel e do setor agricola
a ele ligado, assim como impulsionou o desenvolvimento dos motores para a
utilizacdo do etanol como combustivel e dos motores Flex Fuel, tornando o Brasil
referéncia mundial (SCHMIDELL et al., 2001b; SOMAVILLA & GOMES NETO,
2005).

Em termos sociais, o setor sucro-alcooleiro ¢ um dos maiores
empregadores do Brasil, com mais de 1,28 milhdes de trabalhadores diretos
(2,15% dos trabalhadores do pais) e cerca de 3,01 milhdes de indiretos,
mantendo mao-de-obra no campo e descentralizando grandes investimentos
(SANTOS, 2002; NEVES et al., 2009).

2.2.4.3 Producéao de etanol no Brasil

A produgao de etanol no Brasil iniciou-se em 1931 com as sobras de
melaco da industria do aglcar, no intuito de ampliar a capacidade produtiva das
usinas. Entre 1939 e 1945, devido a falta de gasolina ocasionada pela guerra,
iniciou-se a producao em larga escala que, posteriormente, foi impulsionada
pelas condicdes dos mercados de petréleo e aglucar, com a implantacdo do
programa PROALCOOL na metade da década dos 70, passando de 700 mil m?
entre 1970 e 1975, para 2,5 milhdes em 1979, alcancando os 27,7 milhdes de
m® na safra 2008/2009, como mostrado na Figura 2.5 (SCHMIDELL et al.,
2001a; MAPA 2009).

Atualmente, estima-se que o setor apresenta uma produtividade de 82
litros de etanol por tonelada de cana, tendo o estado de Sao Paulo como

responsavel por 60% da producao. Mundialmente, o Brasil é o detentor dos
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maiores indices técnicos, econémicos e ambientais na producdao de alcool
(FERREIRA, 2002; ANP, 2010; MAPA, 2009).
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Figura 2.5 Producdo de etanol no Brasil nos ultimos anos
Adaptado de MAPA (2009) e de UNICA (2005).

2.2.4.4 Residuos lignocelulésicos no Brasil

O Brasil, dadas suas caracteristicas agricolas, € um dos paises com maior
potencial para o aproveitamento e desenvolvimento de tecnologias baseadas na
utilizacdo de materiais lignoceluldésicos como matéria prima. Aproximadamente,
350 milhdes de toneladas de residuos agricolas e agroindustriais sdo produzidos
a cada ano no Brasil, originados, principalmente, do cultivo de cana-de-acucar
(que gera como residuo bagaco e palha) e de soja (PEREIRA, 2006).

O cultivo de cana-de-aglucar comecgou no Brasil, no século XVII, com o
intuito de produzir agucar e romper com o monopodlio promovido pela Franga. No
inicio da década de 70, a producao atingiu os 50 milhdes de toneladas e, com a
implantacao do PROALCOOL, este valor quadruplicou no ano de 1985 (MOREIRA
& GOLDEMBERG, 1999). A partir desse ano, a producdao de cana-de-acgucar tem
apresentado um comportamento varidvel em cada safra, com uma tendéncia
global de crescimento, como pode ser observado na Figura 2.6, principalmente
apds 2001, como resposta ao aumento nos precos do petrdleo e o interesse

mundial pelos biocombustiveis.
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MilhGes de Toneladas

Figura 2.6 Produgdo de cana-de-agUcar no Brasil nos ultimos anos
* Valor acumulado até 01/03/2010
Fontes: UNICA (2005) -dados de 1990 a 1993-

MAPA (2010) -dados de 1994 a 2010-

Com a moagem da cana-de-acUcar para a extracdo do suco de cana,
geram-se grandes quantidades de bagaco de cana. Segundo Lamonica (2005),
assim como a palha, o bagaco compde, em média, 28% do peso da cana-de-
acucar, ou seja, a cada tonelada de cana processada, 280 kg de bagaco com
50% de umidade sdo gerados. Este material é atualmente utilizado para a
producdao de vapor e eletricidade, em processos pouco eficientes, devido a
inexisténcia de aplicacbes mais atraentes. Apesar deste uso, entre 10% e 15%
do bagaco é considerado como excedente (residuo) do processo (FAIRBANKS,
2003).

A existéncia de processos de monomerizacgao eficientes, unida a integracao
energética das usinas, que inclui o uso de caldeiras mais eficientes (ja
existentes), e a substituicdo de parte do bagaco queimado por outros materiais,
como palha ou lignina, permitiriam uma disponibilidade de bagaco préxima a
78% do obtido no processo de moagem. Esse maior excedente poderia ser
destinado a etapas de pré-tratamento e, posterior, transformacdo em
substancias de maior interesse, melhorando a produtividade das industrias sem

aumento nas areas de plantio. No caso brasileiro, estima-se que o bagacgo
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excedente, se fosse utilizado para a producao de etanol, permitiria duplicar a
producao no pais (PEREIRA, 2006).

2.2.5 Processos para producéao de etanol

Desde os tempos antigos, o alcool foi produzido por meio de diversos
processos artesanais de fermentacgdao, principalmente, na producao de bebidas
para 0 consumo humano. Posteriormente, com o0 desenvolvimento da
microbiologia industrial, o alcool foi produzido em quantidades que permitiram
seu uso como combustivel e matéria-prima para a obtencao de diversos produtos
quimicos (CRUEGER & CRUEGER, 1993). Assim, atualmente, o etanol € obtido
utilizando-se trés vias: degradativa, fermentativa e sintética, sendo o processo
de fermentacao o mais utilizado por ser mais econdmico (SCHMIDELL et al.,
2001a; NAIK et al., 2010).

2.2.5.1 Etanol de primeira geracao

Atualmente, sdo utilizadas matérias-primas sacarineas e amilaceas, como
o caldo extraido da cana-de-acglucar (no Brasil) ou do amido extraido de milho
(nos Estados Unidos), para a produgao de etanol, denominado de primeira
geracdo, em processos ja consolidados (FAIRBANKS, 2003; MOSIER et al.,
2005a; NAIK et al., 2010). Na Figura 2.7 é apresentado um diagrama de blocos
para a obtencdao de etanol a partir de diferentes matérias-primas, no qual se
podem observar as etapas comuns aos diferentes processos.

Em termos gerais, o processo de bioproducao de etanol pode ser sintetizado
da seguinte forma: a matéria-prima, seja qual for sua origem, é submetida a um
pré-tratamento e adequacdo para a liberagdo de glicidios que sao,
subsequentemente, metabolizados por um agente bioldgico adequado para a
producdo do etanol que, posteriormente, é purificado (MOSIER et al., 2005a;
BON et al., 2008). Esses pré-tratamentos, fisicos, quimicos ou enzimaticos,
dependem do tipo de matéria-prima e do agente bioldgico a ser utilizado. Apds a
degradacdao do substrato, por meio de uma sequéncia de reacdes, o agente
bioldgico é separado do meio fermentado e reaproveitado ou direcionado a
processos de adequacdo para sua disposicao final. O liquido é destilado no intuito

de concentrar o etanol até um nivel determinado ou até o limite possivel, o
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etanol-agua (95,5% etanol). Esse azedétropo ¢é comumente

comercializado como etanol hidratado, sendo possivel a obtencdo de etanol

azeotropo

anidro, por meio de processos de desidratacao como o arraste com ciclohexano
ou o uso de absorventes regeneraveis, utilizado como aditivo da gasolina, entre
outras aplicagdes (MAIORELLA et al., 1983; LEAL, 1998; SOMAVILLA & GOMES
NETO, 2005; BON et al., 2008).
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Figura 2.7 Alternativas para a bioprodugéo de etanol.
Adaptado de PEREIRA Jr. (1991)

Contudo, o etanol de primeira geragao vem sendo criticado por utilizar
produtos agricolas que poderiam ser destinados para alimentagao, pelo possivel
desgaste de solos com a aplicagcdo de mono-cultivo e a dependéncia ao uso de
equipamentos condicionado ao uso de combustiveis fosseis (BON et al., 2008;
NAIK et al., 2010).
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2.2.5.2 Etanol de segunda geracao

As tendéncias atuais sinalizam ao desenvolvimento de tecnologias que
permitam o aproveitamento de residuos agroindustriais como os materiais
lignoceluldsicos para a producado de etanol, e assim se produzir o chamado etanol
de segunda geragao, diminuindo os custos associados as matérias-primas, os
quais podem atingir 2/3 do custo total da producdo, e incrementar os niveis de
produtividade sem a necessidade de aumentar as areas de cultivo. Deste modo,
investiga-se o aproveitamento de biomassas como palhas, bagaco, folhas e
residuos de exploracdo madeireira entre outros, que sdo constituidos por
aclcares que podem ser liberados utilizando diferentes processos fisicos ou
guimicos, sendo esta uma etapa crucial no processo (SCHMIDELL et al., 2001a;
MOSIER et al., 2005a; NAIK et al., 2010).

Para a transformacdo dos materiais lignoceluldsicos tem-se reportado
diferentes concepgoes tecnoldgicas, devido a presenca de diferentes aglcares e a
enorme variagdo na estrutura para cada tipo de material. Quatro estratégias
tém-se destacado, cada uma com diferentes estagios de desenvolvimento e sdo

descritas a seguir.
a) Hidrdlise e fermentacao em etapas separadas

E uma das concepgBes mais antigas e caracteriza-se pela disponibilizacdo
dos aclcares, por via quimica ou enzimatica, em uma etapa separada que
precede a fermentagcao (MOSIER et al., 2005a).

Inicialmente, utilizavam-se agentes quimicos como catalisadores da
hidrdlise total da estrutura (Figura 2.8). No entanto, devido a necessidade de
alta severidade do processo, os hidrolisados gerados possuiam um alto nimero
de compostos inibidores de fermentacao. Neste caso, outras etapas eram
requeridas para destoxificacdo, impossibilitando, assim, a realizagdo da
fermentacdao em forma simultanea ao processo hidrolitico, ou a diluicdo dos
hidrolisados para aumentar sua fermentabilidade. Sob esta concepgao,
atualmente abandonada, o aproveitamento da totalidade dos agucares, incluidas
pentoses, exigia o0 desenvolvimento de microrganismos geneticamente
modificados (FAIRBANKS, 2003).
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Ligniceluldsico | Total | Cs, Co de Etanol
I

|
______ - .
Pré-tratamento Diluente

Figura 2.8 Diagrama de blocos do processo com hidrélise acida total
Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008)

Posteriormente, foi concebida uma hidrdlise enzimatica do material
lignocelulésico nas condicdes oOtimas de pH e temperatura das celulases. A
dificuldade deste processo reside no acumulo da glicose e polissacarideos,
provenientes da prépria hidrélise do material, que atuam como inibidores
enzimaticos das enzimas envolvidas, decorrendo de uma hidrdlise incompleta da
celulose. Uma vez terminada esta etapa, o residuo sélido é separado e o
sobrenadante empregado como base para o meio de fermentagao (WINGREN et
al., 2003; Mc MILLAN, 2004).

Como alternativa, tem-se sugerido a utilizacdo de acido diluido na hidrdlise
para a separacdo seletiva da fracdo hemiceluldsica, sendo a celulose hidrolisada
via enzimatica em uma outra etapa, independente do processo de fermentacgao
em um sistema denominado “SHF” (Sequential Hydrolysis and Fermentation)
(Figura 2.9).

Hidrdlise de
Hemicelulose

Material I:>
Ligniceluldsico

I:> Fermentagao
C5 %

Recuperagao
de Etanol

Pré-tratamentos

:> Fermentacio %

Ce

Hidrolise de
Celulose

Figura 2.9 Diagrama de blocos do processo SHF com hidrdlise seletiva de
hemicelulose
Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008)
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b) Sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF)

Neste caso, a sacarificacdo e a fermentacao da fracdao celuldsica ocorrem
numa Uunica etapa, sendo realizada enzimaticamente a hidrdlise da
macromolécula, possibilitando o sinergismo com o microrganismo fermentador.
Em etapas separadas, sdo realizados o fracionamento e hidrélise da
hemicelulose, assim como a fermentacdo dos acglcares gerados neste processo.
As enzimas empregadas no processo, o complexo celuldsico, sdao também
produzidas separadamente (WINGREN et al., 2003; MOSIER et al., 2005a). Na
Figura 2.10 representa-se, em diagrama de blocos, as principais etapas para este

processo.

I
Material I:>I Hidrdlise de Il:> Fermentagdo
Ligniceluldsico Hemicelulose | | Cs
I

Pré-tratamento ﬂ
Hidrélise de Celulose e %

Fermentagdo de Cs
(SSF)

Recuperacao
de Etanol

Figura 2.10 Diagrama de blocos do processo SSF
Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008)

c) Sacarificacdo com co-fermentacao simultanea (SSCF)

Neste processo sdo realizados numa Unica etapa: a fermentacdo de
pentoses, a hidrélise enzimatica de celulose e a fermentacdo de hexoses, sendo
realizadas em etapas separadas a hidrélise de hemicelulose e a producdo de
celulases (Figura 2.11). Contudo, faz-se necessario o auxilio da biologia
molecular para o desenvolvimento de microrganismos capazes de fermentar

todos os monOmeros presentes (MOSIER et al., 2005a).
d) Bioprocesso consolidado (CBP)

E o processo de concepcdo mais complexo devido ao envolvimento de,

pelo menos, trés das etapas num Unico equipamento (Figura 2.12). Para este
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processo € necessario recorrer as ferramentas modernas, como a engenharia
genética, no intuito de se obter um microrganismo que consiga produzir diversas
enzimas que permitam a clivagem dos complexos hemiceluldsico e celuldsico, e
alta habilidade fermentativa, tanto de pentoses quanto hexoses (PEREIRA Jr. et
al., 2008).

Hidrdlise de I
Hemicelulose

Material
Lignicelulésico

Pré-tratamento

Hidrélise de Celulose
e Fermentagdo de C 5
e Ceg

Recuperagdo

de Etanol

Produgdo de
Enzimas

N =

Figura 2.11 Diagrama de Blocos do Processo SSCF.
Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008)

r——————- Produgdo de
| | Enzimas,
. Hidréli | Hidrélise de =
~ Material |:>I Helg1ri(<):eI|SSIc(>jsee ||:> Celulose e Recuperacdo
Ligniceluldsico | | Fermentacdo de de Etanol
- 1 CeCe
Pré-tratamento

Figura 2.12 Diagrama de blocos do processo CBP
Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008)

2.3 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignoceluldsicos sdao formados por estruturas duras e fibrosas,
compostas, basicamente, de hemicelulose e celulose (Figura 2.13), infiltradas por
outra estrutura formada por alcoois aromaticos, a lignina, a qual se encontram
unidas por ligacdes de hidrogénio e covalentes (LEE, 1997; MOSIER et al.,
2005a; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009). Em menores proporgdes podem também
ser encontradas resinas, taninos, acidos graxos, fendis, compostos nitrogenados
e compostos minerais proveniente de elementos como Ca, K, Si, Mg, Al, S, Fe, P,
Cl, e Na (SHLESER, 1994; VASSILEV et al., 2010).
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— Celulose

Lignina

Figura 2.13 Esquema estrutural simplificado das
fibras do material lignocelulésico
Adaptado de SHLESER (1994)

2.3.1 A fracao celulésica

A celulose, o maior constituinte da parede celular das plantas e uma das
estruturas constantemente regeneradas, é um homopolissacarideo linear
composto por unidades de B-D-glicose, unidas por ligagdes B(1-4) carbono-
carbono (Figura 2.14A) (PANDEY, et al. 2000; MOSIER et al., 2005a). Este
homopolissacarideo possui entre 8000 e 14000 unidades de glicose, dependendo
do tipo de planta, apresentando uma massa aproximada de 2,3 milhdes de u.m.a
(unidades de massa atomica) (SHLESER, 1994).

As cadeias de celulose formam entre si ligacdbes de hidrogénio
intramoleculares (06-H-02" e 06-H-03’) e intermoleculares (03-H-05’) (Figura
2.14B). Estas ligacdes conferem alta rigidez e ordem a estrutura, criando as
denominadas regides cristalinas, responsaveis pela insolubilidade e pouca
reatividade da celulose, sendo esta uma das maiores barreiras para o
aproveitamento biotecnoldgico da fracao (LEMOS, 2001; HENDRIKS & ZEEMAN,
2009).
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Figura 2.14 Disposicao das moléculas de glicose, unidas por ligacdes
glicosidicas (A) (COUGHLAN, 1985 apud LEMOS, 2001); estrutura simplificada
da celulose (B) (PEREIRA Jr., 1991).

2.3.2 A fracdo hemiceluldsica

Na estrutura da hemicelulose participam, pelo menos, dois tipos de
unidades de acgucar, formando cadeias entre 100 e 200 unidades de pentoses e
hexoses. Dos monémeros encontrados destacam-se a p-D-manose, B-D-glicose,
a-D-galactose e, principalmente, as pentoses p-D-xilose e a-L-arabinose.
Adicionalmente, encontram-se acidos como B-D-glucurdnico, p-D-galacturénico e
a-D-4-0-metilglucurdnico, assim como alguns grupos acetil (CARAMEZ, 1999;
MOSIER, 2005a; GIRIO et al., 2010; NAIK et al., 2010).

A macromolécula de hemicelulose (Figura 2.15), sem regides cristalinas
devido ao seu grau de ramificacdo, estd constituida, majoritariamente, por uma
mistura de polissacarideos de baixa massa molecular como xilanas, arabinanas e
mananas, mas podem ser encontrados polissacarideos mais complexos como

arabinoxilanas, glucoarabinoxilanas, arabinogalactanas, arabinoglucuranoxilanas,
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glicuranoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas, xiloglucanas,

galactoglucomananas e galactomananas (FOGEL, 2004; GIRIO et al., 2010).

a -Arabinofurancse

Qupo Acetil H oH

H H
O/\(;H3 Xilobiose
oH
H H H H H H H H H H
i H W H i H b OH W H W H i H i H i H o
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CHa. E{H H . CHg. (F:‘H H
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Acido Guourénico Acido Gueurénico

Figura 2.15 Estrutura tipica da hemicelulose
Fonte: MUSSATTO (2002)

A xilana é o componente predominante do complexo hemicelulésico,
constituindo entre 15% e 35% da massa seca de madeira e residuos
agroindustriais (CARAMEZ, 1999; GIRIO et al., 2010). Em termos gerais, é um
polissacarideo de cadeia linear formada por unidades de xilose, as quais se
encontram unidas por ligagdes B-(1,4) xilanopiranosil e, frequentemente,
carregam substituintes como acetil, arabinosil e glucuranosil. Devido ao menor
grau de cristalinidade e a menor estabilidade das ligagdes glicosidicas,
comparando-se a celulose, os mondmeros constituintes das xilanas podem ser
recuperados com altos rendimentos utilizando Aacidos diluidos (PEREIRA Jr.,
1991; DU PREEZ, 1994; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

A composicdo basica dos materiais lignoceluldsicos, no que diz respeito a
proporgcao das suas fragdes principais, depende do vegetal de origem, do tipo de
material (palha, bagaco, cascas, etc.), da variedade, regidao de cultivo, idade e
periodo do ano no momento da coleta (MOSIER et al., 2005a). Na Tabela 2.3
apresentam-se alguns materiais lignoceluldésico e sua composicdo basica
(celulose, hemicelulose e lignina). Igualmente, a composicdo em glicideos é
sumarizada na Tabela 2.4, sendo esses acglcares o verdadeiro objeto de

interesse para a producao de diferentes substancias por via biotecnoldgica.
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Tabela 2.3 Composicdo de alguns residuos agroindustriais
Composigao (%)

Fonte
Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos Cinzas
Bagaco de cana 33-36 28-30 18-20 4-6 2-4,8
Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18
Sabugo de milho 34-36 16-24 15-19 2-6 2-4
Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7
Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 - -
Madeiras ~50 ~20 15-20 Até 10 Até 5

Fonte: SUN & CHENG (2002), PANDEY et al. (2000), OLSSON & HAHN-
HAGERDAL (1996)

Tabela 2.4 Constituintes basicos de alguns materiais
Sabugo Palha Palha Bagaco Semente

de de de de de _ Jornal Residuos
milho trigo arroz cana algodao impresso  urbanos
Glicideos (%)
Glicose 39,0 36,6 41,0 38,1 20,0 64,4 40,0
Manose 0,3 0,8 1,8 n.d. 4,1 16,6 8,0
Galactose 0,8 4,4 0,4 1,1 0,1 n.d. n.d.
Xilose 14,8 19,2 14,8 23,3 4,6 4,6 14,0
Arabinose 4,2 4,4 4,5 4,5 4,3 0,5 4,0
Outros (%)

Lignina 15,1 14,5 9,9 18,4 17,6 21,0 20,0
Cinzas 4,3 9,6 4,4 4,8 14,8 0,4 1,0
Proteinas 4,0 4,0 n.d. 4,0 4,0 n.d. n.d.

n.d. — medidas nao determinadas
Fonte: LEE (1997)

Cabe destacar que entre os residuos agroindustriais com maior conteudo
de hemicelulose e, consequentemente, de xilose, encontra-se o bagaco de cana,
como observado nas Tabelas 2.3 e 2.4, sendo este o objeto de estudo do

presente trabalho.

2.3.3 Lignina

A lignina, presente em todas as plantas superiores, é a responsavel pela
rigidez da parede celular em vegetais, pela sua resisténcia ao impacto,

compressao e dobra, sendo também um agente permanente de ligagao entre as
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células (LEMOQOS, 2001). Cabe destacar que os compostos derivados da lignina,
quando liberados, dificultam os processos fermentativos. Estruturalmente, é uma
complexa macromolécula aromatica, hidrofébica e opticamente inativa, com
numerosas ligagdes cruzadas (aproximadamente 10 tipos diferentes). Deriva-se
da polimerizacao desidrogenativa de trés alcoois: alcool trans-coniferilico, trans-
p-cumarico e alcool trans-sinapilico (Figura 2.16) (CARAMEZ, 1999; HENDRIKS &
ZEEMAN, 2009).

H3CO
HO HO
CH,OH CH,OH
H3CO H3CO
alcool trans-coniferilico alcool trans-sinapilico

HO—<: :H
\ CH,0H

alcool trans-para-cumarilico

Figura 2.16 Alcoois precursores da lignina
Fonte: D’ALMEIDA (1988)

Durante o processo de formacao da lignina, reacdes secundarias levam a
formacao de ligacbes entre a macromolécula e a hemicelulose formando uma
matriz que envolve a celulose, criando um dos impedimentos para a hidrdlise das
estruturas polissacaridicas. Essas ligacdes sao formadas entre as unidades de
fenil-propano da lignina e os residuos de acido glucur6nico e arabinose das
xilanas (LEMOS, 2001; FAIRBANKS, 2003).

2.3.4 Potencial dos materiais lignocelulésicos dentro do conceito de

biorrefinaria

O conceito de biorrefinaria propde a separacao seletiva dos constituintes
das diferentes fracdes que compdem o material lignoceluldsico, utilizando
processos (pré-tratamentos) com alta eficiéncia de extracdao, economicamente
viaveis e pouca degradacao dos compostos de interesse, para a producdo de

energia, commodities e produtos de alto valor agregado, atrelado a minimizagao
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de residuos e emissdes de gases poluidores. No futuro, espera-se que as
biorrefinarias consigam competir economicamente com as refinarias de petrdleo
e permitam a substituicdio de derivados de petrdleo por produtos
ambientalmente mais amigaveis (PEREIRA Jr., et al., 2008; NAIK et al., 2010).

A utilizacdo de biomassas lignoceluldsicas, dentro do conceito de
biorrefinaria, encontra-se fundamentado em duas plataformas diferentes, sucro-
quimica e termoquimica, ambas direcionadas a obtencao de uma diversidade de
produtos. Na plataforma termoquimica o material é transformado por meio de
processos que envolvem altas temperaturas em sistemas que permitam o
controle de oxigénio para a producao de gas de sintese ou bio-dleos. A
plataforma sucro-quimica fundamenta-se na transformacdo quimica e/ou
bioquimica das unidades constituintes do material lignoceluldsico, principalmente
acUcares, previamente extraidos por meio de processos quimicos ou enzimaticos.

Nas Figuras 2.17, 2.18 e 2.19, é apresentado, esquematicamente, o
potencial de cada uma das fracdes que compdem o material lignoceluldsico no

contexto da plataforma sucro-quimica.

| POLIESTERES | | BORRACHAS |
| POLI-HIDROXI-ALCANOATOS
| VITAMINA C |
| PLASTICOS | BUTANOL

NYLON ACETONA

RESINAS |_Ac. LEVULiNICOl | BUTADlE:|No GLICEROL
| I | ESTERES | AcC. CITRICO

AcC. BUTIRICO

DMF ETILENO AC. GLUTAMICO
CELULOSE |j|——| . h
| ENZIMASl | AC. LACTICO

REGENERADA A .
HIDROXIMETIL AC. GLUCONICO

|
-FURFU1RAL |_SORBITOL ” ETANOL | | scP | Ac. sUCCINICO
_| ETERES | | | | |

1

ESTERES GLICOSE

CELULOSE

BIOMASSA

Figura 2.17 Produtos potenciais a serem obtidos da fracao celuldsica
Fonte: Pereira Jr. et al. (2008)

O éxito do desenvolvimento da plataforma sucro-quimica depende, como
mencionado anteriormente, da extragdo eficiente e seletiva das unidades

monoméricas que compoem as diferentes fragcbes do material lignoceluldsico
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visando a producdao combinada de diversos produtos em grande e pequena
escala, em fungdao do alto ou baixo valor agregado, respectivamente, em

conjunto com a integracao e auto-sustentabilidade energética de processos.

NYLON

| TETRA HIDRO FURANO |

RESINAS E ACIDO
| FURANol | LISINA | PLASTICOS GLUTAMICO

] ] ]

XILITOL

SORBITOL

@ DMF ENZIMAS| maniToL

GALACTOL

| ACIDO ORGANICOSl | FURFURALl |ACETONA|| BUTANOL | ARABITOL | SCPl | ETANOL |
| ] ] ] 1

MONOSACARIDEOS (AGUCARES)
| ACIDO ACETICO | | ACIDO URONICO | GLICOSE, MANOSE, ARABINOSE, GALACTOSE, XILOSE

HEMICELULOSE CELULOSE

BIOMASSA

Figura 2.18 Produtos potenciais a serem obtidos da fracdo hemiceluldsica
Fonte: Pereira Jr. et al. (2008)

ENERGIA
COMBUSTIVEIS PRODUTOS
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'y
hidrogendlise processos - =
oxidativos GAS DE SINTESE
gaseificagao
HEMICELULOSE CELULOSE LIGNINA
BIOMASSA

Figura 2.19 Produtos potenciais a serem obtidos da lignina
Fonte: Pereira Jr. et al. (2008)

Dada a importancia, no contexto de biorrefinaria, dos processos para a

extracdao dos monOmeros constituintes de materiais lignoceluldsicos, descrevem-
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se, a seguir, os principais pré-tratamentos utilizados, especificamente, com o

intuito de aproveitar as fracdes polissacaridicas.

2.4 PRE-TRATAMENTOS PARA MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os pré-tratamentos de biomassas sao necessarios para alterar
macroscopica e microscopicamente a estrutura da matriz lignoceluldsica, visando
sempre a separacao entre as fracdes constituintes e a desorganizacao da
estrutura cristalina da celulose, para seu aproveitamento eficiente e integral
(MOSIER et al., 2005a). Estes pré-tratamentos podem ser classificados como
fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos (ALVIRA et al., 2010).

Como pré-tratamentos fisicos sdo conhecidos os processos de trituragao
mecanica e a pirdlise. O primeiro é caracterizado pela cominuicdo do material por
fragmentacdo, moagem ou esfarelamento, enquanto no ultimo processo o
material € submetido a altas temperaturas para a formacao de gas de sintese
(SUN & CHENG, 2002; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009). Para ambos os processos
existe uma alta demanda energética, o que se apresenta com uma desvantagem
considerando-se o desenvolvimento industrial do processo (ALVIRA et al., 2010).

Adicionalmente, sdo aplicados tratamentos térmicos ao material imerso em
vapor saturado ou em agua a temperaturas que variam de 170°C até 230°C e
tempos que vao de alguns minutos até varias horas (LASER, et al., 2002). Estes
ultimos, apesar de ndo ter adicdo externa de catalisadores, podem ser incluidos
nos processos fisico-quimicos devido aos diferentes fen6menos quimicos
naturalmente ocorrentes durante o processo.

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sao utilizados, principalmente, para
separar seletivamente a fracdo hemicelulésica e aumentar a susceptibilidade do
material lignoceluldsico a futuros processos enzimaticos. Os principais processos
incluem o uso de &cidos, agua (liquido ou vapor) e solventes organicos ou
alcalinos, sendo estes dois Ultimos nao seletivos na separacao de hemicelulose
por remover também lignina. Entre os pré-tratamentos deste tipo destacam-se:
v Explosdao com vapor (steam explosion) ou auto-hidrélise: Neste

processo o material é rapidamente aquecido (a temperaturas acima de
240°C) com vapor de alta pressao, deixado em contato com o vapor por
algum tempo e, posteriormente, é submetido a uma descompressao explosiva
(MOSIER et al., 2005a; GIRIO et al., 2010). O processo permite a
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solubilizacdo de alguns mondmeros, principalmente xilose, e de varios
polissacarideos proprios da fracdo hemiceluldsica (xilo-oligosacarideos), com
a simultanea transformacdo e solubilizacdo de uma pequena parte da lignina.
Adicionalmente, o processo permite um aumento da susceptibilidade da
celulose a hidrélise enzimatica, devido a expansdo gerada no sélido durante a
descompressao (NAIK et al., 2010). No processo é gerado também acido
acético, proveniente dos grupos acetato associados a hemicelulose, assim
como, em menor grau, alguns compostos gerados da degradacgdao de glicose e
xilose devido as altas temperaturas (MOSIER et al., 2005a). O processo se
destaca econOmica e ambientalmente por ndo precisar de catalisadores
(GIRIO et al., 2010). No intuito de melhorar a monomerizacdo de aclicares
provenientes da fracdo hemiceluldsica, este pré-tratamento é comumente
facilitado com a impregnacao do material com acidos, principalmente sulfurico
(HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

Expansdo com amoénia: Neste caso o material € impregnado ou embebido
numa solucdo de amonia durante o processo, tendo como principio a alta
solubilidade de hemiceluloses em ambientes alcalinos. No entanto, ha que se
destacar que, igualmente a hemicelulose, a lignina também tem a sua
solubilidade aumentada em meio bdsico. E um pré-tratamento Util para
materiais herbaceos e residuos agricolas, mas limitado para madeiras macias
(softwoods) e duras (hardwoods) (MOSIER, et al. 2005a).

Explosdo com CO,: O processo é realizado na presenca de CO, o qual se
transforma no correspondente acido e incrementa o processo hidrolitico.
Pré-tratamentos com Aagua superaquecida: neste caso, altas pressoes
sao utilizadas para manter a agua, em fase liquida, em contato com material
lignoceluldsico, com caracteristicas de hidrdlise similares ao processo de
explosao com vapor. O tempo de processo supera sempre os 15 minutos,
sendo utilizadas temperaturas entre 150 e 230°C. Segundo as condigoes
aplicadas, altos rendimentos em remocao de hemicelulose podem ser
alcancados, com significativos aumentos na susceptibilidade dos sdlidos ao
ataque enzimatico. Neste tipo de pré-tratamento, igual ao processo de
explosdao com vapor, a hidrdlise da fracdo hemicelulésica é catalisada,
principalmente, pelos ions hidrogénio liberados do acido acético proveniente
dos grupos acetil presentes na estrutura. Como vantagem deste processo

deve-se destacar a reducao de insumos necessarios para a neutralizacdo dos
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hidrolisados obtidos (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009; GIRIO et al., 2010).
CondigOes mais severas, visando atingir condicdes criticas da agua, tém sido
também utilizadas no pré-tratamento de materiais lignocelulésicos mostrando
uma separacao total de hemicelulose e aumento significativo na
digestibilidade das fibras (KIM & LEE, 2006; MOSIER et al., 2005b).
No caso dos pré-tratamentos quimicos as caracteristicas de cada processo
sao variadas. Alguns desses processos sao descritos a seqguir:

v Hidrélise &acida: E um dos pré-tratamentos mais empregados no
aproveitamento de materiais lignoceluldsicos. Neste processo sao utilizados
acidos como catalisadores do rompimento das ligacbes entre as fragdes e
suas proprias ligacdes internas, em condigcdes que variam desde as mais
dréasticas, para hidrélise de celulose, até moderadas para a solubilizagao
seletiva da fracdo hemiceluldésica (MOSIER et al., 2005a).

v' Ozonodlise: O alto poder oxidativo do oz6nio é utilizado neste processo para
retirar a lignina do material lignoceluldsico, deixando-o mais acessivel ao
ataque enzimatico e sem a formacao de inibidores. Porém, o uso de oz6nio
em escala industrial apresenta-se economicamente inviavel (ALVIRA et al.,
2010).

v Pré-tratamento alcalino: A presenca de alcalis durante o pré-tratamento
permite a saponificacdo de ligacdes éter e éster, ocorrentes entre xilanas e
entre xilana e lignina, permitindo a solubilizagao eficiente destas fragdes, ao
mesmo tempo em que é reduzida a cristalinidade das fibras. Geralmente, o
processo demanda condicdes menos drasticas com tempos de exposicdo
maiores, gerando irreversivelmente sais a partir dos catalisadores (MOSIER et
al., 2005a; GIRIO et al.; 2010). Neste processo, os mondmeros de
hemicelulose sao facilmente degradados, impossibilitando seu uso para
producao de etanol (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009;). Os processos mais
comuns envolvem o uso de hidréxido de sddio ou calcio (Lime).

v Pré-tratamento oxidativo: Neste caso, ao material lignoceluldsico
embebido em agua é adicionado um agente oxidante (perdxido de hidrogénio
ou acido peracético), visando a remogao de hemicelulose e lignina, mas com
perdas de celulose e formacdo de inibidores (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).
Em condicdes mais brandas, enzimas peroxidases sao utilizadas para
biodegradar a lignina em presenca de H,0,, aumentando a susceptibilidade

das fibras a posteriores processos de hidrélises.
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v Processo organosolv: Uma mistura de 4&acido e solvente orgénico
(geralmente etanol por ser facilmente recuperado por destilacdao) é utilizada
neste processo para a solubilizacdo da lignina e da hemicelulose, porém esta
ultima é parcialmente solubilizada. A faixa de temperatura normalmente
empregada esta entre os 180°C e 200°C e tem como desvantagem a
formacdao de quantidades significativas de furfurais, imposibilitando alta
recuperacdo de pentoses (GIRIO et al., 2010).

Na Tabela 2.5 sdao destacadas caracteristicas qualitativas comparativas dos
principais pré-tratamentos aplicados para o aproveitamento de materiais
lignoceluldsicos e, na sequéncia, sao sumarizados os resultados apresentados por
varios autores para pré-tratamentos de diferentes materiais lignoceluldsicos
(Tabela 2.6).

Novos pré-tratamentos direcionados ao uso de solidos super-acidos e
liguidos i6nicos vém sendo documentada na literatura. Porém, além de processos
dependentes de produtos derivados do petrdleo, apresentam uma complexidade
técnica ainda invidvel para sua aplicacdo industrial (ZAVREL et al., 2009; ALVIRA
et al., 2010; GIRIO et al., 2010).

Os pré-tratamentos bioldgicos envolvem o uso, principalmente, de fungos
degradadores de hemicelulose e lignina pela agdao de enzimas como peroxidases
e lacases. Estes processos caracterizam-se por ser prolongados (10 dias ou
mais) e complementados com outros pré-tratamentos (ALVIRA et al., 2010).

Cabe destacar que qualquer pré-tratamento utilizado deve estar
direcionado a separacdao e reducao das moléculas constituintes do material, a
minimizagdo na geragcao de inibidores, ao aumento da susceptibilidade dos
solidos, a alta fermentabilidade de hidrolisados e a reducdao da demanda
energética e dos custos do processo (MOSIER et al., 2005a; GIRIO et al., 2010).
Nesse sentido, os principais fatores a se considerar no pré-tratamento de
materiais sao (PEREIRA Jr. et al., 2008):

v Tempo-Temperatura: Esta sinergia deve ser estabelecida para favorecer
uma alta separacdo e hidrdlise das fracbes que compdem a matriz sodlida,
mas minimizando a formacdao de inibidores, assim como o custo do

processo,
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Tamanho de particula: a maior parte dos pré-tratamentos é favorecida quando

o tamanho de particula € menor. Porém, os processos aplicados para reduzir o

tamanho de particula apresentam uma alta demanda energética e,

consequentemente, encarecem 0 processo;

N Estrutura da celulose: o grau de cristalizacdao da celulose apresenta-se
como um limitante da hidrélise desta estrutura. Assim, quanto menor o grau
de cristalizagao da celulose maior sua digestibilidade;

v Poder i6nico do meio: a acidez ou alcalinidade do meio sao determinantes
para favorecer a separagao entre as fracbes que compdem a matriz sélida e,
inclusive, a monomerizagao das mesmas;

¢ Umidade: a presenca de agua no pré-tratamento diminui a temperatura de
degradacao da lignina, facilitando sua remocao da fibra, assim como
determina a concentracao de carboidratos removidos.

A eficiéncia do pré-tratamento ndo pode ser determinada pelo efeito
independente das varidveis do processo. Assim, destaca-se o sinergismo ente a
temperatura, tempo e acidez do meio, utilizadas para definir um parametro
adimensional denominado “grau de severidade”, o qual tem sido associado com a

eficiéncia dos processos e a formacdo de inibidores (SCHELL et. al., 2003).
2.4.1 Pré-tratamento acido

Esta técnica é especialmente (til na separacao e solubilizacdo da fracdo
hemiceluldsica. O pré-tratamento acido pode ser dividido em dois tipos: acido
concentrado a baixa temperatura e acido diluido a alta temperatura. O acido
sulfurico € amplamente empregado neste tipo de pré-tratamento, sendo também
reportado o uso de acido cloridrico, nitrico, fosférico e trifluoroacético. Seja qual
for a concentragcdo de acido utilizada, uma desvantagem do processo é a
necessidade de neutralizar os hidrolisados, gerando-se uma grande quantidade
de residuo (GAMEZ et al., 2006; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009; GIRIO et al.,
2010).

Os processos utilizando acidos concentrados permitem a hidrélise tanto de
hemicelulose quanto de celulose, com a vantagem de condugdo do processo em
condicdes moderadas de temperatura e a independéncia do uso de enzimas.

Porém, ha uma grande corrosdo de equipamentos e degradacdo de acucares,
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sendo, adicionalmente, necessaria a recuperacdo dos acidos para viabilizar o
processo (GIRIO et al., 2010).

Quando realizada com acidos diluidos, permite, igualmente, aumentar a
susceptibilidade da celulose para futuros processos de hidrélise, sem afetar,
notavelmente, sua estrutura base. Essa caracteristica do processo permite a
obtencdo de hidrolisados com alto conteddo de xilose em relacdo a outros
glicidios. No pré-tratamento com acido diluido é utilizado, preferencialmente,
acido sulfarico em faixas entre 0,5% e 1,5% com temperaturas que variam entre
121°C e 160°C (GIRIO et al., 2010).

Durante a hidrdlise acida, os catalisadores liberam proétons que clivam as
ligagdes heterociclicas de éter entre os mondmeros das cadeias poliméricas da
hemicelulose e, no caso de acidos concentrados, da celulose. Com a clivagem
dos polimeros sdo liberadas diversas substancias, sendo majoritaria a presenca
de xilose, glicose e arabinose (AGUILAR et al., 2002; SUN & CHENG, 2002;
CUZENS & MILLER, 1997; RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004; MOSIER et al.,
2005a).

Processos de hidrélise acida tém sido investigados em escala piloto para
obter glicideos fermentdveis a partir de bagaco de cana. No Brasil, tem-se
desenvolvido um processo denominado DHR (Dedini Hidrdlise Rapida), no qual o
bagaco é misturado em contracorrente com uma solucdo aquecida de agua,
acido sulfurico e etanol. A solucdo aquosa separada da mistura é posteriormente
resfriada e neutralizada com cal, precisando ser misturada com melago de cana
para sua fermentacdo. A lignina é separada e o etanol recirculado ao processo
(FAIRBANKS, 2003).

2.4.2 Inibidores do processo de fermentacdo gerados durante os pré-

tratamentos

Como uma desvantagem do uso de pré-tratamentos, destaca-se a
formacdo de inibidores do crescimento celular e da fermentagao. Por exemplo, a
presenca de hexoses como manose, galactose e glicose, e/ou de pentoses, pode
promover uma diminuicdo na utilizacdo da xilose, por preferéncia metabdlica por
esses glicideos, ou a inibicdo das enzimas responsaveis pelo metabolismo ou

transporte desta pentose. Contudo, o consumo de xilose é restabelecido quando
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esgotados esses glicideos fermentaveis (DU PREEZ, et al. 1986b; AGBOGBO et
al. 2006; RUNQUIST et al. 2010).

Outros tipos de inibidores podem limitar, e até impedir, o consumo do

substrato e/ou reduzir a cinética de crescimento, prejudicando o desempenho da

fermentacdo. A inibicdo pode também ser resultado da sinergia entre as varias

substancias presentes no hidrolisado. Entre os inibidores mais comuns tem-se:

a)

b)

Acido acético: este acido é gerado a partir dos grupos acetil presentes na
estrutura hemiceluldsica. Tem-se reportado concentracdes de até 16,7 g/L
em hidrolisado de bagaco de cana, dependendo das condigbes nas quais é
realizada a hidrdlise acida (PARAJO et al., 1998). O &cido, na forma n&o
dissociada prevalente no pH 6timo de fermentacao (5,5 - 6,0), pode-se
difundir ao citoplasma da célula, se dissociar e reduzir o pH intracelular,
prejudicar o transporte de nutrientes através da membrana e gerar
problemas para a producao de energia, aumentando o requerimento
energético da célula (SREENATH & JEFFRIES, 2000). Adicionalmente, o
acido acético inibe a atividade de enzimas como endolases,
fosfogliceromutase, aldolases e triosefosfato isomerase (PAMPULHA &
LOUREIRO, 1990; FERRARI et al., 1992). Todos esses fatores desencadeiam
em fermentagdes com uma drastica diminuicdo na concentracdo e
produtividade volumétrica de etanol e na taxa de consumo do substrato
(FERRARI et al., 1992).

A assimilacdo do acido pelas leveduras depende, principalmente, da sua
concentracdo e do pH do meio, fatores chave na dissociacdo do acido, assim
como do nivel de aeracdo do meio. Mecanismos semelhantes de inibicao
tém sido reportados para o acetaldeido (FERRARI et al., 1992);

Furfural: é um aldeido com natureza aromatica formado durante o pré-
tratamento de materiais lignoceluldsicos que contém pentoses (GUTIERREZ
et al., 2002). Este tipo de substdncia reduz o crescimento celular, a
formacdo de ATP e a produgdo de etanol (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL,
2000). Segundo o tipo de microrganismo, pode causar a morte da célula ao
interferir com a respiracao e a fosforilagao oxidativa. Para se proteger da
acdao do furfural, algumas leveduras conseguem reduzir este furano a
compostos menos téxicos como furan-metanol e furan-dimetanol em
reagoes dependentes do co-fator NAD(P)H. Em S. cerevisiae, modificada

para utilizacdo de xilose, foi comprovado que o furfural induz ao acumulo de
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d)

espécies reativas de oxigénio que, consequentemente, gera danos em
mitocondrias (o que interfere no processo respiratério), vacuolos,
citoesqueleto de actina e a cromatina nuclear (ALLEN et al., 2010);
Hidroximetilfurfural (HMF): com um mecanismo de agao similar ao
descrito para o furfural, o HMF é assimilado em taxas menores, tendo o
efeito de aumentar a fase lag de crescimento das células, principalmente
por inibir enzimas como triose-fosfato desidrogenase, alcool desidrogenase,
aldeido desidrogenase e piruvato desidrogenase, mas numa intensidade
menor ao furfural (MODIG et al., 2002; PETERSSON et al., 2006). Esta
substancia é gerada pela degradacao de hexoses durante o processo de
hidrdlise (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). Adicionalmente,
Petersson et al. (2006) demonstraram que a reducao do HMF é dependente
dos co-fatores NADH e NADPH;

Compostos Fenodlicos: Estes compostos sao gerados nos processos de
degradacao da lignina. As substancias fendlicas atuam debilitando as
membranas celulares, o que diminui a capacidade de protecao e producao
enzimatica das células. Adicionalmente, tem sido reportada a inibicdo do
metabolismo de crescimento e producdao de enzimas, assim como do
consumo de xilose na presenca de alguns compostos fendlicos de baixa
massa molecular. Entre as substancias fendlicas geradas na degradacdo da
lignina encontram-se: &cido p-hidroxibenzdico, acido m-hidroxibenzdico,
acido vanilico, acido siringico, p-hidroxibenzaldeido, vanilina, acido
cinamico, siringaldeido, cinamaldeido, p-hidroxicinamaldeido, alcool
coniferilico e alcool 3,5-dimetoxi-4-hidroxinamilico. Cabe destacar que os
acidos aromaticos sdao menos toxicos que seus aldeidos e que os acidos
graxos de baixa massa molecular (entre 6 e 9 carbonos) sao mais inibidores
que aqueles de alta massa molecular (em torno de 16 carbonos), embora o
mecanismo de inibicdo ndao tenha sido elucidado (PALMQVIST et al., 1999.
PARAJO et al., 1998; PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).
Adicionalmente, os compostos fendlicos apresentam diferentes graus de
inibicdao sob xilanases, celulases e pB-glicosidase, enzimas utilizadas na
hidrélise de material lignoceluldsico pré-tratado (BERLIN et al., 2006).

Além de substancias provenientes da degradacdo das fracdes do material

lignoceluldsico, alguns ions de metais gerados pela corrosdo de equipamentos

podem ser inibidores. Por exemplo, os ions Zn**, Cd** e Co** s&o inibidores da
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enzima xilose desidrogenase, de destacada importancia no metabolismo da xilose
(PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Adicionalmente, deve-se ressaltar que o efeito inibitério de algumas das
substancias enumeradas € potencializado pela presenca de outras, como no caso
do acido acético e furfural (PALMQVIST et al., 1999), e pode ser diminuido com
altas concentracoes iniciais de biomassa (LARSSON et al., 1998; BETANCUR,
2005).

Diferentes processos tém sido propostos para diminuir a concentragao de
inibidores em hidrolisados hemiceluldsicos. Entre os mais conhecidos encontram-
se: mudangas de pH com CaO, Ca(OH),, H,SO,, utilizacdo de carvao ativo,
colunas de troca idnica, precipitacdo, extracdo com solventes organicos,
evaporacdo, peneiras moleculares, polieletrélitos e até enzimas (OLSSON &
HAHN-HAGERDAL, 1996; POUTANEN et al., 1990; HAHN HAGERDAL et al., 1991
e 1998).

Outra estratégia utilizada para minimizar o efeito inibitério refere-se a
aclimatagao do microrganismo ao meio, utilizando uma metodologia de cultivos
sucessivos em meios que contenham, gradativamente, maiores concentragdes de
substancias inibidoras (BETANCUR, 2005). Essa metodologia tem permitido
aumentos na concentragcdao de etanol, produtividade e rendimento, em
fermentacdes de residuos de madeira pela levedura Pichia stipitis (NIGAM,
2001a). A aclimatacao apresenta-se, portanto, como uma metodologia que
permite prescindir de etapas de destoxificagdo, as quais representam custos

elevados no processo global de producgdo de etanol a partir de hidrolisados.

2.5 APROVEITAMENTO DE CELULOSE

Para o aproveitamento da fracdo celuldsica é necessaria a clivagem da
ligacdo B(1,4)-glicosidica da molécula de celulose. Com isto, podem ser
produzidas moléculas, com grau de polimerizacgdo menor, afetando as
propriedades fisico-quimicas do meio. Ao comecar a hidrdlise enzimatica a
celulose é segmentada em celudextrinas, de no maximo seis unidades de glicose,
que, ao se solubilizarem, fazem com que a densidade e a viscosidade da fase
liguida variem, influenciando os fendmenos de transferéncia de massa. Entre os

diferentes tipos de hidrélise distinguem-se a quimica e a enzimatica.
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Na quimica podem ser empregados meios acidos ou alcalinos, sendo a
hidrélise acida a mais comum. Em meio acido a degradacao é dependente do pH,
sendo necessarias condicdes severas para uma hidrdlise total, seja de alta
concentragdo de acido com temperatura e pressao moderadas ou concentragao
moderada de acido com altas temperatura e pressao. Porém, os processos de
hidrolise acida da celulose geram compostos derivados da glicose
(hidroximetilfurfural), os quais sao inibidores microbioldgicos, impossibilitando as
etapas de bioconversdo e fermentacdo microbioldgica desejadas em processos
posteriores, como mencionado anteriormente (BADGER, 2002; D ALMEIDA,
1988).

A hidrolise enzimatica de celulose sé é possivel pela acdo de um conjunto
de enzimas denominadas celulases que clivam as ligagdoes B(1,4) da celulose e
podem ser produzidas por uma ampla gama de fungos. As celulases sdao enzimas
gue atuam sinergicamente como um sistema multicomponente na degradagdao do
homopolimero, sob condicdes brandas de pressao, temperatura e pH, e com uma
especificidade que elimina a possibilidade de formagao dos componentes téxicos
que dificultam os processos subsequentes (LYND et al., 2005, LYND et al., 2002;
BHAT & BHAT, 1997).

O consorcio enzimatico utilizado na hidrdlise da celulose é denominado
complexo celuldsico, e as enzimas constituintes podem ser classificadas como
Endoglucanases, Exoglucanases e B-glucosidases, segundo suas caracteristicas
de atuacdo no substrato celuldsico (LYND et al., 2002; HENRISSAT, 1991).

As endoglucanases, com nome sistematico 4-(1,3;1,4)-B-D-glucana 4-
glucanohidrolase (segundo International Union of Biochemistry and Molecular
Biology), também encontram-se referenciadas na literatura como endo-1,4-B-D-
glucanases, B-1,4-glucanases, B-1,4-endoglucana hidrolases, alcali celulases e
celodextrinases. Tais enzimas clivam, randomicamente, as regides internas da
estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando oligossacarideos de diversos graus
de polimerizagdo e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor e
outro ndao redutor (LYND et al., 2002). As endoglucanases sao as enzimas
responsaveis pela rapida solubilizacdo do polimero celuldsico (reducdo do grau
de polimerizacao), devido a sua fragmentacdo em oligossacarideos (KLEMAN-
LEYER et al., 1996).

O grupo das exoglucanases é constituido pelas celobiohidrolases (CBHs) e

pelas glucanohidrolases (GHs). As GHs (nome sistematico 1,4-B-D-glucana-
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glucanohidrolases) também podem ser denominadas exo-1,4-B-glucosidases,
exocelulases, exo-B-1,4-glucosidases, exo-B-1,4-glucanases, B-1,4-B-glucanases
e exo-1,4-B-glucanase. Estas enzimas, embora pouco relatadas, possuem
caracteristica de hidrolisar as fibras liberando glicose diretamente dos terminais
do polimero (LYND et al., 2002). As CBHs (nome sistematico 1,4-B-D-glucana-
celobiohidrolases) sdo também conhecidas como exo-celobiohidrolases, B-1,4-
glucana celobiohidrolases, B-1,4-glucana celobiosilhidrolases, 1,4-B-glucana
celobiosidases, exoglucanases, avicelases, C1 celulases, exo-B-1,4-glucana
celobiohidrolases e celobiosidases. Estas enzimas participam da hidrélise
primaria da fibra, sendo responsaveis pela amorfogénese, que ¢ um fendmeno
ainda ndo elucidado completamente. Porém, sabe-se que envolve uma ruptura
fisica do substrato, ocasionando uma desestratificacdo das fibras pelo aumento
das regides intersticiais. A amorfogénese promove aumentos na taxa de hidrélise
da celulose, por tornar as regides cristalinas mais expostas ao processo de
hidrélise enzimatica (ZHANG & LYND, 2004; LYND et al., 2002). Essas enzimas,
geralmente, sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrdlise (celobiose)
(LAUREANO-PEREZ et al., 2005).

As enzimas B-glucosidases englobam as enzimas B-glucosidasicas, ou B-
glucosideo glucohidrolases (nome sistematico). Outras denominacdes podem ser
gentiobiase, celobiase, emulsina, elaterase, aril-B-glucosidase, B-D-glucosidase,
B-glicosideo glucohidrolase, arbutinase, amigdalinase, p-nitrofenil B-glucosidase,
primeverosidase, amigdalase, limarase e salicilinase (LYND et al., 2005;
LAUREANO-PEREZ et al., 2005). As B-glucosidases tém a capacidade de catalisar
a hidrdlise da celobiose e dos oligossacarideos sollveis (GP<7) em glicose. Assim
como as celobiohidrolases, estas também sdo reportadas por sofrerem inibicao

por seu produto de hidrélise, com algumas excecoes (RIOU et al., 1998).

2.6 APROVEITAMENTO DA FRACAO HEMICELULOSICA

Como mencionado anteriormente, a hemicelulose compde-se,
principalmente, da pentose denominada xilose, a qual possui diversas aplicacoes
industriais. Uma vez que esta pesquisa estd direcionada a produgao
biotecnoldgica de etanol aproveitando esta pentose, sera abordado, a seguir, a

rota metabdlica para a producdo de etanol a partir da xilose, especificamente.
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2.6.1 Catabolismo da xilose

A conversao estequiométrica de xilose em etanol, esbocada na Figura
2.20, indica que para cada 3 moles de xilose pode-se produzir, como maximo
teodrico, 5 moles de etanol, acompanhado do desprendimento do mesmo numero
de moles de CO,. Em outras palavras, o rendimento maximo tedrico do processo
é de 0,51 g de etanol para cada 1,00 g de xilose. Na realidade, este rendimento
nao pode ser alcancado porque parte do substrato precisa ser desviado para o
crescimento e manutencdo da célula e para formacdo de outros subprodutos
intrinsecos ao metabolismo e, no caso especifico de xilose, existe adicionalmente
um forte requerimento energético para o transporte da pentose através da
membrana celular (GIRIO et al., 2010).

3 Cs5H100s5 — 5 C,HsOH + 5 CO»
1g 0,51g 0,489¢

Figura 2.20 Reacao global de conversao de D-xilose a etanol

A D-xilose pode ser utilizada como substrato potencial por diferentes tipos
de microrganismos, tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As
bactérias degradadoras de D-xilose possuem a enzima xilose-isomerase capaz de
converter essa pentose em D-xilulose, que €&, posteriormente, fosforilada pela
enzima xiluloguinase em D-xilulose-5-fosfato, um intermediario comum no
metabolismo de células eucaridticas e procaridticas.

No caso de leveduras, a primeira reacao do metabolismo da D-xilose
(Figura 2.21) é a sua redugao em xilitol, catalisada pela enzima xilose redutase
(XR), tendo como co-fator NADPH ou NADH, dependendo da linhagem. O xilitol
pode ser, posteriormente, oxidado a D-xilulose pela acao da enzima xilitol
desidrogenase (XDH) a qual requer a coenzima NAD+. Subsequentemente, a
fosforilacdo até D-xilulose-5-fosfato é catalisada pela enzima xilulose quinase
com o consumo de ATP (JEFFRIES et al., 2007; MATSUSHIKA, et al. 2008).

Através da via Embdem-Meyerhof-Parnas, o gliceraldeido-3-fosfato e a
frutose-6-fosfato sdao convertidos em piruvato, com geracao de NADPH
necessario em outras etapas metabdlicas. Em condicdes anaerdbias, ou de baixa

oxigenagdo, o piruvato é convertido em etanol através da catalise com duas
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enzimas (piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase) e a reoxidacdao de
NADH. Em condicOes de aerobiose, o piruvato é oxidado por meio do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (Krebs) na cadeia respiratdria (fosforilacdo oxidativa)
(BRITO, 2000; BRUINENBERG et al.; 1984, MATSUSHIKA, et al. 2008).

D-xilose
NAD[P]H =

. Xilose redutase
NAD[P] Z E \V/

Xilitol

NAD* M
? Xilitol desidroaenase
NADH Vv

D-xilulose

ATP
E Xilulose quinase
ADP

D-xilulose-5P

Via das Pentoses-Fosfato.

Reacdo nao oxidativas Ciclo oxidativo

conversao de pentoses fosfato (Regeneracao

em trioses e hexoses fosfato de NADPH)
Gliceraldeido-3P Frutose-6P

!

Via Embden-Meyerho@

_ Ciclo dos Acidos
Piruvato | —> Tricarboxilicos

NADH
E Anaerobiose
NAD*

Etanol + CO»

Cadeia de transporte de Elétrons
(regeneracdo de NAD* e ATP)

Figura 2.21 Metabolismo de D-xilose em leveduras
Fonte: Adaptado de PARAJO et al. (1998)
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Sob condicOes de anaerobiose estrita ou de limitacdo de oxigénio, algumas
leveduras degradadoras de D-xilose, com XR dependente tanto de NADH como
de NADPH, podem regenerar o NAD+ consumido na segunda reagao do
metabolismo. Esta dupla especificidade permite balancear o potencial redox em
NAD+/NADH da XDH alterado pelo bloqueio da cadeia respiratoria devido a
auséncia de oxigénio. Nestes casos, nos quais se inclui a levedura Pichia stipitis,
tem-se maior producao de etanol com um acumulo de xilitol desprezivel
(MUSSATO & ROBERTO, 2002). A dupla especificidade da enzima, prépria desta
levedura, também foi observada por Sa (1993); Antunes (1997) e Leal (1998).

As enzimas XR e XDH sao apresentadas como catalisadores-chave no
metabolismo de xilose, sendo altamente dependentes de co-enzimas, cuja
regeneracdo esta ligada ao processo respiratério celular. Desta forma, é
importante determinar um nivel de oxigénio que permita altas taxas de producao
de etanol, concomitante com baixo crescimento celular, sem prejuizo da
viabilidade e capacidade produtora da célula (JEFFRIES et al., 2007).
Adicionalmente, Matsushika et al. (2008) determinaram como relevante a
presenca da xilose quinase para aumentar a producao de etanol em detrimento

do acimulo de xilitol.

2.6.2 Microrganismos para producao de etanol a partir de hidrolisados

hemiceluldsicos

A producdo de etanol a partir dos acglcares constituintes da fragao
hemiceluldsica é essencial para o sucesso econémico do aproveitamento de
materiais lignoceluldsicos. D-xilose, principal aglcar da fracdo hemiceluldsica,
pode ser utilizada para a producdo de etanol por diferentes tipos de bactérias,
fungos filamentosos e leveduras, naturalmente ocorrentes e/ou recombinantes.
(OLSSON & HAHN-HAGERDAL, 1996; MATSUSHIKA, et al. 2008; GIRIO et al.,
2010).

No caso de leveduras, naturalmente ocorrentes, as mais eficientes
fermentadoras de xilose sao Pachysolen tannophylus, Candida shehatae e Pichia
stipitis (BARNETT et al., 1983). Para melhorar o desempenho dessas linhagens,
gquanto a producdo de etanol, diferentes autores recomendam controlar a

producdo de xilitol e a assimilagao do etanol, como no caso de Pachysolen
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tannophilus, em processos intimamente ligados com o controle rigoroso de
oxigenagao (LIGTHELM et al., 1988; LOHMEIER-VOGEL et al., 1989; SKOOG et
al., 1992).

A tendéncia nas pesquisas sinaliza os microrganismos E. coli, Z. mobilis. S.
cerevisiae e P. stipitis como 0s que possuem maior potencial para a producao de
etanol a partir de materiais lignocelulésicos. Na Tabela 2.7 sdao sumarizadas

algumas vantagens e desvantagens para cada um destes microrganismos.

Tabela 2.7 Caracteristicas mais relevantes dos principais microrganismos
utilizados na fermentacao de hidrolisado hemiceluldsico
Microrganismo

Caracteristica

E. coli Z. mobilis S. cerevisiae P. stipitis

Fermenta D-glicose + + + +
Fermenta outras hexoses + - + +
Fermenta pentoses + - - +
Utiliza diretamente _ _ - f
hemicelulose

Fermenta em + + + -
anaerobioses

Formacdo de co-produtos + f f f
Produtividade em etanol - + + f
Tolerancia ao etanol f f + f
Tolerancia a inibidores f f + f
lignocelulodsicos

Osmotolerancia - - + f
Toleréncia a amplo pH - - + f
Microrganismo _ + + +

reconhecido como seguro
+, positivo, -, negativo; f, fraco

Fonte: GIRIO et al. (2010)

Considerando-se as caracteristicas proprias de cada tipo de microrganismo
para a producao de etanol a partir de xilose, fica claro que entre os
microrganismos naturalmente ocorrentes a levedura Pichia stipitis destaca-se por
ser uma das melhores produtoras de etanol a partir desta pentose, ao se
verificar um melhor balanceamento na dupla especificidade das enzimas XR e
XDH. Adicionalmente, sua caracteristica floculante apresenta-se altamente
vantajosa para sua aplicagao para processos em escala industrial (PEREIRA Jr.,
1991; BETANCUR, 2005; GIRIO et al., 2010).
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2.6.3 Microrganismos geneticamente modificados visando a producao de

etanol a partir de materiais lignoceluldsicos

Na literatura observam-se numerosos esforcos para desenvolver
microrganismos, mediante técnicas de melhoramento genético ou evolugao
direcionada, principalmente, visando se obter um agente bioldgico que supere as
caracteristicas da P. stipitis na fermentacdo de pentoses e, simultaneamente,
apresente um desempenho comparavel ao da S. cerevisiae durante a
fermentacdo de hexoses (GIRIO et al., 2010; NAIK et al., 2010).

A bactéria E. coli foi modificada para expressar as enzimas proprias do
metabolismo de Z. mobilis proprias da producdao de etanol, sendo necessario
aplicar técnicas de evolucdo direcionada para aumentar a tolerancia ao etanol e
resisténcia a aldeidos (entre eles o furfural e hidroximetilfurfural). Porém, estes
microrganismos apresentaram um grau de instabilidade do fendtipo, sendo
inadequadas para fermentagcbes sequénciais ou em continuo (YOMANO et al.,
2008; GIRIO et al., 2010). Em uma outra abordagem, linhagens ndo
recombinantes de E. coli tem sido modificadas por mutacdo e evolugao
direcionada para produzir etanol por fermentacao de xilose e glicose, alcangado
um rendimentos de até 80% do tedrico (YOMANO et al., 2008; CHEN et al.,
2010).

Quando utilizada a bacteria Z. mobilis, as estratégias para modificacdo do
microrganismo apontam a insergao de enzimas que permitam a fermentagao de
uma ampla gama de carboidratos além da glicose, com destaque para xilose e
arabinose, sendo possivel atingir até 86% do rendimento tedrico. Para alcancar
esta finalidade, tem se inserido em Z. mobilis a capacidade de expressao de
enzimas como Xilose isomerase, xilulosequinase, transaldolase, transquetolase,
L-arabino isomerase, entre outras, observando um rendimento de até 96% do
rendimento tedrico quando utilizado um Unico substrato, mas com baixas taxas
de producdao de etanol. Quando inserida a dupla capacidade de fermentacao
(xilose e arabinose) a co-fermentacdao de aclcares tem atingido rendimentos de
84% do tedrico e uma ordem preferencial no consumo, primeiro glicose, depois
xilose e por ultimo arabinose (MOHAGHEGHI et al., 2002).

No caso de Saccharomyces cerevisiae diferentes abordagens tém sido
realizadas. Em alguns casos procurou-se pela expressao de enzimas proprias

para a hidrolise de celulose e hemicelulose. Neste contexto, tem sido reportada a
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expressdo de celulases, B-glicosidase, xilanases e B-xilosidases, entre outras, ja
com algumas aplicagdes industriais (FUJITA et al., 2004; DEEN HAAN et al.,
2007). Entretanto, a expressdao de multiplas enzimas em um mesmo
microrganismo tem gerado uma diminuicdao na capacidade fermentadora da
levedura.

Em uma outra abordagem tem-se procurado aumentar a capacidade da
levedura S. cerevisiae para metabolizar xilose. Inicialmente, investigaram-se
processos na presenca da enzima xilose isomerase. Esta enzima transforma a
pentose em xilulose, que pode ser facilmente consumida por esta levedura.
Porém, existe uma incompatibilidade entre a temperatura e pH de atuacdo da
enzima e do microrganismo (GONG et al., 1981; OLSSON & HAHN-HAGERDAL,
1996). Como uma alternativa, e destacando-se como uma das mais pesquisadas,
encontra-se a insercao de genes para expressao de xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH), oriundos de Pichia stipitis, mas os resultados mostraram-
se pouco promissores pelo acumulo de xilitol em detrimento da produgdo de
etanol (KOTTER & CIRIACY, 1993). J& quando inserido o gene para a super-
expressao de xilulose quinase, visando diminuir o acimulo de xilitol, a levedura
S. cerevisiae consegue um melhor desempenho, mas com altos requerimentos
de fontes de nitrogénio e baixo crescimento celular (MATSUSHIKA, et al.
2008). Uma das alternativas mais promissoras refere-se a insercdo da
expressao de XR e XDH modificando-se a especificidade dos co-fatores
(NADH ou NADP*) (BENGTSSON et al., 2009). Adicionalmente, Runquist et
al. (2010) demonstraram que S. cerevisiae, modificada para expressar XR
e XDH, melhora seu desempenho na fermentacao de xilose quando introduzida,
adicionalmente, a expressdo heterdloga de transportadores especificos para
xilose (proprios de P. stipitis), porém sé em concentracdes de pentose abaixo de
15 g/L de xilose e concentragdes de glicose baixas.

A insercao da capacidade de consumo de arabinose tem sido uma outra
abordagem para modificagao da levedura S. cerevisiae. Neste contexto, tem sido
reportada a expressao de L-arabinose isomerase (de B. subtilis) e a super-
expressdo de transportadores especificos para este substrato (BECKER & BOLES,
2003). Em outros casos, tem sido registrada a expressao em S. cerevisiae de
todas as enzimas flngicas responsaveis pelo catabolismo de arabinose
(WISSELINK et al., 2007).
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As pesquisas mais recentes apontam ao desenvolvimento de uma
linhagem de S. cerevisiae, proveniente de processos industriais, que além de
fermentar glicose, xilose e arabinose, apresente alta resisténcia aos inibidores
encontrados em hidrolisados provenientes do pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos (HAHN-HAGERDAL et al., 2007; BETTIGA et al., 2008; GIRIO et
al., 2010).

Em P. stipitis tem-se procurado, via engenharia genética e evolucao
direcionada, o melhoramento na eficiéncia na fermentacdo de xilose, a insercao
da capacidade de fermentar em condicdes de anaerobiose e aumentar a
tolerancia a diferentes inibidores proprios de hidrolisados hemiceluldsicos
(NIGAM, 2001c; JEFFRIES et al., 2007). Em outra abordagem, visando a
utilizacdo desta levedura em processos consolidados (fermentacdo simultanea de
diferentes carboidratos e producdo de enzimas hidroliticas), tem sido inserida a
expressdo heteréloga de xilanases para conversdao de xilanas e xilo-
oligosacarideos em etanol (DEN HAAN & VAN ZYL, 2003). Os estudos do genoma
e as caracteristicas de transcricdo da levedura P. stipitis tém aberto novas
perspectivas para o desenvolvimento de linhagens visando o melhoramento dos
processos de fermentagdo, quando utilizado hidrolisado hemiceluldsico (JEFFRIES
& VAN VLEET, 2009).

2.6.4 Fatores ambientais que afetam a fermentacao de xilose

Além de escolher um microrganismo apropriado para o processo de
fermentacdo, é de crucial importadncia determinar a composicao do meio
favoravel ao processo e as condicbes da fermentacdo que permitam obter os
melhores resultados. Nesse sentido, sao apresentados, a seguir, alguns
parametros mais relevantes ao processo de fermentacdo alcodlica a partir de

Xilose.

a) Grau de aeracao

O suprimento de oxigénio pode ser destacado como um dos fatores
ambientais mais importantes na fermentacdo alcodlica de xilose por leveduras,
influenciando o crescimento celular, o rendimento e a producao de etanol, assim
como a formacao de produtos. Isto indica que a taxa de aeragdo é determinante

na quantidade de carbono utilizada pela célula para crescimento celular ou
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formacao de etanol, existindo um nivel de oxigenacdo que levaria ao alto
rendimento e produtividade em etanol, coincidentes com baixo rendimento em
biomassa (SCHNEIDER, 1989; RIZZI et al.,, 1989, FERRARI et al., 1992;
JEFFRIES et al., 2007).

Este comportamento foi confirmado para Pichia stipitis quando Guebel et
al. (1991) e Ferrari et al. (1992) verificaram a impossibilidade de otimizar a
producdo de biomassa e a formagao de produto com um Unico valor de taxa de
transferéncia de oxigénio (OTR), sendo apropriado um processo aerdbio para o
crescimento celular e condicdes microaerdbias para maximizar a produtividade
em etanol. Esses pesquisadores indicam que, para meios sintéticos, a taxa de
transferéncia de oxigénio para producdo de etanol deve variar entre 0,7 e 8,5
mmol/L.h, dependendo da concentracao de substrato e da concentracao do
indculo. Adicionalmente, tanto para a levedura mencionada como para
Pachysolen tanhophilus e Candida shehatae, tem se reportado baixo
requerimento de oxigénio para obter uma maxima producdao de etanol e, em
caso contrario, acimulo de xilitol ou reassimilagdo do mesmo (HANH-HAGERDAL
et al., 1991).

A oxigenacgao, como discutido anteriormente, é necessaria para manter o
balanco redox nas diferentes reagdes envolvidas na degradacao de xilose e na
manutengao do microrganismo. Além disso, publicagbes sinalizam como
necessaria uma oxigenacdo adequada para o transporte eficaz de xilose e para

algumas fungdes mitocondriais (SKOOG et al., 1992).

b) pH

Os rendimentos em etanol sao fortemente afetados pelas variagdes de pH.
No caso da levedura Candida shehatae CBS 2779 tem sido reportado uma
produtividade volumétrica maxima utilizando um intervalo de pH entre 4 e 5 (DU
PREEZ et al., 1986a). Para Pichia stipitis CBS 716, o intervalo esta entre 4,5 e 6,
sendo este Ultimo valor de pH o mais apropriado (SLININGER et al., 1990). No
caso de Pachysolen tannophilus altas produtividades sdao possiveis numa faixa de
2,5a 5,0 (SLININGER et al., 1985).

E importante ressaltar que o pH 6timo para o crescimento e/ou producdo
de etanol é funcdo direta do microrganismo estudado. Porém, as discrepancias
no comportamento do microrganismo os valores 6timos para producdo de etanol,

reportados na literatura, podem ser atribuidos a outras condicdes de processo,
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ao tipo de controle de pH e/ou a metodologia empregada para o calculo de
parametros comparativos (DU PREEZ, 1994; KASTNER et al., 1996).

c) Temperatura

Tem-se demonstrado que, em um intervalo de temperatura entre 30°C e
32°C, obtém-se a concentracdo de etanol maxima em fermentacdao com Pichia
stipitis CBS 7126 (SLININGER et al., 1990). Tanto em fermentagdes empregando
P. stipitis como Candida shehatae CBS 2779 reporta-se uma acentuada
diminuicdo na formacao de produto com o aumento de temperatura a valores
acima do 6timo (30°C), assim como diferentes intervalos 6timos de producgao
para etanol e xilitol, sendo a formacdo dessa ultima substancia mais sensivel aos
aumentos de temperatura (BARBOSA et al., 1990). Cabe destacar que a
temperatura 6tima do processo nao sé depende da linhagem, mas também do
substrato utilizado (glicose e/ou xilose), sua concentracao e da presenca de

outros compostos.

d) Concentracao de substrato

O consumo de xilose é fortemente influenciado pela concentracgao inicial
desta pentose em fermentagdes realizadas com Pichia stipitis e Candida
shehatae. Em investigagoes realizadas com P. stipitis Y 7124, encontrou-se que o
rendimento em etanol permanecia constante entre 20 e 110 g/L. Embora nao
tenha sido verificado acumulo de xilitol em concentragdes acima dos 110 g/L,
tem-se reportado rendimentos gradativamente menores (LAPLACE et al., 1991).
Segundo Roberto et al. (1991), em investigacdes com P. stipitis, a levedura sofre
inibicao em fermentagdes com concentracoes iniciais entre 76 e 99 g/L, sendo o
rendimento em etanol afetado para concentracdes acima de 145 g/L.

Adicionalmente, existem pesquisas nas quais se afirma que o acumulo de
xilitol, durante fermentacbes com leveduras, obedece mais as condicdes
ambientais, como a disponibilidade de oxigénio e alta densidade celular, do que a
concentragao inicial de substrato (DU PREEZ et al., 1986b).

Outros autores reportam que a levedura Pichia stipitis CBS 5773 apresenta
uma queda no seu rendimento em etanol de 0,41 para 0,39 g/g, quando a
concentracdao de xilose é aumentada de 50 para 200 g/L (SLININGER et al.,
1985). No caso da linhagem P. stipitis CBS 5774, concentragdes entre 80 e 100

g/L de xilose foram reportadas como as melhores para a fermentacdao de xilose
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em etanol, mas constatou-se uma diminuicdo drastica nos valores dos
parametros de fermentacdo para concentracgdes acima de 150 g/L (ANTUNES,
1997).

e) Concentracdes de etanol

A tolerancia das leveduras ao etanol é de vital importéncia para alcancar
altos niveis de producdo e viabilizar a destilacdo do meio fermentado. Essa
tolerancia difere para cada linhagem de levedura, sendo afetada pelas condicoes
de cultivo, especialmente pela temperatura (DU PREEZ et al., 1987).

Em fermentagdes realizadas com varias linhagens de Candida shehatae e
com Pichia stipitis Y633 (CBS 7126), conduzidas em batelada alimentada com
baixo nivel de oxigenacdo, o crescimento celular foi sensivel ao efeito inibitdrio
do etanol adicionado. As linhagens P. stipits Y633 (CBS 7126), C. shehatae CSRI
Y633 e C. shehatae CSRI Y492, apresentaram-se como as melhores produtoras,
alcancando concentragdes entre 44 e 47 g/L de etanol (DU PREEZ et al., 1987).

Em investigagOes realizadas com Pichia stipitis NRRL Y7124, encontrou-se
uma tolerdncia ao etanol dependente do substrato (glicose ou xilose). Esta
relacdo entre a tolerancia e o substrato foi estudada a partir do crescimento e a
atividade da ATPase presente na membrana plasmatica para cultivos com glicose
ou xilose, sendo melhores as atividades apresentadas em processos realizados
utilizando a hexose (MEYRIAL et al., 1995). Nessa mesma linhagem, em estudos
realizados para avaliar o efeito do etanol, observou-se que, com o aumento da
concentracao deste produto no meio, foi gerado um aumento linear no
rendimento em xilitol, soluto compativel ao efeito inibidor e, consequentemente,
ocorreu uma diminuicao proporcional no rendimento em etanol (DELGENES et
al., 1988).

Existem diferentes pesquisas focadas na liberacao da xilose que constitui a
fracao hemiceluldsicos, pela utilizacdao de diversos tipos de pré-tratamentos para
varios materiais lignocelulésicos. Porém, poucos trabalhos reportam as
caracteristicas fermentativas de tais hidrolisados. Na Tabela 2.8 sumarizam-se
alguns dos trabalhos mais relevantes nesta tematica, indicando-se o tipo de
material empregado, o pré-tratamento aplicado e os resultados de fermentagao

do hidrolisado hemiceluldsico.
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2.7 CONSIDERACOES GERAIS

A insercdao do etanol de primeira geracdao no mercado dos combustiveis
mostra ser uma excelente alternativa para a diminuicdo da dependéncia por
combustiveis fésseis, especialmente para o transporte automotivo, e tendo como
exemplos o Brasil, com um histdrico que data da década dos 70, e os Estados
Unidos, que nos ultimos anos tornou-se o maior produtor de etanol e com
grandes investimentos na area visando a um aumento expressivo na producao
local. Porém, a expansdao de cultivos dedicada a produgcdo de energia,
especialmente etanol de primeira geragao, tem sido fortemente criticada por
competir com a producao de alimentos, ora pela destinacdao do produto, como é
o caso do milho, ora pela ocupacdo de regides agricultaveis.

Como alternativa para aumentar a produgdao de etanol, sem cair nas
problematicas sinalizadas para o etanol de primeira geracdo, destaca-se a
producdo de etanol a partir de biomassas residuais, etanol de segunda geragao.
Neste contexto, além de se produzir etanol sem a necessidade de ampliacdo de
areas de cultivo, valoriza-se um residuo situando-o como matéria-prima, com as
vantagens de ser abundante e barato. Entre as biomassas residuais, destacam-
se os materiais lignoceluldsicos pelo seu teor de fragdes polissacarideas e por ser
uma das biomassas mais abundantes no planeta.

O aproveitamento de materiais lignoceluldsicos para a producao de etanol,
por via biotecnoldgica, apresenta-se como uma das tecnologias mais promissoras
para suprir a crescente demanda mundial por este biocombustivel e,
adicionalmente, permitira o desenvolvimento industrial sob o conceito de
biorrefinaria. Este conceito fundamenta-se no aproveitamento integral das
biomassas para a obtengdao de produtos de interesse industrial de alto e baixo
valor agregado. No caso dos materiais lignocelulésicos, no conceito de
biorrefinaria, o aproveitamento integral das fracdes que compdem o material
(celulose, hemicelulose e lignina), a integracdo energética e a sustentabilidade
ambiental sdo fundamentais para viabilizar os processos e permitir um
desenvolvimento em nivel industrial.

Porém, ainda ndo tem sido alcancado o amadurecimento de cada uma das
etapas que envolvem o aproveitamento de materiais lignoceluldsicos,
especialmente os pré-tratamentos que permitam a separagdao seletiva das

fracOes e disponibilizacdo dos mondmeros constituintes de cada uma das fracdes,

Gabriel J. Vargas Betancur



sendo necessarios grandes esforcos para estabelecer o pré-tratamento mais
apropriado, e as condicOes utilizadas nesse pré-tratamento, para cada tipo de
material lignocelulésico.

No caso da separacao seletiva de hemicelulose, o pré-tratamento com
acido diluido perfila-se como o mais apropriado por permitir uma eficiente
separacao seletiva, com um alto grau de monomerizagao. Contudo, as condicdes
aplicadas para este tipo de pré-tratamento devem ser determinadas,
criteriosamente, para minimizar a formagao de compostos que possam agir como
inibidores de processos enzimaticos, no caso da hidrélise enzimatica de outras
fracOes, ou fermentativos, como a acao de leveduras fermentadoras de xilose
durante a obtengao de etanol.

No que diz respeito ao processo de fermentacao dos aclcares em etanol,
especialmente da xilose, as pesquisas apontam para o desenvolvimento de novos
processos combinados, como a co-fermentagao com glicose ou os denominados
processos consolidados, onde se destaca a necessidade do desenvolvimento de
microrganismos geneticamente modificados para a utilizacdao desta pentose. No
entanto, os processos reportados utilizando-se hidrolisado hemiceluldsico com a
aplicacdo desses microrganismos geneticamente modificados ainda nao
apresentam altas eficiéncias no aproveitamento de xilose ou requerem uma alta
carga de insumos, principalmente fontes de nitrogénio, o que torna o processo
economicamente inviavel. J& entre os microrganismos naturalmente ocorrentes,
a levedura Pichia stipitis, que apresenta uma tolerancia superior aos inibidores
proprios de hidrolisados hemiceluldsicos, tem se mostrado apropriada para se
obter altas eficiéncias de conversao na fermentagao de xilose.

No Brasil, um dos paises com o maior potencial para o desenvolvimento da
industria dentro do conceito de biorrefinaria, o bagaco de cana-de-agucar
apresenta-se como um dos residuos lignoceluldsicos mais apropriados para
aplicacdo na producao de etanol de segunda geracao. Neste contexto, percebe-se
a necessidade de desenvolver um pré-tratamento eficiente para este material,
visando a separacdao seletiva da fracdo hemiceluldsica, assim como se
estabelecer condicdes que permitam o desdobramento do processo até alcancar
uma escala industrial.

Adicionalmente, devem-se estabelecer as melhores condicdes de

fermentacdo de hidrolisados hemiceluldsicos, assim como o potencial real da

Gabriel J. Vargas Betancur



levedura Pichia stipitis que, como citado anteriormente, tem se destacado na
fermentacao de pentoses provenientes da fragao hemiceluldsica.

Em resumo, todos os novos desenvolvimentos direcionados a producao de
etanol de segunda geracdo, a partir de material lignoceluldsico, devem visar o
aproveitamento de todas as fragdes constituintes do material, a sustentabilidade
ambiental dos processos, a integracdo energética e a viabilidade econdmica.
Nesse contexto, novos processos devem atingir niveis que permitam ao etanol de
segunda geracao competir economicamente com combustiveis fdsseis e,

inclusive, etanol de primeira geracgao.
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CAPITULO 3

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

O fornecimento de energia é fundamental para o desenvolvimento da
sociedade, envolvendo aspectos desde o bem-estar até o desempenho industrial,
tendo uma relacdo direta com a oferta e demanda caracteristicas de cada regiao.
Sendo os combustiveis fosseis a principal matéria-prima para a geracdo da
energia consumida no mundo, as alteracfes no seu suprimento e seu preco,
assim com as regulamentacdes politicas mundiais relacionadas com a producédo e
uso desta fonte, repercutem no normal desenvolvimento de todo o planeta e, nos
ultimos anos, tem gerado uma forte instabilidade nos precos dos combustiveis
tradicionais, assim como em outros produtos derivados do petrdleo, com uma
tendéncia global de aumento. Esta problematica tem aumentado notavelmente o
interesse pela substituicdo dos combustiveis tradicionais por biocombustiveis, na
procura de uma independéncia as problematicas associadas ao petréleo e, assim,
diminuir seu uso. Neste contexto, destaca-se o esforco de setores econdmicos,
académicos, industriais e governamentais para o desenvolvimento e
implementacdo do etanol como combustivel, sendo esta uma das alternativas

mais promissoras.
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Neste contexto, o uso de etanol como combustivel, além de se mostrar
como alternativa tecnicamente apropriada, também, possui importancia
ambiental por ser este um combustivel cujo processo de combustao gera baixas
emissfes de poluentes e, levando-se em consideracdo a caracteristica renovavel
das matérias-primas utilizadas para sua producdo, ndo contribuindo para o
desbalanceamento no ciclo do carbono. Adicionalmente, considerando-se que as
matérias-primas podem ser geradas segundo as caracteristicas de cada regiao, a
implementacédo da producado de etanol permite a descentralizacdo da producéao e
incentiva o desenvolvimento de areas menos desenvolvidas.

No Brasil, segundo maior produtor mundial de etanol e detentor da
tecnologia de producdo de menor custo, utiliza-se o suco extraido da cana-de-
aclcar como matéria-prima para a producdo do biocombustivel. Este processo
encontra-se acompanhado pela geracdo de grandes quantidades de material
lignocelulésico, o bagaco, que pode ser empregado para a producao de etanol se
desenvolvidos processos que permitam a extracdo integral dos acuUcares
constituintes, como proposto dentro do conceito de “Biorrefinaria”. Com a
implementacdo deste tipo de processo, além de se valorizar um material
considerado como residuo, estabelece-se que a producdo de etanol no Brasil
possa ser duplicada, sem a necessidade de aumentar as areas de cultivo da
cana-de-acucar.

Sob esta panoramica, faz-se evidente a importancia do desenvolvimento
de processos de producdo de etanol a partir do bagaco de cana, que envolvam
baixos custos e altas produtividades. E neste contexto que se realiza esta tese,
visando estudar o aproveitamento eficiente de uma das fracdes do bagaco, a
hemicelulose, para producdo de etanol. Com isto, da-se continuidade aos
trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Desenvolvimento de Bioprocessos do
Departamento de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica da UFRJ (BRITO,
2000; FOGEL, 2004; BETANCUR, 2005; VASQUEZ, 2007).

3.2 OBJETIVOS

A presente pesquisa de doutorado objetivou a otimizacdo do pré-
tratamento com acido diluido do bagaco de cana-de-acguUcar visando a obtencao
de um hidrolisado hemicelulésico que permita a producéo eficiente de etanol de

segunda geracao por fermentacao.
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Para alcancar o objetivo descrito, foram formulados os objetivos

especificos:

Vi.

Vii.

viii.

Caracterizar o bagaco de cana-de-aclcar a ser utilizado como matéria-
prima para o desenvolvimento do trabalho quanto a sua composi¢cao

quimica bésica;

Aperfeicoar a técnica para a hidroélise do bagaco de cana-de-acucar e
determinar a possivel influéncia do tamanho de particula no processo

hidrolitico;

Aprimorar os processos de propagacdo celular para a realizacdo de

fermentac6es com hidrolisados hemicelulésicos;

Investigar como as condi¢gfes utilizadas no pré-tratamento com &cido
diluido influenciam na eficiéncia de hidrélise da fracdo hemicelulésica

do bagaco de cana;

Estabelecer as caracteristicas dos hidrolisados produzidos, quanto ao

teor de aclcares e compostos inibidores do processo fermentativo;

Avaliar a fermentabilidade dos hidrolisados e sua relacdo com as
condi¢cdes utilizadas no pré-tratamento com acido diluido e a

concentragao de inibidores;

Avaliar a reutilizagdo de células na fermentacdo do hidrolisado

hemicelulésico de bagaco de cana para producao de etanol;
Investigar a viabilidade da realizacdo de co-fermentacdo de glicose e

xilose provenientes das fragbes celulésica e hemicelulésica,

respectivamente.
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CAPITULO 4

4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados para o
desenvolvimento desta pesquisa, assim como as diferentes metodologias
aplicadas nos experimentos realizados. S&o estabelecidas: as condi¢cbes e
metodologia para obtencdo do hidrolisado, manipulacdo dos microrganismos
utilizados, caracteristicas dos processos avaliados, assim como a metodologia

analitica empregada.
4.1 CARACTERIZACAO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A caracterizacdo do material lignocelulésico (bagaco de cana e soélido
resultante do pré-tratamento acido — celulignina) foi realizada seguindo os
protocolos descritos por Ververis et al. (2007) e Sluiter et al. (2008). Na
metodologia, os extrativos foram determinados pelo uso de sistema Soxhlet,
utilizando um refluxo de agua, seguido de refluxo de etanol durante 24 horas
cada, com 6 ciclos por hora. Os extrativos foram determinados por gravimetria.

Para a quantificacdo das fracdes constituintes dos sélidos, uma massa de
200 a 300 mg de bagaco (livre de extrativos) foi hidrolisada com 3,0 mL de &cido

sulfarico (72% m/m) em um tratamento a 30°C por uma hora. Posteriormente, o
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acido foi diluido até 4% e um novo tratamento foi aplicado (121°C/1 hora)
visando monomerizar totalmente os acuUcares constituintes das fracfes
polissacarideas a serem quantificados na fracdo liquida apds neutralizacdo. A
fracdo sodlida (contendo lignina e cinzas) foi quantificada por gravimetria e,

posteriormente, calcinada para quantificacdo de cinzas.

4.2 APRIMORAMENTO DO PRE-TRATAMENTO PARA A OBTENCAO DO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO

O bagaco de cana-de-acucar utilizado para o desenvolvimento desta
pesquisa foi fornecido pela usina Costa Pinto de Piracicaba (SP) por intermédio
da FERMENTEC. Inicialmente, o material foi submetido a secagem a 60°C, com o
objetivo de garantir uma estocagem sem perigo de contaminacdo com fungos.
Cabe ressaltar que o processo de secagem ¢€ utilizado como uma etapa pratica no
trabalho de laboratério, ndo sendo uma etapa obrigatéria para o aproveitamento
do material lignocelulésico em nivel piloto ou industrial.

O pré-tratamento acido do bagaco inicialmente foi realizado com base nas
condicOes reportadas por Betancur (2005), sendo mantidas as condi¢cdes de
pressdao e tempo (1 atm/40 minutos), assim como a relacdo soélido:liquido
(proporcdo de 1 g de bagaco:2 mL de solucdo acida) e, apenas, modificada a
concentracdo da solucdo de acido sulfarico de 3,5%(v/v) para 1%(v/v), visando
diminuir a demanda de acido no processo e, consequentemente, a quantidade de
base utilizada para o ajuste de pH dos hidrolisados, assim como reduzir a
geracédo de inibidores ao processo de fermentacao dos acucares monomerizados.

Trés estratégias de mistura para a realizacdo do pré-tratamento do

material foram avaliadas:

e Estratégia (A): Sdélido embebido em solucdo acida seguido de remocdo de
excedente

Considerando-se a relagao solido:liquido (S:L) a ser utilizada no processo

de hidrdlise (1:2), utilizou-se um volume correspondente ao dobro da quantidade

requerida (relacdo 1:4), verificando a total imersdo do sdlido na solugcédo acida.

Ap6s um minuto, metade do volume da solucdo acido foi retirado, deixando a

mistura na relacdo S:L desejada.
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e Estratégia (B): Umidificacdo do solido por dispersédo da solucédo acida
Neste caso, o bagaco seco foi aspergido com solucédo acida, utilizando-se
um “borrifador” manual. Realizou-se, cuidadosamente, o procedimento para

garantir a maior homogeneidade possivel na mistura sélido-liquido.

e Estratégia (C): Contato direto por 24 horas

Neste caso, o bagaco foi deixado imerso na solucdo acida por um periodo
de 24 h antes do tratamento térmico (BETANCUR, 2005; FOGEL, 2004),
assumindo que este periodo era suficiente para a difusdo homogénea do liquido

na matriz soélida.

Para cada uma das estratégias, o tratamento térmico foi realizado em
duplicata com frascos cbnicos de 500 mL utilizando-se autoclave. Apds a
determinacdao da melhor estratégia, a obtencédo de hidrolisados em quantidades
maiores, necessarias nos experimentos subsequentes, foi realizada em um reator
projetado para este propoésito (Figura 4.1). Este equipamento permite, apds o
tratamento térmico da mistura solido:liquido, a separacéo de fases por aplicacdo
de pressao hidraulica com um alto grau de recuperacao de liquidos (hidrolisado).
Este equipamento foi construido em ago inox, tendo uma capacidade volumétrica
de 3,5 L (Patente Pl 0505299-8A).

Figura 4.1 Reator utilizado para a hidrélise de bagaco de cana (a)
e prensa hidraulica para extracdo do hidrolisado (b)
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ApOs o processo térmico e a separacdo da matriz sélida, o hidrolisado teve
seu pH ajustado até 6 mediante a adicdo de Ca(OH),, sob banho de agua com
gelo para evitar aquecimento da solucdo com o calor gerado durante a reacéo
acido-base. Apo6s ajuste de pH, a suspenséao foi filtrada a vacuo, para retirar o
precipitado formado, e estocada para ser utilizada como base do meio de
fermentacdo nos experimentos realizados na pesquisa.

Sendo o bagaco um material caracterizado por uma distribuicdo
granulométrica diversa, e com o intuito de se avaliar a influéncia do tamanho de
particula no pré-tratamento &cido, foi realizada adicionalmente, uma classificacdo
granulométrica utilizando peneiras com os tamanhos de particula apresentados
na Tabela 4.1, escolhidos segundo alguns processos de classificacdo realizados
em trabalhos anteriores (BETANCUR, 2005; PEDRO et al., 2005).

Amostras de cada um dos grupos granulométricos selecionados (Tabela
4.1) foram submetidas ao pré-tratamento acido seguindo os procedimentos

descritos anteriormente, com experimentos realizados em duplicata.

Tabela 4.1 Peneiras de classificagao utilizadas para
determinar a distribuicdo granulométrica para o bagaco
de cana
NUmero de peneira
segundo classificacdo

Tamanho de particula

MeshTaylor (mm)
4 >4,75

8 4,75 - 2,36

14 2,36 - 1,18

28 1,18 - 0,60
Fundos < 0,60

4.2.1 Otimizacao do pré-tratamento acido sob condi¢cbes moderadas

Com o objetivo de diminuir a concentracdo de acido utilizada durante o
pré-tratamento &cido do bagaco de cana-de-acucar, um planejamento central
composto com triplicata do ponto central foi realizado, considerando como
variaveis independentes (fatores) a relacdo soélido:liquido, a concentracdo do
acido e o tempo, nos niveis apresentados na Tabela 4.2. A pressdo (variavel

relacionada com a temperatura do tratamento térmico — 121°C) foi mantida
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constante no valor de 1 atm por ser este o valor limite de trabalho do

equipamento empregado para a realizacdo do processo térmico.

Tabela 4.2 Variaveis e niveis do planejamento experimental

Nivel Ponto Nivel
Fatores -a . - . + a
inferior Central superior
S:L (g:mL) 1:4,6 1:4 1:3 1:2 1:1,4
H,S0, (% v/Vv) 0,50 0,75 1,13 1,50 1,75
Tempo (min) 27 40 60 80 93

Na Tabela 4.3 estdo apresentados todos o0s ensaios correspondentes ao
delineamento central composto completo, incluindo os pontos fatoriais (ensaios 1
a 8), os axiais ou estrela (ensaios 9 a 14) e as trés repeti¢cdes do ponto central
(ensaios 15 a 17) necessarias para determinar o erro experimental e realizar

uma analise estatistica mais aprimorada.

Tabela 4.3 Planejamento central composto, em valores codificados, realizado
para avaliar a hidrélise com acido diluido da hemicelulose presente no bagaco

Concentracao de

Ensaio Acido Rel. Sol:Liq Tempo
1 -1 +1 -1
2 -1 +1 +1
3 -1 -1 -1
4 -1 -1 +1
5 +1 +1 -1
6 +1 +1 +1
7 +1 -1 -1
8 +1 -1 +1
9 -a. 0 0
10 +a 0 0
11 0 +o 0
12 0 -a 0
13 0 0 -0
14 0 0 +o

15(c) 0 0 0
16(c) 0 0 0
17(0) 0 0 0

(c) réplicas do ponto central

Para todos os ensaios, utilizou-se uma massa inicial fixa de bagaco, sendo
adicionada a solucdo acida na proporc¢ado indicada para cada experimento. Como

variavel de resposta principal foi considerada a concentracdo de xilose, estando
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esta caracteristica diretamente relacionada com a obtencdo de altas
concentragdes de etanol quando o hidrolisado fosse utilizado para fermentagéo.
Adicionalmente, foram consideradas como variaveis de resposta a eficiéncia de
hidrélise (calculada a partir da quantidade de xilose em relacdo ao teor de
hemicelulose do bagaco) e a quantidade de hidréxido de sddio necessario para o
ajuste de pH dos hidrolisados. Esta ultima varidvel de resposta foi considerada
com intuito de se estimar as condi¢cbes que permitissem diminuir a quantidade
deste insumo e, adicionalmente, verificar como a presenca de radicais acetato,
provenientes da estrutura hemicelulésica, poderiam influenciar na acidez do
hidrolisado.

Baseados na andlise dos resultados do planejamento preliminar (Tabela
4.3), um novo planejamento foi desenhado e realizado, como apresentado no
capitulo 5, considerando-se como variaveis de resposta, além da concentracédo
de xilose no hidrolisado e a eficiéncia de hidrdlise, a concentracdo de inibidores
como furfural, hidroximetilfurfural, 4cido acético e compostos fendlicos, a fim de
se aprimorar a otimizacdo do pré-tratamento acido visando a utilizacdo dos
hidrolisados para a producao de etanol.

Em cada um dos ensaios, desse segundo planejamento experimental, foi
preparada uma quantidade de hidrolisado suficiente para se avaliar a sua
fermentabilidade. Assim, foi realizada uma anélise estatistica considerando-se as
concentracotes finais de etanol e xilitol, assim como os rendimentos para cada um
desses produtos e a relacédo etanol/xilitol.

Adicionalmente, procurou-se determinar a relacdo entre a severidade
global do pré-tratamento acido e cada uma das varaveis ja enunciadas. Para isto,
utilizou-se a expressdo definida por Schell et. al. (2003) apresentada na equacgao

4.1.

Temperatura—loo} oH
14,75 Equacédo 4.1

Grau de severidade = Log,, (tempo.exp{

4.3 MICRORGANISMOS

Em todos os ensaios relacionados a fermentacao de xilose, assim como em
alguns realizados com glicose como fonte carbono, utilizou-se a linhagem

floculante da levedura Pichia stipitis CBS5774, proveniente do banco de
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linhagens holandés “Central Bureau voor Schimmelcultures-CBS”. Esta levedura
foi previamente selecionada como o microrganismo mais adequado para
conversao de D-xilose a etanol (PEREIRA Jr., 1991). Na Figura 4.2 é apresentada
uma microfotografia das células mencionadas, onde se pode verificar claramente

a formacédo de agregados, devido a sua caracteristica floculante.

Figura 2 Observacdo microscopica da linhagem floculante de
Pichia stipitis CBS 5774 (aumento de 1000 vezes)

Quando testada a fermentabilidade de meios ricos em glicose, com e sem
suplementacdo de hidrolisado hemicelulésico, foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann) como microrganismo padrdo de

comparacao.
4.3.1 Manutenc&o do microrganismo

A manutencdo das células de P. stipitis foi realizada como recomendado
por Pereira Jr. (1991). A cultura estoque foi conservada em meio agarizado, cuja
composicdo esta descrita na Tabela 4.4, deixando-se incubar durante trés dias a
uma temperatura controlada de 30°C para, posteriormente, ser estocada a 5°C.
Com o intuito de manter células ativas para a realizacdo dos diferentes

experimentos, repiques, a partir do cultivo original, foram realizados a cada
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quinze dias em camara asséptica, sendo descartados aqueles com mais de um
més. Para cada repique o estado de pureza foi verificado segundo a técnica de
GRAM.

Tabela 4.4 Meio de manutencao

Componente Concentracéo
(9/L)
D-xilose 5,0
Peptona 5,0
Extrato de levedura 2,0
Agar-agar 30,0

(PEREIRA Jr., 1991)

4.4 MEIOS EMPREGADOS PARA ATIVACAO, PROPAGACAO E
FERMENTACAO

Considerando-se as caracteristicas do in6culo como uma variavel
altamente influente na eficiéncia do processo de fermentacdo, diferentes
estratégias de propagacdo foram empregadas para a obtencdo das células
utilizadas como in6culo. Os meios formulados para este propdsito e para a

fermentacao dos hidrolisados, sao descritos na sequéncia.

4.4.1 Meio de ativacao

O meio utilizado para a ativacdo das células (primeira etapa da
propagacado) foi o mesmo empregado por Pereira Jr. (1991) e sua composicao

esta apresentada na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 Composicdo do meio utilizado para ativacdo das

células
Componente Concentragao
D-xilose 20,0 g/L
Uréia 1,25 g/L
KH,PO, 1,1 g/L
Extrato de levedura 2,0 g/L
Solugéo de sais minerais e acido citrico 40,0 mL/L

(PEREIRA Jr., 1991)
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A solucao de sais minerais e acido citrico, referida na Tabela 4.5, é uma
solugcdo concentrada de oligoelementos utilizada para suplementar todos os
meios (ativacdo, propagacao e fermentacdo). A composicdo dessa solucdo pode

ser observada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 Composicao da solucdo de sais minerais e acido citrico

Componente Concentracéo Componente Concentracéo
(9/L) (9/L)
MgS0,.7H,0 12,5 CuS0,4.5H,0 0,025
CaCl,.2H,0 1,25 CoCl,.6H,0 0,025
Acido citrico 12,5 NaMoO,.2H,0 0,035
FeS0,4.7H,0 0,9 H3BO; 0,050
MnSO, 0,19 Kl 0,009
ZnS04.7H,0 0,30 Al (SO04)3 0,0125

(PEREIRA Jr., 1991)

A fim de se evitar reacbes indesejadas entre a xilose e outros
componentes do meio, foram preparadas e esterilizadas (0,5 atm/20 min),
separadamente, uma solucdo contendo a pentose e outra com os demais
componentes, de modo que a primeira solucido representasse 25% do volume
total. Para cada solucado, o pH foi ajustado préximo de 6,0 utilizando-se solucao

de NaOH (2 mol/L) ou HCI (2 mol/L), conforme necessario.

4.4.2 Meios para propagacéao celular

O processo de propagacéao celular, para obtencdo do in6culo, foi realizado
utilizando duas ou trés etapas, para cada uma das quais se utilizaram meios
diferenciados, como descritos na sequéncia.

Quando utilizadas trés etapas, ap6s o cultivo de ativacdo, as células foram
propagadas em meio contendo a mesma proporcdo de oligoelementos e
nutrientes descritos na Tabela 4.5. Porém, a solucdo de xilose foi substituida por
hidrolisado, esterilizado durante 10 minutos a 0,5 atm, numa proporcédo de 25%
do volume total na segunda etapa e 50% na terceira (BETANCUR, 2005).
Quando utilizadas duas etapas o uso de cultivo de ativacdo foi eliminado como

descrito no item 4.5.
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4.4.3 Meios de fermentacéao

Quando avaliado o comportamento da levedura P. stipitis durante
fermentacdo em meio sintético, foi mantida a composicdo de meio descrita para
o cultivo de ativacdo (Tabela 4.5), mudando-se apenas a concentracdo de xilose
ou glicose, segundo os valores estabelecidos para cada experimento.

Nas fermentacdes utilizando hidrolisado, foram mantidas as proporc¢des de
oligoelementos e fontes de nitrogénio descritas na Tabela 4.5. Nesse sentido,
misturaram-se as fontes de nitrogénio e de fosfato ao volume de solucéo de sais
a ser adicionado, sendo a mistura esterilizada por filtracdo em membrana com
porosidade de 0,22 um. O hidrolisado foi esterilizado, separadamente, como
descrito anteriormente (0,5 atm/10 min) ou utilizado diretamente para o
processo de fermentacao.

Para ensaios de propagacdo celular de Pichia stipitis, visando a co-
fermentacdo de xilose e glicose, assim como as fermentagdes em meio sintético
com ambos dos substratos, o meio sintético descrito na Tabela 4.5 foi corrigido

para manter uma concentracdo inicial do carboidrato utilizado em 20 g/L.

4.5 METODOLOGIAS DE PROPAGACAO CELULAR

Com o objetivo de se aprimorar a metodologia de propagacéao celular, para
a obtencdo do indéculo utilizado na fermentacdo alcodlica de xilose, foram
avaliadas duas técnicas verificando-se a necessidade da etapa de ativacao
realizada com xilose comercial. Desta forma, as células foram inicialmente,
ativadas em meio sintético ou incubadas diretamente na primeira etapa de
aclimatacdo, como descrito a seguir: do repiqgue em meio de manutencdo foi
retirada uma alcada de células para um frasco cénico de 500 mL contendo 200
mL de meio de ativacdo, ou meio para a primeira aclimatacdo, e posteriormente
incubado a 30°C em agitador rotatério utilizando uma velocidade de agitacdo de
250 rpm, pelo tempo necessario para que se alcancasse a concentracdo celular
desejada (3 g/L). Posteriormente, para ambos os casos, uma aliquota de 10 mL
foi utilizada como in6culo para a etapa seguinte, como esquematizado na Figura
4.3.
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(a) 1G mL 10 mL /—\/\
Cultivo de
ativacado
T~ . W
/1;Icada 10 mL m N S
(b)
Fermentacao
em
hidrolisado
Crescimento em Crescimento em
meio contendo meio contendo
25% de hidrolisado 50% de hidrolisado
Propag?(;éo e
aclimatacao celular

Figura 4.3 Esquema representativo das metodologias utilizadas para
propagacao celular. (a) propagacdo com cultivo de ativacado; (b) propagacéo
sem cultivo de ativacéo

Cada uma das etapas utilizadas para a propagacdo celular foi conduzida
seguindo as condi¢cbes descritas anteriormente. Quando finalizada a segunda
etapa de aclimatacédo, realizada em um numero de frascos que garantisse a
obtencdo do in6culo para fermentagdo, o volume total foi reunido ao final do
processo e centrifugado (3000 rpm/10 min) para separar a massa celular a ser
utilizada como inéculo nos ensaios de fermentacdo. As células centrifugadas

foram, posteriormente, re-suspensas no meio de fermentacéo assepticamente.

4.6 PROCESSOS DE FERMENTACAO

4.6.1 Experimentos em frascos conicos

Nos experimentos em frascos conicos (500 mL) foi utilizado um volume de

trabalho de 200 mL e condi¢des de incubagédo de 30°C, 250 rpm e um pH inicial
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6,0 (BETANCUR, 2005). Estas condi¢cdes de operacdo foram utilizadas para os
experimentos realizados em meio sintético, assim como para 0s ensaios de
fermentabilidade dos hidrolisados obtidos nas condicdes do planejamento
apresentadas na secgéao 4.1.

Para determinar uma estratégia apropriada para a propagacao da levedura
P. stipitis, visando a fermentacdo de meios contendo glicose e xilose, foram
avaliados diferentes meios sintéticos contendo glicose, xilose ou a mistura de
ambos substratos (em uma concentracao inicial de 20 g/L), com incubacao sob
condicOes de livre e Ilimitada transferéncia de oxigénio. Para todos os
experimentos, as condicbes de volume do meio, temperatura, pH inicial e
agitacdo foram as mesmas reportadas anteriormente. A condigdo de
transferéncia limitada de oxigénio foi aplicada utilizando fermentémetros,
enquanto a livre transferéncia de oxigénio foi realizada com o uso de rolhas de

espuma (poliuretano).

4.6.2 Fermentac6es em biorreator instrumentado

Para a realizacdo dos ensaios de fermentacdo, sob condi¢cdes controladas,
foi utilizado o biorreator BIOSTAT B fabricado pela B. Braun Biotech
International, com um volume nominal de 1,5 litros e um volume de trabalho de
0,8 litros (Figura 4.4), dotado de controle de temperatura, pH (eletrodo interno
de referéncia de prata/cloreto de prata, METLER TOLEDO), porcentagem de
oxigénio dissolvido (eletrodo polarografico prata/platina, INGOLD) e espuma
(sensor de condutividade com terminacdo metalica). Todos os sensores foram
conectados a uma interface para o controle proporcional-integral-derivativo (PID)
utilizando as configuracdes de sintonia recomendadas pelo fabricante. O reator
possui sistema de agitacdo mecanica que consta de 2 turbinas de 3,5 cm de
didametro, com 6 pas em cada e o vaso reacional comporta quatro chicanas. O ar,
devidamente esterilizado por membranas de 0,2 um (MILLIPORE), é fornecido ao
meio através de um dispersor de metal, localizado na parte inferior do biorreator.
A vazédo de ar foi monitorada por um medidor de vazdo volumétrica acoplado ao
biorreator.

Todas as fermentacdes em biorreator foram realizadas a uma temperatura de
30°C, agitacdo de 250 rpm, taxa especifica de aeracdo de 0,02 vvm e controle

de pH 6,0, mediante a adicdo de NaOH (2 mol/L) ou HCI (2 mol/L). Na maioria

Gabriel J. Vargas Betancur



dos casos, a concentracdo celular inicial utilizada foi proxima de 10 g/L

(BETANCUR, 2005).

Figura 4.4 Biorreator BIOSTAT B para fermentagcdo de hidrolisado,
com capacidade para 1,5 L

As caracteristicas particulares das fermentacfes desenvolvidas para a

realizacdo deste trabalho foram:

e Fermentacdes com hidrolisado obtido em condi¢cfes brandas ndo otimizadas.
Neste caso o hidrolisado foi obtido segundo as condi¢des térmicas e relagao
solido:liquido estabelecidas por Betancur (2005), com uma concentracdo de
acido de 1% &cido, sendo avaliados dois tamanhos de in6culo (4 g/L e 10
g/L);

e Fermentacdo conduzida nas condi¢cdes normais (30°C, 250 rpm, pH 6, 0,02
vvm), e com hidrolisado obtido como citado anteriormente, realizada para

validar as modificacdes na obtencdo de in6culo como descrito no item 4.4;
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Para a validacdo de condi¢cdes otimizadas de pré-tratamento acido, como
descrito no item 4.1.1, foi realizada uma fermentagcdo em condi¢bes normais
(30°C, 250 rpm, pH 6, 0,02 vvm) com o hidrolisado obtido;

Como complemento a validacdo da fermentabilidade de hidrolisado obtido em
condigcbes otimizadas, foram realizadas fermenta¢cbes sequénciais para
determinar a viabilidade da reutilizacdo das células, sem qualquer processo
de reativacdo da levedura. Entre cada fermentacdo, as células foram
separadas por centrifugacdo (3000 rpm) e re-suspensas em meio para
fermentacao direta;

Fermentacdes sequénciais aplicando a técnica de Melle-Boinot (KAVANAGH &
WHITTAKER, 1994; STANBUK et al., 2008) foram realizadas para determinar
a eficiéncia desta técnica, tradicionalmente utilizada para S. cerevisiae,
quando o agente de fermentacdo fosse a levedura P. stipitis. Neste caso,
antes de cada fermentacdo, as células foram tratadas com uma solucédo de
acido sulfarico diluido (pH de 2) durante 1 hora e, posteriormente,
recuperadas por centrifugacao para dar inicio ao processo;

A tolerdncia da levedura P. stipitis ao etanol produzido foi avaliada,
inicialmente, com duas fermenta¢cbes conduzidas em batelada simples com
meio sintético, utilizando uma concentracao inicial de células de 5 g/L e de
substrato de 150 g/L. Em uma das fermentagdes utilizou-se glicose como
substrato e na outra xilose;

Mais duas fermentagcbes em meio sintético, uma com glicose e outra com
xilose como substrato, foram realizadas em batelada alimentada por pulsos.
Em cada pulso, realizado assim que o carboidrato era esgotado, procurou-se
atingir uma concentracdo de substrato de 30 g/L, mantendo o processo até
observacdo da estabilizacdo das variaveis (concentracdo de substrato ou
produto);

Visando eliminar qualquer possivel inibicdo da levedura nos processos
descritos anteriormente, uma fermentacdo em batelada alimentada
continuamente foi realizada, numa vaz&o que ndo gerasse uma concentracéo
acima de 5 g/L de xilose até a estabilizacdo da concentracdo de etanol no

meio.
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4.6.3 Processo SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation)

Para os ensaios realizados aplicando o processo SSF foram utilizados
fermentébmetros de 500 mL com um volume de trabalho variado, dependendo do
objetivo do experimento, sob as condicbes propostas por Vasquez (2007). Estas
condicOes estabeleceram o emprego do formulado enzimatico Multifect CX
(Genencor Int.) com uma carga enzimatica de 26 FPU (filter paper units)/g de
solido. Os experimentos foram em tampéao citrato (pH 4,8) e iniciados com uma
pré-hidrélise enzimatica, a uma temperatura de 47°C, durante um periodo de
tempo entre 8 e 12 horas. Apds este tempo, o sistema era ajustado a 37°C e a
levedura S. cerevisiae adicionada ao sistema, dando-se, assim, andamento ao
processo SSF.

Quando utilizada a levedura P. stipitis no processo SSF, apés a pré-
hidrdlise enzimatica, a temperatura do processo foi ajustada em 30°C e nao
foram utilizados os fermentdbmetros, para assim favorecer a acao deste
microrganismo.

Para determinar o efeito dos nutrientes utilizados para suplementar o
hidrolisado hemicelulésico sob o processo SSF, assim como do proéprio
hidrolisado, trés variaveis independentes foram definidas: fontes de nitrogénio
(uréia + extrato de levedura), oligoelementos (KH,PO, + solucao de sais e acido
citrico) e hidrolisado. Como nivel inferior foi definido a auséncia dos
componentes e, como nivel superior a concentracdo do nutriente comumente
empregada para suplementar os hidrolisados hemicelulésicos para sua
fermentacdo, como apresentado na Tabela 4.7. Deve-se destacar que, para se
completar o diluente, nos casos em que indicado hidrolisado em 0% e 50%, foi
utilizado tampao citrato.

Na Tabela 4.8 é apresentado o planejamento fatorial completo, em valores
codificados, dos experimentos realizados. A producédo de etanol foi acompanhada
por pesagem de cada um dos experimentos, realizados em um sistema
denominado fermentébmetro, para determinar a reducdo de peso causada pela
liberacdo de CO,, caracteristica da fermentacdo alcodlica. A concentracdo de
etanol equivalente foi determinada a partir da relacdo estequiométrica entre o

COs. liberado e o etanol produzido (1:1 molar) na fermentacao de glicose.
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Tabela 4.7 Variaveis e niveis escolhidos para determinar o efeito dos
componentes da fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico no processo

SSF
Fatores Nivel superior Ponto Central Nivel inferior
+1 ©) QD)

Hidrolisado (%6) 100 50 0
Fontes de Nitrogénio

Uréia (g/L) 1,25 0,62 0

Extrato de levedura (g/L) 2,00 1,00 0
Oligoelementos

KH,PO, (g/L) 1,1 0,55 0

Solucéo sais e Ac cit. (mL/L) 40 20 0

Tabela 4.8 Planejamento experimental desenvolvido para
determinar o efeito dos componentes da fermentacédo do
hidrolisado hemicelulésico no processo SSF

Ensaio Hidrolisado Fontes de N. Oligoelem.
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

O efeito do hidrolisado hemicelulésico fermentado sob o desempenho da
levedura S. cerevisiae no processo SSF foi avaliado sob as condi¢cdes descritas
anteriormente. Para esta finalidade, utilizaram-se propor¢cfes de hidrolisado
fermentado de 0%, 30%, 70% e 100% em tampao citrato, como fase liquida.

Estes experimentos foram realizados em duplicata.

4.7 AMOSTRAGEM

Nos experimentos realizados utilizando-se P. stipitis para fermentar a
xilose contida em hidrolisado, foram retiradas aliquotas de 2 mL a 3 mL com
auxilio de pipetas. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5
minutos, sendo o sobrenadante destinado a quantificacdo de acucares e
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produtos, apoés filtracdo em membrana de celulose com uma porosidade de 0,22
um. O sedimentado foi lavado duas vezes com agua destilada e novamente
centrifugado, nas mesmas condicdes descritas anteriormente, para promover a
desfloculacdo das células e retirar qualquer componente do meio que interferisse
na quantificacdo de massa celular. Em todos os procedimentos de amostragem
foi observado o0 maximo rigor asséptico. Na Figura 4.5 encontra-se

esquematizada a metodologia utilizada para o processamento das amostras.

Amcl)stra
Centrifugacgéo
3000rom/5 min
sobrenadante sedimento
v
Centrifugagéo Lavagens sucessivas
15000rpm/10 min com &gua destilada
v centrifugando a
Filtrac&o 3000 rpm/5 min
Membrana 0,22 um l
v
Diluicdo
Diluicao
; !
Dosagem de acuUcares e Quantificacdo de biomassa
produtos em HPLC por espectrofotometria

Figura 4.5 Diagrama para o processamento das amostras.

4.8 METODOS ANALITICOS

4.8.1 Determinacado da massa celular

A quantificagdo celular foi realizada por correlagdo de massa seca e
absorvancia a 570 nm para P. stipitis (LEAL, 1998). Para tal, foi construida,
previamente, uma curva padrao relacionando a massa seca das células com a
absorvancia (Figura 4.6). As células utilizadas na construcao da curva padrao
foram cultivadas em frascos conicos de 500 mL contendo 200 mL de meio de
ativacdo, a 30°C em agitador rotatério a 250 rpm. Apds 48 horas de incubacéo,
as células foram colhidas, lavadas e ressuspensas em agua destilada, de modo a
se obter uma suspensdo concentrada. A determinacdo da concentracdo das
células foi realizada filtrando-se 20 mL da suspensdo, em triplicata, utilizando-se

membranas de éster de celulose com 0,22 um de porosidade. Posteriormente, as
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membranas foram submetidas a secagem durante 24 horas, a uma temperatura
de 80°C e, mantendo-se as condi¢bes de secagem, acompanhou-se a massa das

membranas até se obter um valor constante.

Abs =3,0168(Conc) + 0,0027
R2=0.9978

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Concentracgédo celular (g/L)

Figura 4.6 Curva de calibracdo para quantificacdo de
massa celular

4.8.2 Determinacdes quantitativas

As concentracdes de xilose, glicose, arabinose, etanol e xilitol, foram
determinadas por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (HPLC) em
cromatoégrafo ‘Waters’ (Sistema de bombeamento modelo 510, injetor Rheodyne,
detector de diferencial de indice de refracdo —DIR- modelo 410), acoplado a uma
coluna de troca catidnica Aminex HPX-87P, fabricada pela Bio-Rad. As condicdes
operacionais utilizadas para as analises encontram-se especificadas na Tabela

4.9.

Tabela 4.9 CondicGes operacionais do
cromatégrafo para quantificacdo de aculcares e
metabdlitos principais

Fase movel: Agua MilliQ desgaseificada
Vazdo de fase movel: 0,6 mL/min
Pressdo maxima: 2000 psi

Volume de amostra: 5 uL (amostra)
Texterna: 85°C (forno)
Tinterna: 40°C (detector)
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As concentracbes das substancias analisadas nas amostras foram
calculadas por comparacdo com padrdes externos de concentracdo conhecida (10
g/L para acucares e xilitol, 15 g/L para etanol), com areas cromatograficas
calculadas pelo préprio equipamento. A equacdo 4.2 foi utilizada para o calculo
das concentracfes das amostras. Um cromatograma tipico para o padrédo externo

pode ser observado na Figura 4.7.

Area da amostra - concentracdo do padro

Concentragdo da amostra = ~ — -diluicéo
Area do padrao

Equacédo 4.2

60,001

- 32,648

50,001

xilitol

240,00
30,00

20001
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Figura 4.7 Cromatograma da solucdo padrdo indicando os tempos de retencéo
dos compostos mais relevantes na fermentacao de hidrolisado hemiceluldsico.

No caso da quantificagdo de furfural e hidroximetilfurfural, assim como
alguns acidos alifaticos, foi seguida uma metodologia analoga a descrita
anteriormente. Porém, dadas as caracteristicas destes compostos, foi utilizada
uma coluna C18 da Shodex nas condi¢des indicadas na Tabela 4.10, acoplada a
detector UV (Ultraviolet).

A concentracdo de compostos fendlicos nos hidrolisados foi quantificada
pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (QUEIROZ et al., 2002), utilizando-
se acido tanico como padrdo para a construcdo de curva de calibracdo (Figura
4.8).
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Tabela 4.10 Condicdes operacionais do
cromatoégrafo para quantificar furfural,
hidroximetilfurfural e acido acético

Fase movel: Metanol:agua (80/20)
Vazdo de fase movel: 1,0 mL/min
Pressao maxima: 2000 psi
Volume de “looping”: 20 uL (amostra)
Cumprimento de onda 285 nm

0,6

0,54  (Abs.) =0,011x(Conc.) +0,0116
R2 = 0,9984
0,4 1
0,3 -

0,2 -

Absorvancia (760nm)

0,1 -

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo (acido tanico mg/L)

Figura 4.8 Curva de calibracdo para quantificacdo de
compostos fendlicos

4.9 METODOLOGIA ESTATISTICA

Como recurso para a realizacdo dos ensaios utilizou-se planejamentos
experimentais, mais especificamente a metodologia de superficie de resposta
(RSM), baseada em planejamentos fatoriais que foi introduzida por G.E.P. Box
(BARROS NETO et al., 1995) nos anos um mil novecentos e cinquenta e, desde
entao, tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos
industriais (BARROS NETO et al., 1995; MONTGOMERY, 2001).

A metodologia de superficie de resposta é constituida por duas etapas,
modelagem e deslocamento, as quais sdo repetidas quantas vezes forem
necessarias, até alcancar uma regido desejada da superficie investigada. A
modelagem é feita normalmente, ajustando modelos lineares ou quadraticos as

respostas experimentais obtidas com planejamentos fatoriais ou planejamentos
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fatoriais ampliados. No caso do estudo das condicbes de pré-tratamento, o

modelo pode ser estruturado como indicado na Equacéo 4.3.

Variavel de Resposta = f, +f.(Concentracédo de acido)+;;(Concentracédo de acido)?
+ B,(Relagdo sélido:liquido)+ 4,,(Relacéo sélido:liquido)?
+ B3(Tempo)+fs3(Tempo)?
+ fBi,(Concentracdo de acido)(Relacdo sdlido:liquido)
+ fBi13(Concentracdo de acido)(Tempo)
+ pB.3(Relacédo sdlido:liquido)(Tempo)

p - Coeficientes determinados empiricamente Equacso 4.3

Depois de ter encontrado a area apropriada ha de se validar a necessidade
de utilizacdo de um modelo quadratico para descrever o comportamento dos
resultados encontrados com o planejamento experimental. Para isto, €
necessaria a construcdo do planejamento chamado “Planejamento em Estrela”.
Este planejamento consiste em acrescentar ao planejamento inicial um
planejamento idéntico, porém, girado 45 graus em relacdo a orientacdo de
partida. (BARROS NETO et al. 2001).

Para estimar matematicamente o ponto 6timo de um fenémeno, no qual
foram definidas diversas variaveis de resposta, € utilizada a funcao desirability
(Equacédo 4.4) proposta por Derringer & Suich (1980). No caso do pré-
tratamento acido, esta funcao foi utilizada para determinar as condi¢cbes que
permitiram maximizar a concentracdo de substrato e minimizar a concentragdo
de inibidores no hidrolisado, assim como alcancar uma alta fermentabilidade do

mesmo.

DI(dl(Yl)xdz(Yz)x...xdk(Yk))llK Equacédo 4.4

D: Parametro a ser maximizado

Y;: Variavel de resposta

d; (Yi):Funcao individual para cada uma das variaveis
k: NUmero de variaveis de resposta

As func¢des individuais (di) para cada varidvel obedecem ao objetivo alvo
de cada uma, maximizar ou minimizar, como expressado nas Equacdes 4.5 e
4.6. Nestas expressfes um peso (s) com um valor superior a unidade (1), deve
ser dado a funcéo individual que represente uma variavel na qual desejasse dar

uma énfase maior, em caso contrario (s<1) a importancia sera menor com
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respeito as outras funcdes individuais. Neste trabalho todos os pesos foram
considerados iguais a unidade (1), conferindo uma importancia igual para todas

as variaveis de resposta.

Maximizar: 0 y<L
d- (V—Ljs Ley<T Equagio 4.5
T-L
1 y>T

L: Menor valor aceitavel
T: Maior valor aceitavel (valor alvo)

S:Peso
Minimizar: 1 y<T
y-LY
d=<| - T<y<U 5
(T - Lj y Equacéo 4.6
0 y>U

T: Menor valor aceitavel (valor alvo)
U: Maior valor aceitavel
S:Peso

No presente trabalho foram utilizados os software STATISTICA 6.0
(STATSOFT Inc., 2002) e Design-Expert 6.0.6 (Stat-Ease ® Software, 2000)
para o desenho dos diferentes planejamentos experimentais, a analise estatistica
de resultados, a obtencao e validacdo de modelos empiricos, assim como para a
etapa de otimizacdo das condi¢cfes do pré-tratamento acido utilizando a funcao

desirability.
4.10 VARIAVEIS DE RESPOSTA

Os parametros utilizados para avaliar o pré-tratamento acido ou os
processos de fermentacdo que foram considerados como variaveis de resposta,

em alguns dos experimentos, encontram-se definidos na sequéncia.

a) Eficiéncia de hidrélise de hemicelulose (%)

Eficiéncia de hidrdlise=(S, .V)/(M.X,).100 Equacgéo 4.7
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Tal que:
Sy: Concentracao de xilose no hidrolisado (g/L)
V: Volume de hidrolisado obtido (L)
M: Massa de bagaco hidrolisada (g)
Xx:  fracdo de xilose no bagaco (g/9)

b) Fator de rendimento em etanol (g/g)

Yp,s =—(AP/AS)=(P-P,)/(S, - S) Equag&o 4.8

Tal que:
P: Concentracao final de etanol (g/L)
Po: Concentracao inicial de etanol (g/L)
S: Concentracao final de substrato (g/L)

So: Concentracao inicial de substrato (g/L)

c) fator de rendimento em massa celular (g/g)

Yy, =—(AX/AS)=(X = X,)/(S, -9S) Equacéo 4.9

Tal que:
X: Concentragao final de biomassa (g/L)
Xo: Concentracao inicial de biomassa (g/L)
S: Concentracao final de substrato (g/L)

So: Concentracéo inicial de substrato (g/L)

d) Produtividade volumétrica (g/L.h)

Q. =(P-P)/t Equacéo 4.10
Tal que:
P: Concentracao final de etanol (g/L)
Po: Concentracao inicial de etanol (g/L)
t;: Tempo de fermentagao (h)
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CAPITULO 5

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sao apresentados os resultados e discussdes decorrentes da
realizacdo deste trabalho. Inicialmente é ilustrado o aprimoramento do pré-
tratamento acido de bagaco, direcionado ao modo de mistura e ao tamanho de
particula. Posteriormente sdo determinadas as condicdes que otimizam o pré-
tratamento utilizando como critérios de otimizacdo: maximizacdo da
concentracdo de xilose e eficiéncia de hidrélise, minimizacdo da concentragao de
inibidores e, durante a fermentacao do hidrolisado, a maximizacao da relagao
etano/xilitol e a minimizacdo do acumulo de xilitol. Na sequéncia sao
apresentados ensaios relacionados com o uso de hidrolisado obtido sob condicdes
otimas em fermentagdes sequénciais e processos SSF e SSCF. Adicionalmente,
apresentam-se experimentos que permitiram verificar o potencial da levedura
Pichia stipitis para producao de etanol em meio sintético e para a fermentacao de

diferentes misturas glicose-xilose.
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5.1 CARACTERIZAGCAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Na Tabela 5.1 apresenta-se a composicao do bagaco de cana-de-acucar,
segundo a metodologia aplicada para caracterizacao do material. Destaca-se o
teor de hemicelulose que se encontra abaixo do reportado para este material
(28-30%) (SUN & CHENG, 2002). Porém, deve-se considerar que a metodologia
utilizada determina apenas o teor de carboidratos para cada fragao, sendo
desprezado o aporte de radicais acidos comumente encontrados nesta estrutura
(SUN & TOMKINSON, 2003). Contudo, o teor quantificado desta pentose, como
Unico constituinte de hemicelulose, é consistente com o teor em xilose reportado
por Lee (1997) (23,3%) e Gamez et al. (2006) (20,6%).

Tabela 5.1 Composicdo basica do bagaco de cana-de-aculcar

Fracao Teor (%) £ DP
Celulose 38,74 £ 0,98
Hemicelulose 22,98 + 1,83
Lignina 22,77 £ 0,23
Cinzas 1,13+ 0,19
Extrativos 4,06 £ 0,83

DP: desvio padrao.
Porcentagens reportadas em massa seca de material

Considerando-se como base de calculo uma tonelada de bagaco, contendo
387,4 Kg de celulose e 229,8 Kg de hemicelulose, pode-se estimar a
disponibilizacdo de 678,9Kg de acucares totais, se alcancada uma hidrdlise com
100% eficiéncia (fator de hidrdlise de 1,1). Estes aglcares tém um potencial
estequiométrico de producdao de etanol de 344,2 Kg (436 L), sendo 37%
correspondente ao aproveitamento da fragdo hemiceluldsica.

5.2 APRIMORAMENTO DO PRE-TRATAMENTO PARA A HIDROLISE DE
HEMICELULOSE DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

5.2.1 Metodologias para a mistura de fases

A metodologia desenvolvida em trabalhos anteriores (FOGEL et al., 2005;
BETANCUR, 2005) para a realizagao do pré-tratamento acido, visando a obtengao

de altas concentracdes de xilose no hidrolisado, considerava um tempo de
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repouso de 24 horas da mistura solido e solugcdo acida. Esta etapa mostrou-se
contraposta a necessidade de se estabelecer uma técnica rapida e eficiente que
permitisse desdobramentos industriais.

Para superar a referida problematica, duas novas estratégias para misturar
0 bagaco e a solucdo acida foram idealizadas e avaliadas, considerando-se a
homogeneidade da mistura e a reducdao do tempo total do processo. Na Figura
5.1 podem ser observados os resultados obtidos, representados como grafico de
barras, para cada uma das metodologias de mistura aplicadas como etapa
preliminar ao tratamento térmico proposto para o pré-tratamento acido do

bagaco de cana.

120

100

80 =

60

40 -

20

Concentracao de acglcares (g/L)

A B C

Métodos de mistura bagaco-solugdo acida

Figura 5.1 Concentracdo final de acgUcares apos pré-tratamento
acido (1atm/40 minutos com uma relagdao de 1 g de bagago:2 mL de
solucdo H,S0, 1% v/v) aplicando diferentes metodologias de mistura
bagacgo-solucdo acida

(A) Embebido em solucado acida seguido de remocdo de excedente;
(B) Sélido aspergido com solugdo acida;

(C) Contato direto por 24 horas.

A estratégia denominada como B (sdlido aspergido com solugdo acida)
permitiu obter a maior concentracao de acgucares fermentaveis (glicose e xilose)
no hidrolisado (Figura 5.1), correspondendo a 95,8 g/L, com um intervalo de
confianca de + 7,6 g/L. Porém, este valor médio ndo se mostrou marcadamente
superior aos obtidos com as outras metodologias, ao se considerar o desvio

padrao de cada um dos experimentos.
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Embora as concentracbes de acglUcares para as metodologias avaliadas
estejam préximas, considerando-se o tempo de cada um dos processos, foi
possivel substituir a metodologia utilizada até o momento (bagaco em contato
com a solucdo acida durante 24 horas) por qualquer uma das outras
metodologias avaliadas. Desta forma, a impregnacdao do bagaco com a solugao
acida, além de permitir a obtencdo de uma concentracdo de acuUcares
ligeiramente superior no hidrolisado, apresentou-se como a estratégia mais
apropriada quando considerada aplicacdo industrial, ao serem necessarias menos
etapas para se obter a mistura desejada, sem comprometer a concentracao de
acucares.

Em resumo, a impregnacao do bagaco com a solucdo acida (aspergido)
permitiu uma reducdo no tempo necessario para a obtencao do hidrolisado, de
mais de 26 horas (incluindo o tratamento térmico e extracdao) para menos de 4
horas, resultando em uma concentracdo de aglUcares fermentaveis no hidrolisado
ligeiramente superior. Considerando-se estes resultados, para a realizagao dos
experimentos posteriores, foi adotada a estratégia de dispersar por aspersao

para se obter a mistura bagaco - solugao acida.

5.2.2 Tamanho de particula

Sendo o bagaco proveniente de moendas das usinas um material
caracterizado pela sua variada distribuicdo granulométrica, foi realizada uma
andlise que permitisse quantificar esta distribuicdo e determinar a possivel
influéncia do tamanho do material particulado sobre a eficiéncia do pré-
tratamento acido do material.

Na Figura 5.2 observa-se a marcada presenca de particulas menores de
0,6 mm no material proveniente das moendas, correspondendo a 38% da massa
total. As fracOes restantes do material distribuem-se de forma mais proporcional,
sendo somente 7,5% particulas maiores que 4,75 mm. Cabe destacar que 63%
do material apresentou um tamanho de particula menor que 1,18 mm.

Quando hidrolisada cada uma das fracOes separadamente, segundo a
distribuicdo granulométrica, os hidrolisados obtidos apresentaram diferentes
concentracdes de acguUcares fermentaveis totais. Porém, foi possivel observar que

as concentrac8es de aclcares, para algumas fragdes, encontraram-se prdximas,
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como mostra a Figura 5.3, sendo que as concentragdes de glicose foram

similares para os diferentes hidrolisados.

0,45
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Fracao

>475 475-236 236-118 1,18-0,60 <0,60
Tamanho de particula (mm)

Figura 5.2 Distribuicdo granulométrica do bagaco de cana utilizado para
hidrolise acida

80
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classificado

Concentragéo (g/L)

Tamanho de particula (mm)

Figura 5.3 Concentracdo de acglcares fermentaveis (glicose e xilose) em
hidrolisados obtidos a partir de sélido com diferente tamanho de particula
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Adicionalmente, a concentracdo maxima de xilose (72 g/L), alcancada com
um tamanho de particula entre 4,75 e 2,36 mm, encontrou-se no intervalo de
confianca de resposta para todas as granulometrias avaliadas, exceto para
aquela menor de 0,6 mm, ao contrario do que poderia ser esperado, devido ao
aumento na area de contato com a utilizacdo de particulas de menor tamanho.
Este comportamento pode estar relacionado com a capacidade de absorgdao do
material, que diferentemente de madeiras, permite a permeacao da solucao
aquosa no interior das fibras, fazendo com que seja indiferente a area superficial
para o contato entre o sélido e o liquido em faixas granulométricas relativamente
amplas (ZENG et al., 2007). No caso das particulas menores de 0,6 mm, a
menor concentracdao de acglcares observada pode estar relacionada a maior
dificuldade para se garantir a homogeneidade da mistura, devido a alta relagao
sdlido:liquido aplicada (1:2) complementada com a maior capacidade de
absorcao do bagaco quando utilizadas particulas tdo pequenas. Esta dificuldade
foi evidenciada, durante a realizacdo do experimento, pela presenca de sdlido
seco e umedecido quando misturados o solido e a solugdo acida, apesar do
criterioso cuidado de se obter uma maior homogeneidade.

Considerando-se que os hidrolisados obtidos do pré-tratamento acido de
s6lidos com tamanhos de particula menores de 4,75 e maiores de 0,6 mm nao
apresentaram diferengcas significativas na concentracao de xilose e,
adicionalmente, que o processo de separacdo de particulas menores que 0,6 mm
resultaria no aumento de custo em uma escala industrial, deu-se continuidade ao
trabalho utilizando-se bagaco ndo classificado, sendo, apenas, separadas as

particulas com um tamanho maior que 4,75 mm.

5.3 AVALIACAO PRELIMINAR DA FERMENTABILIDADE DE HIDROLISADO
OBTIDO COM ACIDO 1% (v/v)

Sendo um dos interesses desta pesquisa a utilizacdao de condigdes brandas
durante o pré-tratamento acido do bagaco de cana, conduziu-se o processo com
uma concentracao de acido de 1% (v/v), diminuindo, consideravelmente, a
concentracdo utilizada originalmente (3,5% v/v) para maximizar a concentracao
de xilose (BETANCUR et al., 2005). Para isto, realizaram-se diferentes

fermentacdes com hidrolisado obtido com acido 1% (v/v), sem modificar as
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condicdes térmicas do pré-tratamento (1 atm/121°C/45 min) e mantendo-se a
relagao soélido:liquido de 1:2 (g:mL).

O perfil cinético da primeira fermentacdo, realizada em biorreator com
uma concentracgao inicial de células de 4,3 g/L, apresenta-se na Figura 5.4. Nesta
figura, observa-se que a maxima concentracdo de produto (21,0 g/L) foi
alcancada em um tempo de 60 horas, ainda com a presenca de xilose no meio
(16,2 g/L). Estes valores correspondem a uma produtividade volumétrica em
etanol e um fator de rendimento de substrato em produto de 0,35 g/L.h e 0,36
g/g, respectivamente (Figura 5.4b).

Durante o processo observou-se um consumo preferencial da glicose
durante as primeiras 2 horas de fermentacdo, apresentando uma taxa de
consumo de 1,28 g/L.h, enquanto a xilose foi consumida com uma taxa de 0,30
g/L.h (Figura 5.4a). Tal comportamento pode estar relacionado com a repressao
do consumo de xilose na presenca de glicose, como observado por Agbogbo et
al. (2006) ou decorrente do sistema de transporte especifico para cada um dos
carboidratos, sendo constitutivo para glicose e indutivo para a xilose, como
proposto por Antunes (1997) para esta mesma linhagem de P. stipitis. A
seletividade no sistema de transporte é também reportada por Krahulec et al.
(2010) em S. cerevisiae geneticamente modificada.

Apds as primeiras 2 horas de fermentacao, ambos os carboidratos foram
consumidos simultaneamente, com taxas de 1,21 e 1,64 g/L.h para glicose e
xilose, respectivamente, até o esgotamento da glicose, observado na sétima
hora de processo (Figura 5.4a). Este aumento na taxa de consumo de xilose,
quando a glicose comeca a ser esgotada, foi também reportado por Krahulec et
al. (2010) para uma linhagem recombinante de S. cerevisiae.

Deve-se destacar que apdés 60 horas de fermentacdo, observa-se uma
concentracao residual de xilose de 11,0 g/L (Figura 5.4b). Este substrato residual
representaria um gargalo para um processo industrial, pois resultaria em um
ineficiente aproveitamento da xilose disponivel. Krehulec et al. (2010) atribuiram
esta diminuicdo no consumo de xilose com o tempo, a ineficiente regeneracao
dos co-fatores da enzima xilose redutase, embora em experimentos realizados
com S. cerevisiae recombinante. Adicionalmente, uma caréncia nutricional

poderia, igualmente, estar associada a presenca de xilose residual.
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Figura 5.4 Cinética de fermentagdao do hidrolisado obtido com uma solucdo de
acido 1% (v/v), realizada em biorreator (250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm),
utilizando-se uma concentracdo inicial de células de 4,3 g/L. (a) Primeiras 10 horas
de processo; (b) Comportamento até 75 horas de processo

Quando analisado o comportamento da concentracdo celular, é possivel
notar um crescimento moderado do microrganismo, sendo alcancada uma
concentragcdo final de 9,6 g/L, correspondente a um fator de rendimento de
substrato em massa celular de apenas 0,07 g/g (Figura 5.4b). Este crescimento,

nao reportado em fermentacgdes realizadas com uma concentragao celular inicial
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de 10 g/L sob as mesmas condicdes de aeragao, pode estar relacionado com a
maior massa de oxigénio dissolvido disponivel por massa celular, ao se reduzir o
tamanho do indculo para 4 g/L e se manter a condicao de aeracdo.

Durante a fermentacdo (Figura 5.4b) foi possivel, adicionalmente,
constatar a incapacidade da levedura por consumir arabinose, como reportado
por Betancur (2005). Da mesma forma foi observado ao acumulo de xilitol,
intermediario do metabolismo da xilose, como ¢é caracteristico para esta
linhagem.

Outra condicdo de indculo foi avaliada (10 g/L) com o propdsito de
verificar a influéncia desta variavel sobre a produtividade do processo, estando o
perfil cinético deste experimento apresentado na Figura 5.5. De forma similar a
fermentacdo iniciada com 4,3 g/L de células, verificou-se um consumo
simultaneo da glicose e da xilose, sendo a hexose consumida totalmente nas
primeiras horas do processo (10 h), enquanto a xilose nao foi esgotada
totalmente, apresentando uma concentragao residual de 8,1 g/L apds 60 horas
de fermentacao.

Durante essa fermentacdao (Figura 5.5) foi observado um menor
crescimento celular, quando comparado a fermentacdo anterior (Figura 5.4),
resultando em um fator de rendimento de substrato em massa celular de 0,04
g/g, para um tempo de processo de 50 horas, 10 horas menor que 0 processo
realizado com uma concentracdo inicial de células de 4,3 g/L (Tabela 5.2). Este
menor crescimento da levedura denota a importancia da disponibilidade de
oxigénio para direcionar o metabolismo da levedura, como discutido
anteriormente, e como também reportado por Jeffries et al. (2007) para esta
mesma levedura quando foi utilizada xilose como fonte de carbono e para S.
cerevisiae geneticamente modificada para assimilar esta  pentose.
Adicionalmente, descarta-se uma possivel caréncia de nutrientes ao se observar
patamares similares em processos utilizando indculos diferentes (Figuras 5.4 e
5.5). Neste sentido, em caso de uma caréncia de nutrientes, o processo
conduzido com um indculo maior, teria apresentado resultados de fermentacao

marcadamente inferiores, em fungdao de uma demanda maior por nutrientes.
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Figura 5.5 Cinética de fermentacdo do hidrolisado obtido com uma solugdo de
acido 1% (v/v), realizada em biorreator (250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm),
utilizando-se uma concentracdo inicial de células de 10 g/L.

Tabela 5.2 Influéncia da concentracdo celular inicial na fermentacao de
hidrolisado obtido com solucdo acida 1% (v/v)

Massa Celular Massa
Inicial Ter:po P Celular Ye/s Yx/s r':’i QPh
L L L B L.
(a/L) (h (/b)) Ty @/D) (g/b) () (g/Lh)
4,3 60 21,0 9,6 0,36 0,07 0,013 0,35
10,0 50 23,1 12,4 0,37 0,04 0,004 0,46

Diferente do observado na fermentacao com menor concentracao inicial
de células (4,3 g/L), na fermentagao apresentada na Figura 5.5 (X, = 10 g/L), a
produtividade volumétrica mostrou-se maior, alcancando o valor de 0,46 g/L.h,
com um rendimento de substrato em produto similar (0,37 g/g) e uma
concentracdo de produto de 23 g/L. Adicionalmente, observou-se um acumulo
de xilitol ligeiramente superior (2,7 g/L). Da mesma forma, quando utilizado um

indculo mais robusto (10 g/L) apresentaram-se melhores resultados no diz
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respeito ao tempo (10 horas a menos), a xilose residual (2 g/L a menos), fator
de rendimento de substrato em biomassa (0,03 g/g a menos) e um fator de
rendimento em produto levemente superior (0,01 g/g a mais). Adicionalmente,
observou-se um acumulo de xilitol levemente superior, alcancando 2,7 g/L para
fermentacdao com indculo de 10 g/L, em contraste aos 2,0 g/L observados com
indculo de 4,3 g/L, decorrente da menor oferte de substrato e nutrientes quando

utilizada uma maior densidade celular.

5.4 APRIMORAMENTO DO PROCESSO DE PROPAGAGCAO CELULAR

O procedimento para a obtencdo do indéculo é extremamente importante
para a producdo de células que permitam uma fermentacdo bem sucedida.
Considerando isto, avaliou-se a obtencao de células pela propagacao sequencial
em meio suplementado com hidrolisado, eliminando a etapa de ativacao celular
em meio sintético e, consequentemente, diminuindo em 24 horas o tempo para
a obtencdo de um indculo apropriado para fermentacdo. Desta forma, modificou-
se a metodologia de propagacdo das células, como descrito no capitulo de
materiais e métodos, comecando o processo diretamente na primeira etapa de
aclimatacdo (com um percentual de 25% do hidrolisado hemicelulésico).

Na Figura 5.6 contrastam-se os perfis cinéticos para o cultivo de ativagao
em meio sintético e para células inoculadas, diretamente de meio sélido, em
meio contendo 25% de hidrolisado. Ao se comparar os resultados de ambos os
processos podem ser observados comportamentos similares nos perfis para o
consumo de substrato, producdo de etanol e crescimento celular. Porém,
destaca-se o processo realizado em meio sintético, que ocorreu em um tempo
menor, como esperado, devido a auséncia dos inibidores préprios do hidrolisado.

Considerando-se como tempo final de fermentacdao o momento no qual se
estabiliza a concentracao de etanol, sendo 32 horas para cultivo de ativagao
utilizando xilose comercial e 40 horas quando utilizado hidrolisado, torna-se
evidente a diferenca entre os processos como verificado nas variaveis
apresentadas na Tabela 5.3. Entre estas varidveis de resposta, destaca-se o
maior tempo necessario para o processo realizado utilizando hidrolisado no meio
de fermentagao (25%) e a diminuicao do fator de rendimento de substrato em
produto (de 0,25 g/g no meio sintético para 0,19 g/g no meio contendo xilose

proveniente de hidrolisado). Contudo, a concentracdo final de células e a taxa
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especifica de crescimento (Mhx), 0s parametros mais relevantes desta etapa,

foram similares para ambos o0s processos e, consequentemente, o fator de

rendimento de substrato em biomassa, sinalizando a possibilidade de se eliminar

a etapa de ativacdo celular em meio sintético.
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Figura 5.6 Cinética de cultivo de ativacdo em meio sintético (a) e em meio com

25% de hidrolisado (b)
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Tabela 5.3 Parametros relevantes ao cultivo de ativacdo em meio sintético e
meio com 25% de hidrolisado hemiceluldsico

Massa
Tempo P Celular Ye/s Yx/s

Hx
(h) (g/L) (a/L) (g/L) (g/L) (h™)

Cultivo de Ativacao

Com xilose comercial 32 5,64 2,49 0,25 0,11 0,094

Com xilose de

hidrolisado 40 4,10 2,19 0,19 0,10 0,098

Porém, sendo a fermentacdo alcodlica a etapa mais relevante do processo
para a obtencdo do etanol, sdo as caracteristicas desta etapa que possuem
maior importancia para comparacoes entre ambas as estratégias de propagacdo
celular (com e sem a etapa de ativacdo em meio sintético). Assim, enquanto na
Figura 5.5 observa-se o perfil cinético para a fermentacdo realizada utilizando
células propagadas em trés etapas (inicialmente cultivo de ativacao, na segunda
utilizando meio com 25% de hidrolisado e, na terceira, em meio com 50% de
hidrolisado), na Figura 5.7 apresenta-se o perfil cinético de fermentagao
utilizando células propagadas em duas etapas (uma primeira com meio contendo
25% de hidrolisado e, uma segunda, na qual a proporgao de hidrolisado utilizada
foi aumentada para 50%). Em ambas as fermentagdes nao foram evidenciadas
diferencas marcantes, como pode ser observado tanto nos perfis cinéticos,

guanto nos parametros apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Parametros relevantes as fermentacdes em biorreator de hidrolisado
utilizando-se indculo propagado em trés (ativacdo, 12 e 22 aclimatacao) ou duas
(12 e 22 aclimatacdo) etapas

Massa

Preparacao Tempo P Celular Yp/s Yx/s Produtividade

do Inéculo (h) (g/L) (/L) (g/L) (g/L) (g/L.h)

igm Cultivode 4, 23,1 124 0,37 0,040 0,46
ivacao

Sem Cultivode o, 251 13,8 0,35 0,050 0,50

Ativacao

A proximidade dos parametros apresentados na Tabela 5.4 valida a
hipétese de que o processo de fermentacdao independe da utilizacdo da etapa
denominada cultivo de ativacao durante a obtencdo do indculo. Em outras
palavras, é possivel se obter um indculo apropriado para o processo de

fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico, sem comprometer a eficiéncia do
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mesmo, utilizando, exclusivamente, a xilose proveniente do bagaco, ao se
eliminar a etapa de ativagdo em meio sintético. Isto permite uma diminuicdo de

24 horas durante o processo de propagacgao celular.
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Figura 5.7 Cinética de fermentacdo do hidrolisado obtido com uma solucdo de
acido 1% (v/v), realizada em biorreator (250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm, X,=10
g/L), sem a utilizacdo de cultivo de ativacdo para a preparacdo do indculo

5.5 PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR COM ACIDO
DILUIDO

Sendo o pré-tratamento acido uma etapa crucial para o aproveitamento da
fracdo hemicelulésica visando a producdo de etanol via biotecnoldgica,
apresentam-se, a seguir, os resultados dos planejamentos relacionados com a
determinagao das condigdes mais apropriadas para a obtencdao de hidrolisado

com boas caracteristicas de fermentabilidade.
5.5.1 Planejamento preliminar

Diferentes autores reportam que a fermentabilidade de hidrolisados
hemiceluldsicos, seja qual for a biomassa lignoceluldsica utilizada e o tipo de

acido utilizado, encontra-se diretamente relacionada com a severidade do pré-
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tratamento acido (condicdes de temperatura, tempo e concentracdao de acido)
aplicada para extrair os acUcares constituintes desta fracdo (SCHELL et al.,
2003; SUN & CHENG, 2005; GAMEZ et al., 2006; CANETTIERI et al., 2007;
ROMERO et al., 2007; CHENG et al., 2008). Com o intuito de se reduzir a
severidade do pré-tratamento, a fim de se obterem hidrolisados com
fermentabilidade aumentada, foram avaliadas novas condicdes de relagao
solido:liquido, concentracdo do acido e tempo, como descrito no capitulo 4.

A concentracdo de xilose, de acgucares fermentaveis (xilose + glicose), a
eficiéncia na obtencdo de xilose (eficiéncia de hidrdlise) e a quantidade de
hidroxido de calcio necessaria para o ajuste final de pH de cada um dos
hidrolisados foram consideradas como variaveis de resposta para este primeiro
planejamento experimental. Os resultados dos experimentos apresentam-se na
Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Resultados experimentais do planejamento preliminar para o pré-
tratamento acido

Xi Aclicares Eficiéncia de mg Ca(OH),
. ilose i . PN
Ensaio (g/L) fermentaveis hidrolise por
(g/L) (%) mL de hidrolisado
1 60,2 62,6 52,4 16,1
2 68,9 72,7 60,0 13,2
3 42,8 44,7 74,5 16,6
4 44,4 47,7 77,3 16,8
5 79,5 87,5 69,2 37,1
6 84,2 92,8 73,3 37,8
7 43,2 47,0 75,2 33,7
8 43,8 48,4 76,2 48,6
9 10,7 11,2 14,0 6,9
10 59,1 64,4 77,2 43,1
11 98,2 117,4 72,6 29,0
12 39,3 44,6 73,5 26,6
13 48,3 52,0 63,1 27,0
14 60,9 67,7 79,5 32,4
15(c) 54,6 60,4 71,3 28,6
16(c) 54,9 60,6 71,7 27,9
17(c) 50,7 55,6 66,2 30,6

(c) réplicas do ponto central

Tendo a concentracao de etanol na fermentacao de hidrolisado uma
dependéncia direta com a concentracdao de substrato, especificamente xilose,
destacam-se os ensaios 5, 6 e 11 que geraram as mais altas concentragdes de
xilose (80 g/L, 84 g/L e 98 g/L, respectivamente), sendo superiores em mais de
10 g/L as obtidas nos outros ensaios. Estas altas concentracdes da pentose
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correspondem as mais altas relagoes sdlido:liquido (1:1,3 no ensaio 11 e 1:2 nos
ensaios 5 e 6) e niveis superiores da concentracdo de acido (no caso dos ensaios
5 e 6) ou moderada (no ensaio 11). Observa-se, de forma preliminar, a alta
influéncia da relagao sélido:liquido e da concentracdo de acido para a obtencgao
de hidrolisados com alto conteddo de xilose. Adicionalmente, com a concentragao
de acuUcares fermentdveis, nota-se um comportamento completamente analogo
ao observado para xilose, o que se explica por ser a xilose o agucar fermentavel
marcadamente majoritario (acima de 84%) em todos os hidrolisados obtidos.

No que concerne a eficiéncia da hidrdlise (expressa como a razao
percentual entre a quantidade de xilose solubilizada no hidrolisado e o teor de
hemicelulose no bagaco) é observado um comportamento diferente. A maxima
eficiéncia de hidrélise foi alcancada no ensaio 14, correspondente ao nivel central
para a relacdao sdélido:liquido e a concentracdao de acido (1:4 e 1,13%,
respectivamente) e o maior tempo de processo (93 min). A partir destes
resultados, apresentou-se uma sequéncia de valores que variam entre 51,7% e
78,4% para diferentes combinacdes dos parametros avaliados. Destaca-se que,
quando utilizada a menor concentracdo de acido (0,5%), a eficiéncia de hidrélise
apresentou um valor, significativamente, baixo (13,8%).

Adicionalmente, observou-se que a mais alta concentracao de xilose (98,2
g/L) obtida no planejamento experimental (ensaio 11) nao foi coincidente com
uma maior eficiéncia de hidrdlise. Igualmente, a maior eficiéncia de hidrdlise
(78,4% no ensaio 14) correspondeu a uma concentracdo média da pentose (60,9
g/L). Este comportamento estd intimamente relacionado com a relagdo
sOlido:liquido, pois uma alta relacdo permite a obtencdo de uma alta
concentracdo de xilose e de uma baixa eficiéncia, enquanto uma baixa relagdo
gera concentragdes menores de xilose e favorece a eficiéncia do pré-tratamento.
Faz-se necessario determinar condicbes que permitam um equilibrio entre estas
duas varidveis de resposta, concentracdo e extracdo, para atingir resultados
mais adequados.

A quantidade de hidréxido de calcio utilizada para ajustar o pH do
hidrolisado, apds o tratamento térmico, mostrou uma relagao direta com a
concentracdo de acido empregada. Pode-se deduzir, dado o comportamento
desta variavel de resposta, que quando diminuida em um ponto percentual a
concentracdo de acido, a quantidade de hidréxido de calcio adicionada diminui,

em média, em 15 mg de cal por mL de hidrolisado.
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E importante citar que ndo se evidenciou nenhuma tendéncia nas variaveis
de resposta com respeito aos limites utilizados para o tempo, apesar da ampla
faixa avaliada. Isto poderia ser um indicativo de que o nivel inferior utilizado
para o tempo pode ser suficiente para se obterem resultados favoraveis a
hidroélise da fracdo hemicelulésica.

A andlise estatistica permitiu verificar o acentuado efeito da relagao
solido:liquido e a importancia da concentracdo de acido sobre a concentracao de
xilose no hidrolisado, como observado na Figura 5.8a, sendo a magnitude do
efeito linear da relacdo solido:liquido quase duas vezes maior ao correspondente
para a concentracao do acido. Além disto, os efeitos quadraticos para ambas as
variaveis, também, apresentaram efeito significativo. O efeito linear do tempo
apresentou significAncia marginal, apesar de mostrar uma ordem de grandeza

similar a dos efeitos quadraticos.

{2) Rel. 8: L(L) 25,137 (2)Rel. S:L (L) 23,920
(1) Con. dcido (L} //////////////////////////////////////// @ {1) Con. dcido (L) )

7 A Z
Con. acido (@) ¢ / Con. acido (Q) ¢

Interagdo (1 )(2) Interagio (1 )(2)
(3) Tempo (L) | (%) Tempo (L) |

Tempo (Q) ' Interagao (2)(3)

Interagdo (2)(3) Tempo (Q) -’I

Erro puro: 5,49

Interagdo (1)(3) | R% 0,924

p=10,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

Erro puro: 8,01

Interagio (1)(3) | R% 0,943

p= n 05
Efeito estimado (Valor absoluto)

{1)Con. acido (L) 12,034 1 (1) Con. dcido (I-J 30,007
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Interagio (1)(3) | 0,604 Eg%g‘;g’: 9,35 Tempo (Q) 0,608 Eg%g‘ég’: 1,96

p=10,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

p=0,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 5.8 Diagramas de Pareto para concentracdo de xilose (a), concentracdo de agUcares
fermentaveis (b), eficiéncia de hidrélise (c) e quantidade de hidréxido necessaria para ajuste
de pH (d)
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O comportamento dos efeitos das variaveis independentes sobre a
concentracdo de acuUcares fermentaveis foi idéntico ao descrito para xilose
(Figura 5.8b), como esperado ao ser esta pentose majoritaria entre os agucares
fermentaveis (acima 84%) para todos os hidrolisados obtidos. Considerando-se
este comportamento, novas analises relacionadas com os agucares fermentaveis
tornam-se desnecessarias sempre que considerada a concentracdo de xilose
como variavel de resposta.

No caso da eficiéncia da hidrdlise, a influéncia das varidveis mudou na
ordem de importancia, como pode ser observado na Figura 5.8c, sendo a
concentragdo de acido a varidvel de maior importancia, tanto em seu efeito
linear quanto no quadratico, seguida pela relacao sélido:liquido no seu efeito
linear. Contudo, a relacdo sdlido:liquido mostrou um efeito contrario ao
observado para a concentracdao de xilose no hidrolisado. Em outras palavras,
confirmou-se que uma alta relacao solido:liquido permitiu a obtencdo de altas
concentracbes de xilose no hidrolisado, mas em detrimento da eficiéncia na
extracdo da xilose contida na matriz sélida. O restante dos efeitos nao
apresentou significancia estatistica, inclusive o efeito quadratico da relacdo
solido:liquido.

Na analise da quantidade de hidroxido utilizada para o ajuste de pH dos
hidrolisados, o diagrama de Pareto permitiu confirmar uma dependéncia quase
Unica desta variavel de resposta com a concentracgao inicial de acido utilizada no
processo (Figura 5.8d), apesar de se esperar alguma influéncia das outras
variaveis como funcdo da formacao de acido acético a partir dos grupos acetil
liberados da estrutura hemiceluldsica. Fica evidente que, para se diminuir a
quantidade de hidroxido de calcio adicionada e, consequentemente, a quantidade
de sulfato de calcio gerada durante o ajuste de pH do hidrolisado, necessita-se
diminuir, apenas, a concentracdo de acido. Portanto, o hidroxido utilizado para
ajuste de pH dos hidrolisados pode ser excluido como variavel de resposta, se for
estabelecida a minimizacao da concentracao de acido como critério de otimizacao

das condicdes do pré-tratamento.
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5.5.2 Segundo planejamento incluindo a fermentabilidade dos

hidrolisados

Considerando-se os resultados discutidos e objetivando aprofundar os
estudos da influéncia das condicdes utilizadas no pré-tratamento acido do
bagaco, um novo planejamento foi executado. Neste, foram excluidas como
varidveis de resposta a concentracdo de agucares fermentaveis (por se mostrar
diretamente proporcional a concentracao de xilose) e a quantidade de hidréxido
utilizada para ajuste de pH dos hidrolisados (por apresentar uma dependéncia
Unica com a concentracdo de acido). Desta forma, foram inseridas novas
variaveis de resposta relacionadas com as caracteristicas dos hidrolisados
(concentracao de inibidores) e com a fermentabilidade dos mesmos
(concentragao final de etanol e xilitol, rendimento e relagdo etanol/xilitol). Além
disto, foi modificada a faixa de estudo para a relagdo sdlido:liquido, como
apresentado na Tabela 5.6, mantendo-se a distribuicdao padrdao dos experimentos
(Tabela 4.3).

Tabela 5.6 Variaveis e niveis do segundo planejamento experimental

Fatores _ Nivel Ponto Nivel +
o inferior Central superior o
S:L (g:mL) 1:3,3 1:3,0 1:2,5 1:2,0 1:1,7
H,S04 (% v/V) 0,50 0,75 1,13 1,50 1,75
Tempo (min) 27 40 60 80 93

Os resultados experimentais, descrevendo as caracteristicas dos
hidrolisados obtidos, encontram-se sumarizados na Tabela 5.7. Cabe destacar
gue as maiores concentragoes de xilose (acima de 70 g/L nos experimentos 5, 6
e 11) correspondem a utilizacdo de elevadas relagdes solido:liquido (1:3,3 e
1:3,0). Nos outros experimentos, utilizando-se as relagdes sdlido:liquido
mencionadas, a obtencdo de menores concentracdes de xilose é resultante da
menor concentracdo de &cido utilizada (0,75% v/v). Consequentemente, as
menores concentragoes de xilose foram observadas nos experimentos em que foi
aplicado o nivel inferior da relacdo soélido:liquido (experimentos 3, 4, 7, 8 e 12)
ou a combinagao do ponto central deste fator com a menor concentragao de

acido avaliada (experimento 9) como havia sido sinalizado anteriormente. Estes
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resultados indicam a forte influéncia da relacdo sélido:liquido sobre a
concentragao de xilose como reportado por Cheng et al. (2008) em estudos com
bagaco de cana, e Ballesteros (2008) na hidrdlise de biomassa proveniente de

cardo (Cynara cardunculus).

Tabela 5.7 Resultados experimentais das caracteristicas do hidrolisado no
segundo planejamento para a otimizacao do pré-tratamento acido

Xi Eficléncia Acido Hidroximetil- Compostos

. ilose de Lar Furfural 1

Ensaio (a/L) hidrélise acético (g/L) furfural fenodlicos

(%) (g/L) (g/L) (mg/L)

1 56,96 48,9 5,85 0,36 0,06 2,24
2 67,53 58,0 7,40 0,89 0,08 2,30
3 51,56 66,4 6,27 0,35 0,05 1,73
4 48,64 62,6 5,57 0,86 0,08 1,74
5 71,12 61,0 7,77 0,86 0,10 2,05
6 76,25 65,4 11,00 2,25 0,12 2,27
7 51,38 66,2 5,76 0,80 0,07 1,56
8 54,31 69,9 5,80 2,00 0,10 1,54
9 44,80 48,1 4,42 0,31 0,05 1,69
10 68,63 73,6 6,54 2,00 0,10 1,71
11 82,11 59,9 10,42 1,28 0,10 2,13
12 44,87 63,6 5,40 1,06 0,07 1,52
13 60,47 64,9 5,96 0,76 0,06 2,00
14 63,04 67,6 6,82 1,57 0,11 2,04
15 61,51 66,0 7,54 1,19 0,09 1,91
16 63,91 68,6 7,68 1,11 0,08 1,75
17 59,84 64,2 7,42 1,12 0,08 1,72

A eficiéncia de hidrdlise apresentou valores entre 58,0% e 73,6%, exceto
para os experimentos 1 e 9, correspondentes aos menores niveis de
concentracdo de acido avaliada (0,5% v/v e 0,75% v/v) e atingindo eficiéncias
de 48,9% e 48,1%, respectivamente. Uma relacao direta entre a concentragao
de acido utilizada no pré-tratamento e a eficiéncia de hidrdlise fica mais evidente
ao se observar como a maior extracao de xilose (73,6%) foi atingida quando
utilizada a maior concentracdo de acido, enquanto a menor (48,1%)
correspondeu a mais baixa concentracao de acido utilizada.

As concentracdes de furfural e hidroximetilfurfural também apresentaram
uma forte dependéncia com a concentracdao de acido utilizada. Desta forma, as
maiores concentracoes desses inibidores (ensaios 6, 8 e 10) foram observadas
quando aplicadas altas concentracdes de acido (1,5% v/v e 1,75% v/v),
enquanto baixas concentracdes dos inibidores (ensaios 1, 3 e 9) corresponderam
as menores concentracdes de acido aplicadas durante o pré-tratamento (0,5%
v/v e 0,75% v/v).
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Diferente do observado para as variaveis discutidas, a concentracao de
acido utilizada durante o pré-tratamento acido nao apresentou uma marcada
influéncia nas concentragodes de acido acético e compostos fendlicos.

Quando comparadas as caracteristicas dos hidrolisados com o grau de
severidade do pré-tratamento acido (Equacdo 1) e agrupando os ensaios
segundo a relacdo sodlido:liquido utilizada, foi possivel observar uma forte
dependéncia da concentracdo de xilose, com o referido parametro, para os
ensaios realizados com uma alta relagao sélido:liquido e com o nivel central
definido para esta varidvel independente. Valores maximos de 83 g/L, em
ensaios com alto teor de sélido, e 68 g/L, no nivel central desta varidvel, foram
correspondentes a graus de severidade de 1,7 e 1,8, respectivamente (Figura
5.9). Estes picos de maxima concentracao de xilose sao decorrentes do aumento
na desidratacdo dos acglcares monoméricos, para a formacdo do respectivo
furano, quando superado o grau de severidade correspondente, como descrito
também por Balat et al. (2008) e Lloyd & Wyman (2003). No caso dos ensaios
realizados nos menores niveis da relacdo sélido:liquido, ndo foi evidenciado um
pico marcado para maxima concentracao de xilose, o que poderia indicar que,
ainda, ndo se atingiu um grau de severidade no qual a indesejavel desidratacao
de xilose a furfural ocorresse de forma predominante. Contudo, as concentragdes
de xilose para baixas relagdes sélido:liquido foram menores e sem um aumento
apreciavel com o grau de severidade, sinalizando, mais uma vez, o maior

potencial tecnoldgico para processos conduzidos em altas relagdes sdlido:liquido.
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Cabe destacar que a reagao de desidratacao de carboidratos mostrou-se
mais relevante no processo quanto mais drasticas as condigdes utilizadas, como
observado na Figura 5.10, na qual a concentracao de furanos aumentou em

relacdo proporcionalmente linear com o grau de severidade no pré-tratamento.
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Figura 5.10 Relacdo entre furfural (a) e
Hidroximetilfurfural (b) com o grau de severidade
utilizado nos ensaios do pré-tratamento acido

Um comportamento similar ao observado para a concentragao de xilose no
hidrolisado pode ser identificado para a eficiéncia de hidrélise (Figura 5.11),
apresentando um pico de maximo préximo a 70%, para um grau de severidade
de aproximadamente 1,8. O ponto de maximo apresentou-se como uma

consequéncia da forma como foi calculada a eficiéncia, na qual se utilizou a
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quantidade de xilose liberada como referente de hidrdlise, fazendo o termo

dependente da degradacao do mondémero.
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Figura 5.11 Influéncia do grau de severidade na eficiéncia de
hidrdlise da fracdo hemicelulosica de bagago de cana durante o
pré-tratamento acido

No caso das concentracdes dos compostos fendlicos, nenhuma tendéncia
foi observada com o aumento do grau de severidade durante o pré-tratamento
acido, com valores que variaram aleatoriamente entre 1,5 mg/L e 2,3 mg/L
(Figura 5.12a). No que diz respeito a concentracdo de acido acético no
hidrolisado, com variacdes entre 4,4 g/L e 11,0 g/L, observou-se um leve
aumento global, sem ter uma tendéncia tdo marcada quanto a apresentada pelos
furfurais (Figura 5.12b). Em ambos os casos, deve-se destacar que os compostos
fendlicos e o acido acético fazem parte da estrutura do material lignocelulésico,
diferentemente dos compostos furdnicos que sao derivados da desidratacdo dos
carboidratos, sendo, portanto, mais dependente do grau de severidade do
processo, na faixa de condicdes avaliadas, que foram suficientemente elevadas

para liberar a totalidade destes compostos presentes na estrutura lignocelulésica.
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Figura 5.12 Relagdo entre os compostos fendlicos (a) e o
acido acético (b) com o grau de severidade utilizado nos
ensaios do pré-tratamento acido.

A anadlise estatistica dos resultados mostrou o efeito linear da relagao
solido:liguido como o mais importante na concentracao de xilose, seguido do
efeito linear da concentracao de acido (Figura 5.13a), sendo estes os Unicos
efeitos significativos para um nivel de confianca de 95% (p-level < 0,05). Cabe
destacar que o efeito linear da relacdo sdélido:liquido, quase duas vezes maior do
que o efeito da concentracdo do 4acido, apresentou um valor positivo,
confirmando a imprescindibilidade de uma alta relagdo sélido:liquido para a

obtencdo de hidrolisados com alto conteludo de xilose.
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Neste segundo planejamento experimental foi possivel constatar a mesma
mudanca de ordem de importancia nas varidveis quando analisada a eficiéncia de
hidrélise como variavel de resposta (Figuras 5.8c e 5.13b). Assim, contrario ao

observado para a concentracgao final de xilose, o efeito linear da concentragao de
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acido apresentou-se como o mais importante, seguido do efeito linear da relacao
sOlido:liquido, com uma ordem de grandeza quase duas vezes maior. Contudo,
ambos efeitos foram os Unicos que apresentaram efeito significativo sobre a
eficiéncia de hidrdlise (p-level > 0,05), conforme constatado para a concentragao
de xilose. O efeito da relagao sodlido:liquido mostrou-se negativo, indicando que
aumentos nesta condicdo levariam a eficiéncias de hidrdlise menores. Assim, a
relacdo sélido:liquido mostra-se como uma condicdo com efeito contrario para a
concentracdo de xilose e a eficiéncia de hidrdlise durante o pré-tratamento acido.
Em outras palavras, os resultados experimentais indicaram que uma alta relacao
solido:liquido favoreceu a obtencao de hidrolisados com alto teor de xilose em
detrimento da eficiéncia da hidrdlise, sendo ambos parametros relevantes no
processo e necessarios para a determinacdo de uma condicdo que permita um
equilibrio nos resultados de ambas as varidveis de resposta.

No que diz respeito a concentracdo de Aacido acético no hidrolisado,
enquanto o grau de severidade ndo apresentou influéncia marcada, a analise
estatistica indicou significancia para todos os efeitos individuais das condigoes
estudadas, como pode ser observado na Figura 5.13c. O efeito linear da relacao
solido:liquido foi o mais importante, mostrando-se, similar ao descrito para a
concentracdao de xilose, uma condicdo relevante para liberagdao de compostos
constituintes da fracao hemicelulésica.

A concentracdo de 4acido sulfurico mostrou-se como o fator mais
importante para a concentragao final de furfural e hidroximetilfurfural, como
observado na Figura 5.13e e 5.13f, sendo estes compostos gerados pela
degradacao dos mondémeros dos agucares correspondentes (xilose e glicose).
Ressalta-se que para essas variaveis de resposta, o efeito linear do tempo
mostrou-se como o segundo mais importante, apresentando, também,
significancia estatistica o efeito linear da relagcdo soélido:liquido para ambos os
furfurais. Adicionalmente, o efeito da interagcdo entre o tempo e a relagao
solido:liquido foi significativa sobre a concentracao de furfural, enquanto o efeito
da interacdo entre a concentracdo de &acido e a relagdao sélido:liquido foi
significativa para a concentracao de hidroximetilfurfural.

O diagrama de Pareto que mostra a influéncia dos efeitos sobre a
concentracdao de compostos fenodlicos (Figura 5.13d) sinalizou o efeito linear da
relacdo sdlido:liquido como Unico parametro estatisticamente significativo,

confirmando-se a independéncia da concentracdao destes inibidores com as
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condicbes térmicas e a concentracdo de acido avaliadas para o pré-tratamento

acido.

Fermentabilidade dos hidrolisados

Para determinar a fermentabilidade dos hidrolisados obtidos em cada uma
das condicdes avaliadas no planejamento, foram quantificadas a concentracgao
final de etanol e xilitol apds 48 horas de fermentacao (Tabela 5.8) utilizando a
levedura P. stipitis, assim como a xilose residual. Na maior parte dos
experimentos foi observado o total esgotamento do substrato principal, a xilose,
apresentando-se concentragdes menores que 5 g/L para os experimentos 2, 6 e
11 (2,0 g/L, 1,0 g/L e 4,8 g/L, respectivamente), que corresponderam a pré-
tratamentos realizados com grau de severidade acima de 1,6 e alta relagao

solido:liguido.

Tabela 5.8 Resultados experimentais para os parametros relacionados com a
fermentabilidade dos hidrolisados apds 48 h de fermentacao

Concentracao Concentracdao

Grau de YEtanoI/S YXiIitoI/S Etanol/xilitol

Ensaio ) de etanol de xilitol

severidade (/L) (g/L) (g/9) (9/9) (9/9)
1 1,31 17,71 5,04 0,31 0,09 3,51
2 1,61 22,46 11,91 0,34 0,18 1,89
3 1,31 18,47 2,33 0,36 0,05 7,94
4 1,61 14,85 10,47 0,30 0,21 1,42
5 1,58 19,40 15,49 0,27 0,21 1,25
6 1,88 13,73 11,72 0,18 0,15 1,17
7 1,58 18,28 4,60 0,35 0,09 3,97
8 1,88 17,48 9,71 0,32 0,18 1,80
9 1,34 18,45 3,70 0,41 0,08 4,98
10 1,81 20,88 13,64 0,30 0,19 1,53
11 1,67 16,23 14,39 0,27 0,24 1,13
12 1,67 18,69 6,09 0,41 0,13 3,07
13 1,32 20,65 7,23 0,34 0,12 2,86
14 1,86 22,55 10,61 0,35 0,16 2,13
15 1,67 18,98 8,87 0,30 0,14 2,14
16 1,67 20,31 10,16 0,31 0,16 2,00
17 1,67 20,68 9,99 0,34 0,16 2,07

<
I~

A concentracdo final de etanol, apds 48 horas de fermentacdao nos
hidrolisados obtidos para condicao do planejamento, variou entre 13,7 e 22,6
g/L, sendo evidenciada a producado de xilitol, como intermediario do catabolismo
de xilose, em concentragcdes variando de 2,33 a 15,5 g/L. As maiores

concentracdes de etanol (ensaios 2, 10, 13, 14, 16 e 17) nao foram coincidentes
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com os hidrolisados contendo maiores concentracdes de xilose (ensaios 5, 6 e
11), nos quais se observou uma maior concentracao de xilitol, especialmente nos
ensaios 5 e 11. Estes resultados confirmam que hidrolisados obtidos em
condigbes severas, como no caso do ensaio 11 com um grau de severidade de
1,7, apresentaram um maior teor de xilose, mas uma deficiente producdo de
etanol quando utilizados como meio de fermentagdo. Adicionalmente, deve-se
destacar que as duas melhores relacdes etanol/xilitol (7,94 g/g e 4,98 g/qg)
foram alcancadas com hidrolisados obtidos em pré-tratamentos conduzidos com
um grau de severidade moderado, da ordem de 1,3 (experimentos 3 e 9).
Enquanto ndo foram observadas tendéncias na concentracao final de
etanol e no fator de rendimento Yewnoys €m relagao ao grau de severidade
(Figuras 5.14a e 5.14c), a concentracao e o fator rendimento em xilitol
apresentaram uma tendéncia ao aumento quando incrementado o grau de

severidade do pré-tratamento (Figura 5.14b e 5.14d).
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No caso da relacdo etanol/xilitol observou-se uma diminuicdo drastica
quando aumentado o grau de severidade (Figura 5.15). Este comportamento
estd relacionado com o papel do xilitol como soluto compativel em fungos
(DAVIS, et al., 2000), sendo comumente acumulado, durante a fermentagdao, em
resposta das células a adversidades ambientais como o desbalanceamento do
potencial redox gerado em condigdes restritas de oxigénio, altas concentracoes
de substrato ou a presenca de inibidores, os quais podem ser gerados durante a

etapa de pré-tratamento, particularmente em condicdes severas.
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Figure 5.15 Influéncia do grau de severidade sobre a
relagdao etanol/xilitol

Na Figura 5.16 é possivel observar o efeito dos compostos inibidores,
como furfural, hidroximetilfurfural e acido acético, sobre a relacao entre os dois
produtos principais da fermentacao (etanol/xilitol) apdés 48 horas de processo.
Com o aumento da concentragdao de qualquer um desses compostos observa-se,
inicialmente, uma diminuicdo drastica na relacdo etanol/xilitol, que se atenua,
progressivamente, apos um determinado valor.

No caso do furfural, a marcada diminuicdo na relagcao etanol/xilitol
apresentou-se quando a concentracao deste composto aumentou de 0,4 para 0,8
g/L, apdés o qual a inclinagdo da curva diminuiu sem se estabilizar. Perfis
similares foram observados para aumentos na concentracao de
hidroximetilfurfural e acido acético, com uma mudancga na inclinagdo da curva

para valores acima de 0,07 g/L e 6 g/L, respectivamente.
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Este comportamento na distribuicdo dos principais produtos de
fermentacao (etanol e xilitol) esta relacionado com o efeito inibitério reportado
para os furanos (furfural e hidroximetilfurural) sobre as enzimas do metabolismo
de leveduras, como a alcool desidrogenase, aldeido desidrogenase e piruvato
desidrogenase (MODIG et al., 2002). Adicionalmente, Pampulha e Loureiro
(1990) explicaram como a forma ndo dissociada do acido acético se difunde pela
parede celular das leveduras causando a diminuicdo do pH no citoplasma e
inibindo a atividade de algumas enzimas, especialmente, fosfoglicerato mutase,
aldolases e triose-fofato isomerase. Em leveduras, como Saccharomyces
cerevisiae, tem sido reportado (PHOWCHINDA et al., 1995) maior efeito inibitério
do acido acético sobre o crescimento celular do que na producdao de etanol.
Segundo Palmgqvist et al. (1999), a presenca simultdnea de etanol e acido acético
potencializa os efeitos inibitdrios.

O aumento no fator de rendimento em xilitol, observado nos hidrolisados
obtidos em pré-tratamentos com maior grau de severidade, pode ser uma
resposta das células a adversidade causada pela maior geracdo de inibidores,
independente da reconhecida funcao do xilitol como soluto compativel.

Quando analisados os resultados de fermentacdo, com o auxilio do
software STATISTICA, foi possivel determinar uma independéncia da
concentracdo de etanol com os efeitos lineares das variaveis estudadas (Figura
5.17a), evidenciada pela ndo significancia estatistica dos efeitos lineares e pelo
baixo coeficiente de correlacdo (R*=0,470). Esta independéncia pode ser
explicada pelo efeito que tem a concentracao de xilose e inibidores sobre a
fermentacao alcodlica, fazendo com que a concentragdao de etanol ndao possa ser
representada por um modelo quadratico que envolveria, apenas, as condigdes
utilizadas durante o pré-tratamento acido. Contudo, quando analisado o fator de
rendimento em etanol como varidvel de resposta, foi encontrada significancia
estatistica para o efeito linear da concentracao acido e a relacao sdlido:liquido,
mas com um baixo coeficiente de correlagao (Figura 5.17b).

No caso do xilitol, a analise estatistica permitiu verificar como os efeitos
lineares, de todas as condicdes avaliadas no pré-tratamento, apresentaram
significancia estatistica (p-level < 0,05), tanto sobre a concentracdao quanto no
rendimento (Figura 5.17c e 5.17d). Para o primeiro, além dos efeitos lineares, os

efeitos de todas as interacbes apresentaram significancia estatistica, enquanto
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apenas a interacdo entre a concentracao de acido e a relagdo sélido:liquido foi a

Unica que nao apresentou significancia estatistica sobre o rendimento em xilitol.
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Ao se avaliar a distribuicao dos principais produtos de fermentagao
(relacao etanol/xilitol) foi possivel observar uma significancia estatistica para
quase todos os efeitos (Figura 5.17e), com excecdao do efeito quadratico da
relacdo sdlido:liquido e do efeito da interacdo entre a concentracao de acido e a
relacdo sélido:liquido. Os valores negativos obtidos para os efeitos indicam que
uma relacao etanol/xilitol alta, ideal para a fermentacao de hidrolisado
hemiceluldsico, requer condicdes de pré-tratamento com baixos tempo de
exposicdo, relacdo sdlido:liquido e concentracdao de acido. Porém, tais condicdes
levariam a obtencdo de hidrolisados com baixo teor de xilose e,
consequentemente, reduzidas concentracdes de etanol na fermentagao,
resultados que ndao condizem com o0s requerimentos para o desenvolvimento
industrial do processo. Deve-se assim, estabelecer condigdes de pré-tratamento
gque permitam um equilibrio entre o teor de xilose no hidrolisado e sua
fementabilidade, sendo a primeira maior quando incrementadas as condicdes do
pré-tratamento, e a segunda, melhorada na medida em que a severidade do pré-
tratamento seja menor.

Visando reunir de forma simples o tipo de influéncia que possuem as
condicdes utilizadas durante o pré-tratamento acido sobre as diferentes variaveis
de resposta escolhidas, na Tabela 5.9 s3ao apresentados os critérios de
otimizacdo para cada uma das variaveis de resposta e a tendéncia nas condicdes
de pré-tratamento que permitiriam atingir esses critérios, segundo analise dos
resultados experimentais.

Torna-se evidente, em funcdao dos resultados discutidos, que a utilizagao
de condicbes elevadas da concentracdo de acido, no pré-tratamento,
favoreceram a obtencdo de maiores teores de xilose nos hidrolisados, assim
como melhores eficiéncias de hidrdlise. Em contraste, baixas concentracdes de
acido permitiram uma diminuicdo na formacao da maioria dos inibidores o que
melhorou a fermentabilidade dos hidrolisados. Da mesma forma, quando
observada a relagao sdlido:liquido, notou-se a necessidade de um equilibrio para
balancear maiores teores de xilose, obtidos em pré-tratamentos realizados com
alta carga de sélidos, e menores concentragdes de inibidores, quando o nivel de
sdélidos aplicado foi baixo.

As varidveis de resposta relacionadas com a fermentabilidade dos

hidrolisados mostraram uma homogeneidade na aplicacdo de niveis baixos para
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todas as condicdes do pré-tratamento. Porém, como discutido anteriormente,
pré-tratamentos desenvolvidos em condicdes de baixa severidade tornam-se
invidveis devido as baixas concentracdes de xilose alcancadas e,
consequentemente, baixas concentragdes de etanol durante a fermentagao. Cabe
destacar que, para todas as varidveis de resposta nas quais o tempo apresentou
significancia estatistica, indicaram uma diminuicdo no tempo, na faixa estudada,

como melhor condicao para atingir resultados ideais.

Tabela 5.9 Tendéncias necessarias das condicdes de pré-tratamento para atingir
o 6timo de cada uma das variaveis de resposta, baseados na significancia
estatistica dos efeitos

Variaveis de resposta do Critério de  Concentracao Relacao Tempo de
pré-tratamento acido otimizacao de acido sOlido:liquido  exposicao
Nivel apropriado
Concentracdo de xilose Maximizar i ) o
Eficiéncia de hidrdlise Maximizar ] U .
Co,nc_entragao de acido Minimizar U 1 U
acético
Concentracdo de furfural Minimizar U U U
Concentracgao de S
hidroximetilfurfural Minimizar U v U
Con,c_entragao de compostos Minimizar . U .
fendlicos
Variaveis de resposta para
a fermentacdo de
hidrolisados
Concentracao de etanol Maximizar ° ° °
Rendimento em etanol Maximizar U U o
Concentracdo de xilitol Minimizar U U U
Rendimento em xilitol Minimizar U U U
Relacdo etanol/xilitol Maximizar U U U

f Nivel alto, U Nivel baixo, e sem significAncia estatistica

Na Tabela 5.10 registram-se os coeficientes dos modelos quadraticos,
obtidos para cada uma das varidveis de resposta escolhidas, obedecendo a
nomenclatura da Equacao 4.3, assim como os coeficientes de correlagdao para
cada um dos modelos e a significancia na “falta de ajuste” dos mesmos. Destaca-

se que, apenas, os modelos para a concentracao final de etanol e para o fator de
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rendimento em etanol apresentaram baixos coeficientes de correlagao, indicando
gue nao representaram apropriadamente os resultados experimentais. Por outro
lado, a significancia estatistica apresentada para a “falta de ajuste” dos modelos
gue representam a concentracao de furfural e a relagao etano/xilitol, explica-se
pela baixa magnitude do erro puro, para cada uma destas varidveis de resposta,
quando comparado com os respectivos valores experimentais observados.

A determinacdo das melhores condicdes a serem aplicadas durante o pré-
tratamento, visando favorecer tanto as caracteristicas do hidrolisado quanto a
sua fermentabilidade, foi realizada utilizando os modelos empiricos que
representassem apropriadamente o comportamento das varidveis de resposta.
Para isto, todas as variaveis medidas no hidrolisado foram consideradas para a
etapa de otimizacdo, sendo a concentracao de xilose e a eficiéncia de hidrdlise as
variaveis a serem maximizadas, e minimizadas as concentracdes de inibidores
(acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e compostos fendlicos), todas sendo
representadas por modelos empiricos com coeficientes de correlacao maiores do
que 0,833.

Para as variaveis de resposta relacionadas com a fermentabilidade nao
foram empregadas a concentracao de etanol, nem fator de rendimento deste
produto pelo fato dos respectivos modelos terem apresentado coeficientes de
correlagdo (R?) menores de 0,75, sendo incluidos s6 a concentracdo de xilitol,
varidvel a ser minimizada, e a relacdo etanol/xilitol, como varidvel a ser
maximizada.

A funcdo desirability (Equacdo 4.4), ©propria para otimizar
simultaneamente multiplas respostas, foi constituida para as variaveis envolvidas
com as caracteristicas do hidrolisado, a concentracdo de xilitol e a relacao
etanol/xilitol, sendo estas duas Ultimas representativas do processo de
fermentacdo. O fator de rendimento em xilitol ndo foi incluido na otimizacdo do
processo por representar um efeito similar a concentracao de xilitol durante a
fermentacao, um desvio indesejado do metabolismo celular, e seu modelo
apresentar um coeficiente de correlacdo menor. Os critérios de otimizacdo foram
aqueles apresentados na Tabela 5.9. Na Figura 5.18 observa-se a superficie de
resposta que representa a funcao desirability, destacando-se a presenca de uma

regido de maximo, conforme esperado em um processo de otimizagao.
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Figura 5.18 Superficie de resposta para a funcdo desirability da otimizacdo do pré-
tratamento acido visando tanto as caracteristicas do hidrolisado quanto sua
fermentabilidade.

As condicdes estabelecidas como as melhores na otimizagao, os valores
preditos para as variaveis de resposta quando aplicadas estas condicdes e os
resultados experimentais de sua validacao, sao apresentados na Tabela 5.11.
Ressalta-se que quase todas as varidveis de resposta tiveram seu resultado
experimental dentro da faixa de predicao, a partir dos modelos ou com valores
muito proximos da mesma. Somente no caso do hidroximetilfurfural, o valor
experimental esteve, matematicamente, distante dos valores preditos, porém,
dada a ordem de grandeza, o valor predito e experimental encontraram-se
proximos, considerando-se que em uma faixa entre 0,05 g/L e 0,09 g/L deste
inibidor o comportamento das varidveis de resposta foi similar como discutido
anteriormente para a relagdao etanol/xilitol (Figura 5.16) e comprovado na
validacdo da fermentabilidade do hidrolisado, na qual se obteve uma relagao

etanol/xilitol acima da faixa de predicao do modelo.
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Tabela 5.11 Condigdes preditas na otimizacdo do processo e resultados
experimentais de validacao das mesmas

Variaveis controladas no pré-tratamento CondicOes 6timas preditas
Concentracao de acido (% vv) 1,09
Relagdo sdlido:liquido (g:mL) 1:2,8
Tempo de exposicao (min) 27
Variaveis de resposta do pré-tratamento acido Valores preditos Va_Iores .
experimentais
Concentracao de xilose (g/L) 54,61+4,20 50,13
Eficiéncia de hidrdélise (%) 66,40+4,84 60,24
Concentracao de acido acético (g/L) 5,65+0,64 6,04
Concentracao de furfural (g/L) 0,48+0,02 0,55
Concentragao de hidroximetilfurfural (g/L) 0,05+0,01 0,09
Concentracao de compostos fendlicos (mg/L) 1,92+0,39 1,18
Variaveis de resposta para o processo de Valores preditos Valores
fermentacao experimentais
Concentracgao de xilitol (g/L) 2,77+0,49 2,86
Relacao etanol/xilitol (g/g) 5,61+0,26 6,66

Destaca-se, adicionalmente, que a concentracao de xilose obtida (50,1
g/L) encontra-se muito acima de outros valores reportados (17,6 g/L) para
bagaco de cana-de-aclcar utilizando outros acidos (GAMEZ et al. 2006), mesmo
sendo aplicadas condi¢des mais severas (acido 4% m/v, 122°C e 300 minutos)
as utilizadas neste trabalho, sendo a relacdo sélido:liquido o grande diferencial.
Inclusive, a concentracdo de xilose obtida nas condigdes otimizadas, apresenta-
se maior a referenciada em trabalhos com acido re-utilizado em trés etapas, no
qual se consegue alcancar concentracdes de xilose de 45 g/L apds processos
térmicos de 121°C, 2 horas e 10% de sélido em solugao de acido sulftrico 1,25%
(m/m) (CHENG et al., 2008). Além disso, as concentragdes de furfural e acido
acético sob condigbes otimizadas (0,48 g/L e 5,65 g/L, respectivamente)
apresentaram-se menores as reportadas por Cheng et al. (2008), que
corresponderam a 2,0 e 8,4 g/L, respectivamente.

As caracteristicas do hidrolisado obtido em condi¢cdes otimizadas foram
comparaveis a os hidrolisados hemiceluldsicos de outros materiais, apresentando
uma concentracdo de xilose maior a reportada no pré-tratamento de fibra de
palma (RAHMAN et al., 2007), com concentracdes de xilose maximas da ordem
de 30 g/L em condigdes térmicas similares (119°C, 60 minutos e uma relagao
solido:liquido de 1:8 em solugao de acido sulflirico 2%(m/m)). Mais uma vez, a
relacdo sélido:liquido foi essencial para a obtencdo de hidrolisados com maior
teor de xilose, porém, em detrimento da eficiéncia de hidrdlise que foi de 97%

no pré-tratamento de fibra de palma (RAHMAN et al.,2007). Adicionalmente, Sun
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& Cheng (2005) obtiveram uma eficiéncia de hidrdlise similar (66%) gquando
palha de centeio foi pré-tratada em condicdes de 121°C por 90 minutos, mesmo
com uma relacdo de sdlido inferior a estabelecida neste trabalho, 10% de sélidos
em uma solugao de acido sulfurico 0,9% (m/m).

Na Figura 5.19 é apresentado o perfil cinético para a fermentacdo
realizada com hidrolisado obtido nas condigbes preditas na otimizacao. O
processo de fermentagao iniciou-se com uma alta taxa de consumo de xilose e
de produgdo de etanol, obedecendo a valores de 2,7 e 1,2 g/L.h,
respectivamente, e se manteve constate até as 15 horas de processo. A partir
deste tempo, observou-se uma desaceleracdo nas taxas até o consumo total de
xilose no tempo de 40 horas de fermentagao, reduzindo-se em 8 horas o tempo
para finalizar o processo, quando comparado com 0s ensaios do planejamento. A
produtividade volumétrica global foi de 0,48 g/L.h, valor proximo a 0,54 g/L.h
reportado para o mesmo microrganismo (NIGAM, 2001b) em hidrolisado
hemiceluldsico de palha de trigo destoxificado, por tratamento térmico e
overliming, mas com concentragdes iniciais de xilose e glicose muito menores
(12,8 g/L e 1,7 g/L, respectivamente). Cabe ressaltar que a concentragdo final
de etanol foi de 19,05 g/L, concentragdo préoxima a maxima alcancada nos
ensaios realizados no planejamento experimental.

Em fermentagdes com hidrolisado hemiceluldsico com caracteristicas
similares (concentragdo de xilose de 42,8 g/L), mas utilizando Pachysolen
tannophilus como agente bioldgico, foram reportadas as seguintes varidveis de
resposta: concentracao final de etanol, fator de rendimento em etanol e
produtividade volumétrica de 19 g/L, 0,33 g/g e 0,53 g/L.h, respectivamente
(CHENG et al., 2008). Dentre estes valores, s6 a produtividade apresentou-se
superior ao valor obtido no presente trabalho, mas deve-se ressaltar que os
autores utilizaram processos de destoxificacdo prévios a fermentacao
(tratamento térmico para eliminar acido acético e eletrodialise para remocao de
furfurais).

Nenhum crescimento celular foi observado, na fermentagdao, como
resposta das células para as caracteristicas do hidrolisado e as condigOes
aplicadas na realizacao da fermentacdo, especialmente o suprimento de oxigénio,
baixo o suficiente (Qy=0,02 vvm) para direcionar o metabolismo celular para a
producdo de etanol, como também foi reportado por Jeffries et al. (2007), assim

como favorecer uma 6tima relacao etanol/xilitol.
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Figura 5.19 Perfil cinético da fermentacdo de hidrolisado
hemicelulésico obtido nas condigGes preditas na otimizagdo do
processo

Durante a fermentagao foi também acompanhado o comportamento da
concentracdo dos inibidores (dados ndao exibidos). No caso do acido acético e os
compostos fendlicos as concentragdes mantiveram-se constantes, enquanto o
furfural mostrou uma leve diminuigao na sua concentragdo. O hidroximetilfurfural
foi o Unico inibidor que foi esgotado nas primeiras 10 horas do processo,
comportamento também observado por Almeida et al. (2008), que comprovaram
a reducgdao de hidroximetilfurfural por S. cerevisiae modificada com o gene da
xilose redutase de P. stipitis.

No que diz respeito ao sodlido resultante do pré-tratamento 4acido,
denominado celulignina acida, deve-se destacar que este material residual
apresentou um teor aumentado de celulose e lignina, como consequéncia da
extracdo da fracdo hemiceluldsica. Porém, a caracterizacdo deste material
indicou um residual de hemicelulose, como esperado, ao ndo se aplicarem
condicbes para atingir o 100% de extracdo dos acuUcares constituintes desta
fracao (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12 Composicdo basica da celulignina acida (fragao
sdlida) gerada apds pré-tratamento do bagaco nas condigoes

preditas
Fracao Teor (%) + DP
Celulose 47,14 £ 2,13
Hemicelulose 7,86 £ 0,14
Lignina 22,84 £ 0,49
Cinzas 2,60 £ 0,08
Extrativos 15,55 + 1,07

DP: desvio padrao.
Valores reportados em massa seca de material

Em resumo, a aplicacdo das condicdes otimizadas do pré-tratamento
resultou na obtencdo de um hidrolisado com melhores caracteristicas de
fermentabilidade, levando a um maior aproveitamento da pentose proveniente
da hemicelulose, apesar de uma concentracao de etanol levemente inferior, de
19,0 g/L para condicdes otimizadas de pré-tratamento, em contraste com 25,1
g/L com hidrolisados obtidos nas condicdes inicialmente avaliadas (Item 5.4).
Assim, quando comparada a fermentacao apresentada na Figura 5.19 com os
primeiros ensaios de fermentacao realizados (Figura 5.7), destacou-se uma
reducao no tempo de processo de 10 horas, passando de 50 para 40 horas;
esgotamento total do substrato, indicando maior fermentabilidade do hidrolisado;
manutencdo da produtividade volumétrica, passando de 0,50 g/L.h para 0,47

g/L.h, e com um rendimento em produto por substrato consumido similar, 0,35

g/g para 0,38 g/qg.

5.6 FERMENTAGCOES SEQUENCIAIS UTILIZANDO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO

As Figuras 5.20 (a e b) apresentam os perfis cinéticos para fermentacoes
sequénciais com reutilizacdo de células. No processo representado na Figura
5.20a, as células foram re-utilizadas sem aplicar nenhum tratamento entre as
fermentacdes, enquanto no processo representado na Figura 5.20b, foi aplicada
a técnica Melle-Boinot entre cada fermentacgao.

Para ambos os experimentos foi possivel constatar uma manutencao da
capacidade fermentativa das células nas duas primeiras fermentacbes, obtendo-
se um fator de rendimento em etanol de, aproximadamente, 0,4 g/g e
concentracbes finais de etanol préximas a 20 g/L. Porém, em ambos

experimentos, a segunda fermentagdo precisou de um tempo maior para o
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esgotamento do substrato, a xilose, e com isto observou-se uma diminuicao na

produtividade volumétrica em etanol.
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Figura 5.20 Perfis cinéticos de fermentagdes sequénciais utilizando hidrolisado
hemiceluldsico obtido nas condicGes preditas pela otimizacdo e com reutilizagao
direta de células (a) ou aplicando a metodologia Melle-Boinot entre cada
fermentacao (b)

O terceiro ciclo fermentativo sequencial, para ambos experimentos,
mostrou-se mais lento, apresentando baixa concentragao final de etanol e uma

concentragdao de xilose residual elevada. Neste Ultimo estagio o processo levou
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um tempo maior (o dobro da primeira fermentagao), reduzindo,
consequentemente, a produtividade do processo (Tabela 5.13). Por outro lado, o
fator de rendimento em etanol foi mantido, destacando-se o0 aumento do mesmo
no caso da terceira fermentacao, quando aplicado o método de reativagao

celular.

Tabela 5.13 Pardmetros cinéticos mais relevantes em fermentacdes sequénciais
com hidrolisado hemicelulésico re-utilizando as células

Fermentagdes com Fermentagdes com

R reutilizacao celular direto reutilizagdo celular
Parametros aplicando Melle-Boinot
1a 23 3a 1a 23 3a
Tempo (h) 40 48 90 40 48 110
Etanol (g/L) 20,1 18,1 13,2 18,7 17,8 14,5
Rendimento em etanol (g/g) 0,42 0,37 0,37 0,40 0,36 0,45
Produtividade em etanol (g/L.h) 0,50 0,38 0,16 0,50 0,37 0,13
Xilitol (g/L) 3,3 5,0 3,0 2,9 3,8 2,5
Xilose residual (g/L) 0,3 1,0 12,9 0,3 0,0 18,0
Massa celular (g/L) 11,0 10,0 8,5 9,4 7,8 8,5

A diminuicdo no desempenho da levedura apds o contato prolongado
com hidrolisado hemicelulésico, pode ser interpretado como decorrente da
inibicdo do microrganismo. Para leveduras, tem sido reportada a capacidade de
tolerar a presenca de furanos, apds adaptacao, por periodos ndo maiores de 48
horas. O contato prolongado com estes inibidores promove o acumulo de
espécies reativas de oxigénio e estas, por sua vez, afetam progressivamente
varias estruturas celulares, principalmente, as mitocondrias, assim como o
processo respiratério (ALLEN et al., 2010).

A impossibilidade de se realizar um nimero significativo de fermentacbes
sequénciais pode ser devido a duas questdes principais: crescimento celular
desprezivel em cada uma das fermentacgdes, o que ndo permitiu uma renovacgao
celular, levando a reutilizacdo de células “velhas”; e um efeito inibitdrio
incrementado na medida em que as células foram transferidas de um meio com
hidrolisado fermentado a um novo com a mesma carga de inibidores.

Adicionalmente, deve-se considerar que as condigoes definidas para a
aplicacdo da metodologia de Melle-Boinot (tempo e pH de contato) foram
desenvolvidas para a reutilizacao de S. cerevisiae em meios sacarificados, sendo

possivel que, quando aplicadas em uma outra levedura (P. stipitis) para a
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fermentacdo de um tipo de acucar diferente (xilose), ndao reproduzam a
reativacdo reportada para S. cerevisiae. Porém, cabe a possibilidade de existirem
outras condigcdes que permitam um melhor desempenho de P. stipitis na
fermentacao sequéncial de hidrolisados hemicelulésicos.

A diminuicao na eficiéncia no desempenho das células, com poucos ciclos
de fermentagdo, sinaliza como pouco vidvel a realizacdo de fermentacao
continua, utilizando hidrolisado hemiceluldsico, como estratégia para aprimorar o
aproveitamento da fracdao hemiceluldsica. Neste sentido, torna-se necessario
direcionar a investigacao para processos que permitam a obtencao de meios
fermentados com maiores concentragdes de etanol, minimizando o contato

prolongado das células com o hidrolisado.

5.7 ESTUDOS PRELIMINARES PARA A PRODUGCAO DE ETANOL EM UM
SISTEMA DE HIDROLISE E CO-FERMENTAGCAO SIMULTANEAS

Como descrito no capitulo 4, este processo propde a realizacdao, em um
Unico equipamento e de forma simultéanea, da fermentacdo de pentoses, a
hidrolise enzimatica de celulose e a fermentacdo de glicose, sendo realizadas,
separadamente, a hidrolise de hemicelulose e a producdo de celulases.
Adicionalmente, o processo visa a obtencao de meios fermentados com alto teor
de etanol em curto tempo.

Nesse sentido, programou-se a realizagdo deste tipo de processo
utilizando a levedura P. stipitis ou uma combinacdo dela com S. cerevisiae.
Porém, fez-se necessario o desenvolvimento de alguns ensaios que permitissem
determinar o potencial da levedura, assim como as condicdes e forma mais
apropriada para a realizagdao do referido processo. Os experimentos realizados

com este objetivo sao apresentados a seguir.

5.7.1 Tolerancia da levedura P. stipitis ao etanol durante o processo de

fermentacao

Para quantificar a capacidade real da levedura para a produgao de
etanol, foram realizadas diferentes fermentacdes em biorreator, empregando-se
meio sintético e utilizando glicose ou xilose como substrato, em quantidades

suficientes para produzir altas concentracdes de etanol (equivalentes as obtidas
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em processos industriais de etanol de primeira geracdo), além de avaliar
diferentes modos de conducao destas fermentacodes.

Na Figura 5.21 apresenta-se o perfil cinético da fermentacdo conduzida
em batelada simples e meio sintético, utilizando como Unico substrato a glicose

(@) ou a xilose (b), ambas com concentragao inicial de substrato de 180 g/L.
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Figura 5.21 Perfis cinéticos de fermentacGes com P.stipitis realizadas em biorreator

(250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm) utilizando glicose (a) ou xilose (b) como fontes de
carbono
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Na fermentacao utilizando glicose evidenciou-se uma estabilizacao na
concentracao do substrato quando atingida uma concentragao préxima a 40 g/L
de etanol, apresentando uma concentragao residual desse substrato de 58 g/L
decorridas 90 horas de fermentagao. Esta estabilizagdao do processo, mesmo com
a presenca de substrato, pode ser decorrente de uma inibicdo da levedura pelo
produto principal (etanol). No caso da utilizacdo de xilose como substrato, foi
possivel atingir uma concentracdo de etanol da ordem de 55 g/L com um
consumo total desta pentose e um acumulo de xilitol de 14,7 g/L, ap6s 120
horas de fermentacao. Com estes resultados, poder-se-ia afirmar que a presenca
de xilitol no meio possibilitou um aumento na tolerancia da levedura ao etanol,
sendo esse composto um reconhecido soluto compativel (HOHMANN, 2002),
contribuindo para a viabilidade da célula em resposta a hostilidade do meio
ambiente, neste caso, as altas concentragdes de xilose e etanol, moderadamente
superior a observada na fermentacao de glicose.

A taxa de consumo de substrato, durante as primeiras 15 horas de
processo, mostrou-se marcadamente superior para glicose (4,37 g/L.h) quando
comparada a xilose (2,05 g/L.h), apresentando, adicionalmente, um leve
crescimento celular apenas no processo suplementado com glicose. Este
comportamento diferenciado, para cada tipo de substrato, foi também observado
por Agbogbo et al. (2006), em meio sintético com uma concentragao inicial de
substrato de 60 g/L, sendo relacionado com a maior complexidade do sistema de
transporte de xilose (KRAHULEC et al., 2010) e ao requerimento de um controle
mais rigoroso para a sua utilizacdao, dada a maior complexidade do metabolismo.
Contudo, na fermentacao de glicose, a partir das 15 horas de processo, a taxa de
consumo de substrato decresce até a estabilizacdo da concentracao do substrato,
enquanto no processo utilizando xilose, a taxa de consumo de substrato
manteve-se constante até as 75 horas de processo, quando esta pentose
comecou a se esgotar e a se estabilizar a concentracao de etanol.

Considerando-se a possibilidade de inibicado da levedura pela alta
concentracdo inicial de substrato durante as fermentacdes conduzidas em
batelada simples, outra forma de conducao foi realizada, a batelada alimentada

por pulsos (Figura 5.22), visando reduzir esses efeitos inibitorios.
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Figura 5.22 Perfis cinéticos de fermentacGes com P.stipitis realizadas
em biorreator (250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm) e conduzidas em
batelada alimentada por pulsos, utilizando glicose (a) ou xilose (b)
como fontes de carbono

Durante os primeiros pulsos de alimentacdao foi possivel observar uma
rapida taxa de consumo de substrato, sendo a taxa média de consumo de glicose
levemente superior (2,78 g/h), quando comparada com a observada para xilose
(2,59 g/h). Nos pulsos subsequentes, a taxa de consumo decaiu gradativamente,
passando de 1,70 g/h no quarto pulso, para 0,63 g/h no sétimo pulso, quando
utilizada glicose, e de 1,83 g/h no quarto pulso, para 0,50 g/h no sétimo pulso,

quando utilizada xilose.
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Nestes ensaios, o maior crescimento celular foi observado na fermentacao
realizada com glicose como fonte de carbono, com uma taxa média de
crescimento da ordem de 0,22 g/h, nas primeiras duas alimentacodes, reduzindo-
se para 0,10 g/h nas terceira e quarta, enquanto foi muito menor nas ultimas
trés alimentacdes (< 0,03 g/h). Quando utilizada xilose, como fonte de carbono,
a taxa de crescimento celular ndao superou 0,12 g/h, nas primeiras trés
alimentagbes, manteve-se abaixo de 0,05 g/h na quarta e quinta e foi
praticamente zero nas duas ultimas (< 0,01 g/h).

Quando realizada a fermentacdo com xilose, foi possivel observar o
acumulo moderado de xilitol, alcancando 4,2 g/L ao final do quinto ciclo, e seu
marcado aumento, a partir do sexto ciclo, até atingir uma concentracao final trés
vezes maior (14,0 g/L). Este aumento expressivo de xilitol presente no meio
durante os ultimos dois ciclos do processo, foi coincidente com a estabilizagdo na
producao de etanol a partir de 50 g/L, indicando a estreita relacao entre a
capacidade da levedura em tolerar etanol e o efeito que altas concentragdes
deste produto tém no metabolismo do microrganismo.

O modo de condugdao de processo em batelada alimentada permitiu a
obtencdo de concentracdes finais de etanol superiores as obtidas quando
realizado o processo em batelada simples, indicando uma possivel inibicao pelo
substrato, que pode ter mascarado o verdadeiro nivel de tolerancia da levedura a
concentracdo de etanol como produto de fermentagdao. Esta inibicao pode ser
confirmada ao se observarem menores valores para a produtividade e da taxa de
consumo de substrato durante a batelada simples (0,52 g/h e 1,64 g/h,
respectivamente), quando comparados com o0s obtidos durante a batelada
alimentada (1,00 g/h e 2,59 g/h, respectivamente). Considerando-se uma
possivel inibicdo pelo substrato, inclusive com concentracdes de substrato da
ordem de 30 g/L, foi realizada uma fermentagao conduzida com alimentacgao
continua, na qual o substrato ndo superasse 5 g/L (Figura 5.23). Nesta
fermentacao foi possivel atingir uma concentracao final de etanol de 57,2 g/L,
apos 105 horas de processo, similar a alcancada no mesmo tempo durante a
batelada alimentada por pulsos (56,5 g/L).

Contudo, durante o processo conduzido com alimentacdo continua, a taxa
de producao de etanol manteve-se constante (0,85 g/h) por mais tempo (60
horas aproximadamente) seguida de uma rapida desaceleracdo e estabilizacao

da concentracdao de etanol, enquanto no processo conduzido com alimentacao
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por pulsos, a taxa de producao inicial de etanol manteve-se constante por um
tempo menor (30 horas aproximadamente), mas a desaceleracdao posterior foi
menos acentuada. Esta similaridade nos valores iniciais para a produtividade, da
mesma forma que os observados para a taxa de consumo de substrato (2,59 g/h
e 2,19 g/h para batelada alimentada por pulsos e batelada alimentada
continuamente, respectivamente), descartam a inibicdo da levedura pelo

substrato para concentragdes menores que 30 g/L.

35 70
- 60
<
2
S - 50
R -
g - 40 \9
kel =
o o
X
- 30 3
< {0
>
o
o - 20
]
[}
[%2]
[
= - 10
: ‘ ‘ ‘ ‘ 0
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (horas)
® Xilose & Massa Celular o Xilitol A Etanol

Figura 5.23 Perfil cinético de fermentacdo com P.stipitis realizada em
biorreator (250 rpm, 30°C, pH 6 e 0,02 vvm) e conduzida em batelada
alimentada continuamente, utilizando xilose

Quanto a concentracdo de xilitol, foi verificado um acumulo menor para a
fermentacdo com alimentagdo continua, observando-se uma estabilizagdo
aparente em 2,1 g/L e uma concentragdao de etanol de 41 g/L, decorridas 46
horas de processo, e um ligeiro aumento com estabilizacdo préxima de 3,0 g/L,
nas seguintes 10 horas de processo.

Determina-se assim, uma concentracao proxima a 60 g/L como a maxima
possivel para fermentacao alcodlica com P. stipitis quando utilizada xilose como
substrato, sendo o xilitol um coadjuvante indispensavel, mesmo em baixas
concentragdes, para possibilitar alcancar este patamar, agindo, provavelmente,

como protetor da célula contra a hostilidade do meio.
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5.7.2 Crescimento de Pichia stipitis em meio sintético contendo xilose e

glicose

Um dos fenbmenos a ser desvendado para o desenvolvimento de um
processo consolidado utilizando P. stipitis, refere-se ao comportamento da
levedura em um meio que tem as duas fontes de carbono, glicose e xilose, em
proporcoes similares. Com o objetivo de visualizar este fendmeno, foram
realizados diferentes experimentos, nos quais se tencionou determinar como a
levedura conseguiria se desenvolver segundo o meio utilizado para a obtencao
do indculo e ao suprimento (facilitado ou limitado) de oxigénio nesses dois
substratos, em concentracdes de 20 g/L quando utilizadas como Unicas fontes,
ou a mistura xilose-glicose (10 g/L cada). Deve-se ressaltar que a condigao
denominada de anaerobiose foi induzida pelo uso de fermentometros, existindo,
no inicio do processo, uma pequena quantidade de oxigénio no sistema e, com o
passar do tempo, devido ao seu consumo e a producdo de diéxido de carbono,
proporciona ao sistema tal condicao.

Nos diferentes experimentos foi possivel observar o maior crescimento da
levedura quando utilizado um processo em condicdes de aerobiose, como
esperado, ao ser favorecida a oxidacao total do substrato (Figura 5.24)
fundamentalmente para a plasticidade celular. Assim, quando utilizada glicose
como fonte de carbono no processo de fermentacdo, a concentragao celular foi
3,5 vezes maior em aerobiose do que em anaerobiose, sendo o comportamento
similar para todos os substratos avaliados e as diferentes estratégias aplicadas
para a obtencdo do indculo.

O menor crescimento celular foi alcancado quando utilizada xilose como
Unica fonte de carbono, para todos os tipos de indculos testados e cada uma das
condicoes de aeracdao. Deve-se também mencionar como a fonte de carbono
utilizada para a propagacdo de células influenciou de forma diferenciada o
comportamento do microrganismo durante a fermentagao das diferentes fontes
testadas. Por exemplo, quando o meio para crescimento de indculo continha
duas fontes de carbono (mistura glicose-xilose) observou-se um
desenvolvimento do microrganismo maior, em condicdes de aerobiose, na
fermentacao contendo esta mistura do que quando utilizada xilose ou glicose

como Unicas fontes de carbono.

Gabriel J. Vargas Betancur



Concentracgdo final de massa celular (g/L)
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Figura 5.24 Concentracdo final de células (P. stipitis) apds 24 horas de
fermentacgao utilizando diferentes substratos em uma concentragao inicial de 20
g/L

G: glicose; X:xilose; GX: mistura 1:1 glicose-xilose;

Aerobiose: refere-se a transferéncia de oxigénio facilitada;

Anaerobiose: refere-se a sistema acoplado a fermentometros.

Visando-se o desenvolvimento de um bioprocesso consolidado a obtencao
do indculo deve ser planejada em funcdo da proporcao de aclcares no meio e,
assim, facilitando o processo de fermentacdo. Por isto, poder-se-ia sinalizar a
obtencao de inéculo em meio contendo ambas as fontes (glicose-xilose).

No que diz respeito a concentracao de etanol, ao final de 24 horas de
fermentacao (Figura 5.25), pode-se verificar que os indculos crescidos em xilose
ou na mistura glicose-xilose permitiram alcangar as maiores concentragdes finais
de etanol. Destacaram-se como as melhores fermentagdes, em relagdao ao teor
de etanol, aquelas realizadas com indculo obtido utilizando xilose, aplicando
condicdes nao restritivas de oxigénio com as fontes de carbono glicose ou a
mistura glicose-xilose.

Cabe ressaltar a marcada diferenca na concentragdao de etanol nas
fermentacdes realizadas utilizando xilose como Unico substrato e com indculo
obtido em glicose, em ambas as avaliadas, sendo os resultados mais baixos

observados.

Gabriel J. Vargas Betancur



Concentragdo Final de Etanol (g/L)
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Figura 5.25 Concentragdo final de etanol apds 24 horas de fermentagdo com P.
stipitis utilizando diferentes substratos em uma concentracdo inicial de 20 g/L

G: glicose; X:xilose; GX: mistura 1:1 glicose-xilose;

Aerobiose: refere-se a transferéncia de oxigénio facilitada;

Anaerobiose: refere-se a sistema acoplado a fermentometros.

A utilizacao de glicose como fonte de carbono, para a obtencao do indculo,
favoreceu o crescimento celular em detrimento da producao de etanol. De forma
contraria, indculos obtidos utilizando xilose ou a mistura glicose-xilose,
favoreceram a produgao de etanol com um menor crescimento celular. Este
comportamento foi também observado em S. cerevisiae modificada para
metabolizar xilose pela expressdao heterdloga da enzima xilose redutase
(KRAHULEC et al. 2010).

Em termos gerais, pode-se afirmar que o0s ensaios resultaram no
consumo total dos substratos, exceto naqueles em que o meio de propagacgao
para obtencdo do indculo possuia uma fonte de carbono diferente a utilizada na
fermentacao (Figura 5.26), observando-se uma possivel inibicdo ao consumo de
xilose em células crescidas em glicose. Neste caso, destaca-se a fermentacdo
realizada em xilose e condicdes de anaerobiose, utilizando células crescidas em
glicose, que apresentou a maior concentracdo residual de substrato no meio apos

as 24 horas de processo.
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Figura 5.26 Concentragdo final xilose, glicose e xilitol apdés 24 horas de
fermentacao com P. stipitis utilizando diferentes substratos em uma concentragao
inicial de 20 g/L

G: glicose; X:xilose; GX: mistura 1:1 glicose-xilose;

Aerobiose: refere-se a transferéncia de oxigénio facilitada;

Anaerobiose: refere-se a sistema acoplado a fermentémetros.

A presenca de oxigénio mostrou-se fundamental para a utilizacdo da
xilose como substrato, sendo observado um residual do carboidrato apds 24
horas de fermentacdo nos processos com restricao de oxigénio, principalmente
quando as células eram provenientes de indculos sem esta pentose.
Contrariamente constatou-se um consumo total de substrato em quase todos os
processos realizados em aerobiose, sempre que a mesma fonte de carbono
tivesse sido utilizada para a obtencao do indculo.

O comportamento observado para a levedura P. stipitis sinalizou a
impossibilidade do uso de condigbes de anaerobiose, inclusive quando a glicose
foi o Unico substrato, e a necessidade do crescimento de indculo em xilose ou na
mistura glicose-xilose quando se pretende fermentar misturas de glicose e xilose,
como preconizado em um processo de co-fermentacdo dos acucares
provenientes das fragdes polissacarideas do bagaco de cana-de-aglcar. Pode-se,
assim, programar o crescimento da levedura em hidrolisado hemiceluldsico como

etapa preliminar a co-fermentacao de glicose e xilose.
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5.7.3 Avaliacao da hidroélise enzimatica de celulose e co-fermentacgao

simultaneas utilizando P. stipitis

Para o desenvolvimento deste experimento, utilizaram-se as condicOes
estabelecidas por Vasquez (2007), no entanto, usando, como agente bioldgico
para o processo SSF, a levedura P. stipitis no lugar de S. cerevisiae. Assim, um
primeiro experimento foi realizado utilizando tampao citrato como diluente no
processo SSF, como descrito para processos utilizando S. cerevisiae, alterando-
se, apenas, a temperatura de processo, de 37°C para 30°C, para favorecer a
acao da levedura P. stipitis, mesmo que se reduzisse a taxa de hidrdlise da
celulose. Em outro experimento, utilizou-se hidrolisado hemiceluldsico obtido nas
condicbes estabelecidas na otimizacdo do pré-tratamento como diluente do
processo SSF, estando presentes tanto a glicose, proveniente da hidrdlise
enzimatica da celulose, quanto a xilose, proveniente do pré-tratamento acido do
bagaco de cana. Na Figura 5.27 sdo apresentados os perfis correspondentes a

estes experimentos.
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Figura 5.27 Desempenho da levedura P. stipitis em processos SSF utilizando tampao
citrato (a) e SSCF utilizando hidrolisado hemicelulésico (b)

Experimentos realizados em frascos conicos de 500 mL com um volume de trabalho
de 200 mL, 200 rpm, 30°C e pH inicial de 4,8.

Quando se utilizou tampao citrato no processo SSF foi possivel atingir uma
concentragao final de etanol de 24,7 g/L, em um tempo de processo de 65 horas,
demonstrando a inferioridade da levedura P. stipitis sobre S. cerevisiae, que para

as mesmas condigdes de processo (excetuando-se a temperatura que foi de 37°C
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para S. cerevisiae) resultou em concentragoes finais de etanol acima de 40 g/L,
em 32 horas de processo (VASQUEZ, 2007).

No caso do processo SSF, realizado utilizando hidrolisado hemicelulésico
como diluente, a levedura P. stipitis exibiu baixo desempenho, apesar de ter
demonstrado sua habilidade de degradar tanto glicose quanto xilose, alcancando
uma concentragdo final de etanol de apenas 17,7 g/L. Tal processo iniciou com
um baixo aproveitamento de xilose e glicose (2,1 g/L e 4,2 g/L, respectivamente,
nas primeiras 20 horas) e, posteriormente, a levedura consumiu seletivamente
glicose, mas sem esgotar totalmente este substrato.

O comportamento das varidveis durante o processo SSF mostrou-se
contrario ao esperado, se considerado o observado com a concentracdao de
substrato nas fermentacdes com hidrolisado hemiceluldsico, nas quais glicose e
xilose foram consumidas simultaneamente nas primeiras horas de processo
(itens 5.3 e 5.4), sendo este ultimo carboidrato majoritario. Igualmente, o
consumo eficiente de glicose e xilose, observado em experimentos realizados em
misturas de 10 g/L de cada (item 5.7.2), sinalizou um melhor desempenho da
levedura para a co-fermentacdo desses carboidratos. Neste contexto, poder-se-ia
presumir que a levedura P. stipitis, em presenca de altas concentragdes de
glicose, apresentou uma inibicgdo no consumo de xilose, mostrando um consumo
preferencial pela hexose, como também foi observado por Agbogbo et al. (2006)
em experimentos em meio sintético contendo 60 g/L de misturas glicose/xilose
(25/75 e 75/25). A inibicao pelo consumo de xilose em presenca de altas
concentracdes de glicose, também foi reportada por Runquist et al. (2010) em S.
cerevisiae modificada carregando os genes que codificam xilose redutase, xilitol

desidrogenase e transportadores seletivos de xilose, oriundos de P. stipitis.

5.8 AVALIACAO DO PROCESSO SSF REALIZADO UTILIZANDO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO FERMENTADO

Ao se constatar a limitacdo da levedura P. stipitis na co-fermentacao de
glicose e xilose quando realizado o processo SSF, considerou-se a possibilidade
de se realizar um processo no qual fossem fermentadas, separadamente, a xilose
e a glicose, porém, de forma sequéncial para aumentar a concentracao de etanol
no meio fermentado, como proposto por Fu et al. (2009). Estes autores

utilizaram Zymomonas mobilis para a fermentagdao de glicose e P. stipitis para a
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fermentacao xilose de hidrolisado proveniente de bagaco de cana com
concentragdes iniciais marcadamente inferiores as utilizadas neste trabalho (32,1
g/L de glicose e 21,4 g/L de xilose).

Ao se observar a menor tolerdncia ao etanol por P. stipitis, quando
comparada a S. cerevisiae que tolera altas concentracdes deste alcool (VASQUEZ
et al. 2007), e considerando-se a incapacidade de S. cerevisiae em metabolizar
xilose (HAHN-HAGERDAL et al., 2001), faz-se evidente que, para um processo
sequéncial, deve-se, inicialmente, fermentar a xilose, utilizando a levedura P.
stipitis e, posteriormente, utilizar este meio hidrolisado para realizar o processo
SSF com a levedura S. cerevisiae.

Para verificar o desempenho de S. cerevisiae durante o processo SSF em
um meio diferente ao tampao citrato, foram realizados diferentes ensaios, a fim
de se avaliar o efeito que poderiam ter os componentes tipicos do meio de
fermentacdao de hidrolisado hemiceluldsico e o préprio hidrolisado hemiceluldsico

fermentado, como apresentado a seguir.

5.8.1 Efeito dos componentes do meio de fermentacao de pentoses no

processo SSF

Na Tabela 5.14 sdo apresentados os resultados de glicose liberada, apds
pré-hidrélise enzimatica de celulose, e etanol equivalente, ao final do processo
SSF, para o planejamento experimental realizado, visando determinar o efeito de
cada uma das trés varidveis independentes escolhidas (hidrolisado, fontes de
nitrogénio e oligoelementos). Cabe lembrar que o nivel superior (+1) para as
fontes de nitrogénio e os oligoelementos corresponde a concentragdo utilizada
para fermentagdao de hidrolisados, enquanto o nivel inferior (-1) corresponde a
auséncia destes nutrientes.

Quando observada a concentracao de glicose, obtida apds pré-hidrdlise
enzimatica nos ensaios, notou-se que valores equivalentes, e inclusive
superiores, foram obtidos na presenca dos componentes avaliados, sem ser
identificada nenhuma tendéncia. Deve-se lembrar que o hidrolisado
hemiceluldsico aporta uma pequena quantidade de glicose ao sistema (4,8 g/L),
justificando os valores de glicose levemente superiores quando este foi incluido

Nnos ensaios.
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Tabela 5.14 Resultados para o planejamento experimental desenvolvido para
determinar o efeito dos componentes da fermentagao de hidrolisado
hemiceluldsico apds 50 horas de processo SSF

Glicose apos

Ensaio Hidrolisado I!:?nteSA d.e Oligoelementos pré-r_lidr()_lise Iibg?azdo quit:anI:Inte
itrogenio enzimatica (9) (g/L)
(g/L)

1 -1 (0%) -1 -1 53,6 10,36 54,15
2 1(100%) -1 -1 60,5 9,08 47,46
3 -1 1 -1 51,3 10,32 53,95
4 1 1 -1 58,0 9,20 48,09
5 -1 -1 1 57,5 10,76 56,25
6 1 -1 1 56,5 9,36 48,93
7 -1 1 1 52,5 10,36 54,15
8 1 1 1 55,2 9,56 49,97
9 0 (50%) 0 0 58,2 10,16 53,11
10 0 0 0 59,0 10,68 55,83
11 0 0 0 59,3 10,40 54,36

As concentragdes de etanol equivalente mostraram-se relativamente
proximas em todos os ensaios, com valores entre 47 e 56 g/L. Porém, percebeu-
se uma tendéncia nos resultados, sendo os valores abaixo de 50 g/L
correspondentes a experimentos realizados com 100% de hidrolisado (ensaios 2,
4, 6 e 8), e valores acima de 53 g/L obtidos no restante dos experimentos. A
maior concentragao de etanol equivalente (56,2 g/L) foi obtida no experimento
realizado sem hidrolisado nem fontes de nitrogénio, mas com oligoelementos nas
concentragOes utilizadas para fermentacdo de pentoses (ensaio 5). Estes
resultados sinalizaram um possivel efeito negativo do hidrolisado no desempenho
de S. cerevisiae no processo SSF, provavelmente relacionado com suas
caracteristicas inibitérias, e um leve efeito negativo das fontes de nitrogénio,
como também reportado por Vasquez (2007), para o processo SSF em tampao
citrato suplementado com extrato de levedura.

Na Figura 5.28 apresenta-se o comportamento da concentragao de etanol
equivalente durante o processo SSF de todos os ensaios. Nesta figura pode ser
observado, mais claramente, o efeito negativo do hidrolisado no desempenho de
S. cerevisiae, como mostrado pelas menores concentragdes nos experimentos
realizados utilizando 100% hidrolisado (linhas inferiores, como indicado na Figura
5.28).
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Figura 5.28 Perfil cinético da variagao do etanol equivalente
durante o processo SSF para avaliacdo do efeito dos
componentes utilizados na fermentacdo de hidrolisado
hemicelulésico

Quando analisada estatisticamente a concentracao de glicose, apds pré-
hidrélise enzimatica, foram indicados como significativos o efeito positivo do
hidrolisado e negativos para as fontes de nitrogénio e a interagcao hidrolisado-
oligoelementos, como apresentado no diagrama de Pareto da Figura 5.29a.
Porém, o efeito positivo do hidrolisado pode estar mascarado pelo seu teor de
glicose, mesmo que seja baixo (menor dos 10% da magnitude final observada).
Para eliminar esta interferéncia, um novo diagrama de Pareto foi construido
(Figura 5.29b) descontando-se a glicose presente no hidrolisado, considerando-
se assim, apenas, a glicose liberada durante a pré-hidrdlise enzimatica. Neste
novo diagrama, observou-se como os efeitos das fontes de nitrogénio e a
interacao hidrolisado-oligoelementos foram os Unicos a apresentar significancia
estatistica, sendo ambos negativos, passando a ser nao significativo o efeito do
hidrolisado. Estabeleceu-se, assim, que o desempenho das enzimas celuloliticas
foi diminuido pela presenca das fontes de nitrogénio e, quando presentes
simultaneamente, o hidrolisado e os oligoelementos.

Contudo, além dos efeitos apresentarem baixa magnitude, deve-se
destacar que a pré-hidrdlise enzimatica realizada em hidrolisado suplementado,

apesar do efeito negativo no desempenho das enzimas, permitiu alcancar
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concentracdes de glicose comparaveis a processos desenvolvidos em tampao

citrato.

Figura 5.29 Diagramas de Pareto para Glicose total (a), Glicose liberada na pré-
hidrolise enzimatica (b) e concentracao de Etanol equivalente apds processo SSF (c).

No caso do processo SSF, a analise estatistica confirmou o efeito negativo
do hidrolisado na concentracao de etanol equivalente, sendo o Unico efeito que
apresentou significancia estatistica. Porém, a presenca do hidrolisado
suplementado diminuiu a concentracao de etanol equivalente de 54,15 g/L
(ensaio 1 em tampao citrato) para 49, 97 g/L (ensaio 8), variacao que pode ser
compensada se considerado o potencial para producao de etanol (em torno de 20

g/L) a partir da xilose ainda presente.
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5.8.2 Efeito do hidrolisado hemicelulésico fermentado no processo SSF

No processo SSF conduzido utilizando hidrolisado hemiceluldsico
fermentado como fase liquida, foi constatado um efeito negativo, sobre a
liberagcao de CO,, superior ao observado em experimentos anteriores (item
5.8.1) para hidrolisado nao fermentado. Neste caso (processo SSF utilizando
hidrolisado hemiceluldsico fermentado), concentracdao de etanol equivalente
diminuiu de 53,5 g/L, obtidos utilizando tampao citrato como fase liquida, para
40,2 g/L quando utilizado 100% de hidrolisado fermentado, como pode ser
observado na Figura 5.30. Esta variacao foi maior em quase 10 g/L a observada
quando utilizado meio com hidrolisado sem fermentar (item 5.8.1), indicando
como a presenca do etanol, e de outros produtos gerados durante a fermentagao
da xilose, poderiam estar potencializando a inibicao da levedura S. cerevisiae

durante o processo SSF.

CO:z2 liberado (g)
[ep}

4+ { — Tamp?o citrato
) —— Hidrolisado 30%
2 / —— Hidrolisado 70%
/ Hidrolisado 100%
0 / ‘ ‘ ‘ ‘ :
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (h)

Figura 5.30 Perfil cinético para a liberacdo de CO, durante o
processo SSF com S. cerevisiae em ensaios com diferentes teores
de hidrolisado hemicelulésico fermentado

Contudo, deve-se ressaltar que durante as primeiras 10 horas de processo
nao foram observadas diferengas marcantes entre os ensaios, sendo esta etapa
limitada pela taxa de consumo da levedura em meio com excesso de glicose

(Figura 5.30). A partir deste tempo, a glicose ho meio comegou a se esgotar e a
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taxa liberacdo de CO, mostrou-se limitada pela taxa de hidrdlise (menor a taxa
de consumo da levedura), observando-se, adicionalmente, que 0 processo
desenvolvido com 100% de hidrolisado apresentou uma desaceleragao maior na
liberagao de CO,, enquanto os ensaios restantes (contendo 0, 30 e 70% de
hidrolisado fermentado) continuaram com um comportamento similar até 20
horas de processo. No final do processo, os ensaios em que se utilizaram 0 e
30% de hidrolisado, apresentaram uma concentracao de etanol equivalente
similar de 53,5+1,7 g/L e 50,1%0,3 g/L, respectivamente, enquanto o processo
com 70% de hidrolisado alcancou um valor significativamente menor, 43,8+1,8
g/L.

Quando considerada a concentragdao de glicose inicial do processo,
correspondente a liberada durante a pré-hidrélise enzimatica da celulose, o efeito
negativo do hidrolisado hemiceluldsico fermentado tornou-se evidente, obtendo-
se uma concentracdo de glicose de 45,4 g/L, quase 20 g/L a menos do obtido
quando utilizado tampdo citrato como fase liquida, como observado nos dados
apresentados na Figura 5.31. Este comportamento foi explicado por Chen & Jin
(2006), que demonstraram como concentracdes de etanol acima de 10 g/L
inibiram, reversivelmente, a hidrélise de celulose, apesar de incrementar a
atividade de B-glicosidase, justificando a menor concentragdao de glicose obtida
neste trabalho quando utilizado o hidrolisado fermentado. Contudo, o processo
SSF, realizado utilizando hidrolisado hemiceluldsico fermentado, apresentou a
maior concentracdo final de etanol, correspondente ao etanol ja contido no
hidrolisado fermentado e ao produzido durante o processo SSF, apesar de ter
mostrado a menor quantidade de CO, liberado. Destaca-se que neste ensaio
verificou-se a presenca de glicose residual, denotando que se poderiam atingir
concentragdes ainda maiores de etanol.

Estes resultados sinalizaram um alto potencial para a realizacao de um
processo, no qual fosse utilizado o sobrenadante resultante da fermentagdao de
hidrolisado hemiceluldsico como fase liquida para a realizagdo do processo SSF,
visando a producdo de etanol e permitindo um aumento da concentragao final
deste produto. Além disso, se fossem utilizadas condicdes otimas que
garantissem o aproveitamento total da glicose durante o processo SSF, seria
possivel alcancar patamares comparaveis com fermentagdes industriais, e tornar

factivel, assim, a recuperacao do etanol por destilagdo classica.
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Figura 5.31 Varidveis relacionadas com o processo SSF utilizando
diferentes teores de hidrolisado hemiceluldsico fermentado

Adicionalmente, deve-se destacar que, esta conjuncao de etapas no
processo SSF, apresentou outras duas vantagens:

v A nao necessidade do uso de tampao citrato no processo SSF, que pode
representar uma economia considerdavel quando for escalonado o processo
SSF ao nivel industrial;

v A geragao de um volume de vinhoto marcadamente inferior, quando
comparado a um processo, no qual fossem destilados, separadamente, os
meios fermentados de xilose e glicose.

Em um processo global de aproveitamento de ambas as fragdes, sendo
considerados os tempos de fermentagao do hidrolisado hemiceluldsico (40 horas)
e do processo SSF (51 horas) utilizados neste trabalho, poder-se-ia determinar
uma produtividade volumétrica global de 0,65 g/L.h, valor muito préximo do
reportado por Fu et al. (2009) para as fermentacbes sequénciais utilizando, na
ordem, Z. mobilis e P. stipitis, mas atingindo uma concentragao final de etanol
inferior (26,2 g/L).

A concentracgao final de etanol de 59,4 g/L obtida neste experimento foi,
inclusive, superior a reportada em trabalhos recentes (BERTISSON et al. 2009),
para processos de co-fermentagdo com microrganismos geneticamente
modificados para fermentar xilose (S. cerevisiae TMB3400), nos quais, apos 96
horas de processo (tempo equivalente a soma dos tempos da fermentacdo de

xilose, pré-hidrolises da celulignina e SSF), foi atingida uma concentracdo de
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etanol de 45 g/L para madeira de pino pré-tratada com acido 2% (v/v), e
aplicando uma carga enzimatica marcadamente superior, 35 FPU/g e 359 IU de
B-glicosidase (pela combinacdo dos consdrcios enzimaticos Celluclast e
Novozyme 188, ambos da Novozymes).

A realizacdo deste trabalho permitiu estabelecer condicdes, para o pré-
tratamento acido, que geraram um hidrolisado com fermentabilidade melhorada,
assim como técnicas mais apropriadas para a obtencdo do indculo. Desta forma,
de fermentacdes que levavam tempos de 60 horas e apresentavam um uso
ineficiente do substrato, foi possivel atingir tempos de 40 horas com o consumo
total do mesmo. Adicionalmente, foram estabelecidas, experimentalmente, as
vantagens e desvantagens no uso de Pichia stipitis e Saccharomyces cerevisiae
em processos SSF e SSCF, utilizando hidrolisado fermentado e alcancando altas
concentragoOes finais de etanol.

O uso de técnicas de planejamento experimental e analise estatistica
foram imprescindiveis, além de praticas, para a obtencdo de resultados
aprimorados, definitivos, confidveis e validaveis. Estas técnicas permitiram uma
racionalizacao na realizacdo de experimentos sem comprometer a relevancia e
precisao de resultados e conclusodes.

Em termos gerais, os avangos conseguidos com a realizagdao desta tese,
apresentam-se como um grande aporte na procura de se atingir o conhecimento
necessario para o aproveitamento de materiais lignoceluldsicos visando a
industrializacdo da producao de etanol de segunda geragao, sendo esta uma das
maiores necessidades da humanidade: fontes alternativas de energia,

renovaveis, economicamente vidveis e ambientalmente mais amigaveis.
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CAPITULO 6

6 CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

v

v

O bagaco de cana-de-acglUcar apresentou uma composicdo de 38,7 % de
celulose, 23,0% de hemicelulose e 22,8% de lignina, mostrando potencial
tedrico de producdo de etanol, a partir das fracdes polissacarideas, de 393 L
por tonelada de material seco, sendo 37% correspondente ao aproveitamento

da fracdo hemicelulésica;

A distribuicdo granulométrica prépria do bagaco, proveniente da moagem de
cana-de-acucar, mostrou-se apropriada a aplicacdo de pré-tratamento com
acido diluido, visando a extracdo de hemicelulose, ao se verificar que o
processo independe dos diferentes tamanhos de particula avaliados, sendo

desnecessarias etapas fisicas para a cominui¢cdo do material;

A hidrdlise da fracdo hemicelulésica de bagaco de cana-de-acguUcar pode ser
realizada sem a necessidade de longos tempos de contacto da matriz sélida
com a solucdo acida, sendo apropriado uma simples aspersao da matriz

lignocelulésica com solucéo acida seguido de tratamento térmico. Esta técnica
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apresenta caracteristicas mais apropriadas quando considerado o0 processo

industrial;

O uso de acido 1% (v/v) e uma relagéo sélido:liquido de 1:2 (g:mL), durante
0 pré-tratamento acido de bagaco de cana, permitiu a obtencdo de
hidrolisados com alto conteudo de acUcares fermentaveis (até 85 g/L).
Porém, foi demonstrado que a fermentabilidade de hidrolisados obtidos sob
estas condicBes foi baixa, gerando longos tempos de fermentacdo (60 horas)

e uso ineficiente do substrato;

E possivel a obtencdo de in6culos robustos para a fermentacdo de
hidrolisados sem a utilizacdo de xilose comercial, sendo plausivel realizar a
etapa inicial da propagacdo celular diretamente com a xilose contida no

hidrolisado hemicelulésico;

As condi¢bes aplicadas durante o pré-tratamento acido de bagaco de cana
influenciaram diferentes caracteristicas do hidrolisado. Em termos gerais,
aumentos na concentracdo de acido permitem uma maior eficiéncia do
processo com maiores teores de xilose no hidrolisado, em detrimento da
fermentabilidade dos hidrolisados. Da mesma forma, a relacdo sélido:liquido
apresentou efeitos opostos na concentracdo de xilose e na eficiéncia do
processo, sendo positivo para a primeira variavel e negativa para a segunda.
Fica, assim, evidente que a determinacdo de condi¢cbes 6timas de processo

deve ser direcionada a atender todas as variaveis de resposta consideradas;

Os resultados experimentais permitiram estabelecer o efeito dos principais
inibidores presentes no hidrolisado hemicelulésico (furfural,
hidroximetilfurfural, acido acético) sobre a fermentabilidade dos mesmos.
Assim, a relacado etanol/xilitol, ap6s fermentacado, apresentou uma diminuicao
drastica na medida em que a concentracdo dos inibidores foi maior nos

hidrolisados;

O pré-tratamento de bagaco de cana com acido diluido, considerando-se as
multiplas variaveis de resposta relacionadas com o aproveitamento eficiente

da fracdo hemicelulésica na producao de etanol, apresentou como condicdes
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6timas de processo uma relacdo sélido:liquido de 1:2,8 (g de bagaco: mL de
solucdo acida 1,09% v/v) com tratamento térmico de 121°C, durante 27
minutos. O hidrolisado obtido sob estas condicbes apresentou uma
concentracao de xilose de 50,1 g/L, uma eficiéncia de hidrélise de 60,2% e
uma concentracdo de inibidores suficientemente baixa para se obter uma
concentracdo de etanol de aproximadamente 20 g/L, apdés 40 horas de
fermentacdo, e com o consumo total de substrato utilizando a levedura P.

stipitis;

O desempenho da levedura P. stipitis foi mantido durante duas fermentacfes
sequénciais de hidrolisado hemicelulésico, aplicando-se ou ndo técnicas para
ativacdo das células entre os ciclos fermentativos. Durante a terceira
fermentacédo verificou-se um desempenho inferior da levedura, sinalizando
uma dificuldade para a reutilizacdo da levedura e o desenvolvimento de

processos continuos;

A levedura P. stipitis apresentou tolerancia a concentracdes de etanol de até
60 g/L, quando cultivada em meio sintético contendo xilose como substrato,
engquanto sua tolerancia foi menor (43 g/L), quando glicose foi utilizada. Esta
diferenca esta relacionada com o acumulo de xilitol, proprio do metabolismo
de xilose, que agiu como protetor da célula contra a hostilidade do meio

decorrente das maiores concentracoes de etanol durante o processo;

Quando propagada em meios com baixas concentracfes da mistura glicose-
xilose (até 20 g/L totais), a levedura P. stipitis mostrou um bom desempenho
Nno seu crescimento, especialmente em glicose, e na producdo de etanol,
principalmente, quando proveniente de processos de propagacédo em Xxilose.
Porém, quando o meio de fermentacdo apresentou uma alta concentracdo de
glicose (em torno de 50 g/L), o consumo de xilose pela levedura foi reprimido

e a fermentacido da mistura, durante o processo SSF, foi ineficiente;

A pré-hidrélise enzimatica de celulignina mostrou-se independente da
presenca isolada de hidrolisados hemicelulésicos e oligoelementos utilizados
para fermentacédo de xilose. Porém, pode ser afetada pela suplementacdo de

fontes de nitrogénio ou a adicdo simultdnea de hidrolisado-oligoelementos.
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Adicionalmente, a quantidade de etanol produzido durante o processo SSF,
realizado com S. cerevisiae, mostrou-se independente da suplementacdo do
meio com oligoelementos ou fontes de nitrogénio, enquanto foi diminuida pela

presenca de hidrolisado hemicelul6sico;

O hidrolisado hemicelul6sico fermentado apresentou um efeito negativo, tanto
na pré-hidrélise enzimatica de celulignina quanto no desempenho de S.
cerevisiae, durante o processo SSF. Porém, o efeito foi tdo pequeno que os
resultados obtidos podem ser considerados promissores. Assim, ap0s a
realizacdo de processo SSF utilizando 100% de hidrolisado hemicelulésico, foi
possivel atingir uma concentracao final de etanol de 59,4 g/L, sinalizando-se
a possibilidade de se atingir concentracfes superiores e, inclusive,
comparaveis as reportadas para processos de producado de etanol de primeira

geracao.

6.2 SUGESTOES

v

Novos estudos do pré-tratamento acido de bagaco devem ser conduzidos
direcionados a diminuicdo da concentracdo de acido. Porém, a obtencédo de
bons resultados, neste sentido, sé serdo possiveis com aumentos da
temperatura e, consequentemente, equipamentos de maior sofisticacdo que
poderiam ser desenvolvidos visando a integracdo energética dentro do

conceito da biorrefinaria;

Seria recomendavel aprofundar em estudos relacionados ao efeito do
tamanho de particula, incluindo no processo equipamentos que permitam
uma homogenizacdo da mistura solido:liquido, ja que este fator mostrou-se
marcadamente importante para a obtencdo de altos teores de xilose e

negativo para a eficiéncia de hidrdlises.

Considerando-se a reducédo na recuperacdo de acucares observada na fracéo
de finos do bagaco, apesar de ndo ser significativa, estudos direcionados ao
aumento da eficiéncia de extragcdo de hemicelulose de esta fracdo devem ser

realizado. Neste sentido, a utilizacdo de reatores de fase sélida pode levar a
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melhoras significativas no processo, inclusive para outros tamanhos de

particula;

Condi¢cdes mais apropriadas para a fermentacdo de hidrolisado hemiceluldsico
devem ser avaliadas visando a reutilizacdo de P. stipitis em fermentacdes
sequénciais. Neste sentido, € possivel que, variacfes na taxa de aeracdo do
processo, permitam um crescimento celular que sustente um numero

relevante de ciclos fermentativos;

Para a integracdo de etapas proprias do aproveitamento das fracbes
polissacaridicas de  materiais lignocelulésicos sera necessario o0
desenvolvimento de microrganismos geneticamente modificados, que
fermentem eficientemente misturas de glicose e xilose e apresentem uma
tolerancia aos inibidores presentes no hidrolisado hemicelulésico e o etanol

gerado durante a fermentacéao;

Estudos direcionados a fermentacdo sequéncial de substratos devem ser
realizados, visando minimizar possiveis efeitos inibitorios intrinsecos aos
processos e acelerar o consumo eficiente de substrato, para a obtencdo de

fermentados com altas concentracfes de etanol;

Para se alcancar maiores rendimento no aproveitamento da fracao
hemicelulésica, o melhoramento genético da linhagem Pichia stipitis, assim
como de outras leveduras, pode ser uma estratégia a ser pesquisada. Neste
sentido, tornam-se interessantes estudos direcionados ao aumento da
tolerancia ao etanol e os inibidores gerados no pré-tratamento acido, ao
aumento na expressao de enzimas chave do catabolismo de xilose (como a
xilose redutase), assim como a identificacdo, caracterizacdo e aumento na

expressao dos transportadores especificos para xilose;

A realizacdo de estudos de viabilidade econdmica do processo, e de cada uma
das etapas gue envolvem o aproveitamento de bagaco de cana sob as
condicOes desenvolvidas no presente trabalho, sera necessaria para direcionar

0 escalonamento do processo;
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v A viabilidade da integracdo do processo proposto neste trabalho (SSF
utilizando hidrolisado fermentado) a processos ja estabelecidos
industrialmente deve ser avaliada. Adicionalmente, a integracdo de outros
processos ao aqui desenvolvido, dentro do conceito de biorrefinaria, deve ser

pesquisada;

v Como uma forma de auxiliar o desenvolvimento industrial para o
aproveitamento da fracdo hemicelulésica de bagaco de cana para a producéo
de etanol de segunda geracdo, estudos fundamentados na modelagem e

simulacdo das etapas do processo devem ser desenvolvidos.
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Tons of sugar cane bagasse are produced in Brazil as
waste of the sugar and ethanol industries. This
lignocellulosic material is a potential source for second-
generation ethanol production. Diluted acid hydrolysis
is one of the most efficient pretreatments for
hemicellulosic solubilization. The hydrolysate obtained
is rich in xylose, which can be converted to ethanol by
Pichia stipitis. This work used a statistical approach and
the severity factor to investigate the effects of factors
associated with the diluted acid hydrolysis process (acid
concentration, solid:liquid ratio and time of exposure)
on various response variables (xylose concentration,
hydrolysis  yield, inhibitor concentration and
hydrolysate fermentability). The severity factor had a
strong influence on the generation of inhibitors. The
statistical analysis was useful for determining the effects
of the individual factors and their interactions on the
response variables. An acid concentration of 1.09% (vv),
an S:L ratio of 1:2.8 (g:ml), and an exposure time of 27
min were established and validated as the optimum
pretreatment conditions for the generation of
hydrolysates with high xylose concentration and low
contents of inhibitors. In such conditions, hydrolysate
with 50 g/l of xylose was obtained.

Dependence on petroleum remains the most important
factor affecting the worldwide distribution of wealth, global
conflicts and the quality of the environment. Population
growth and the associated demand for fuel and goods
coupled with more restrictive environmental regulations
have intensified the research and development of renewable
energy feedstocks to substitute for and/or to complement

*Corresponding author

fossil fuel sources (Pereira et al. 2008). Biotechnology
offers alternatives for the development of the biomass
industry based on lignocellulosic (LC) feedstocks for
energy supply and the production of chemicals. A relatively
new concept called the LC Biorefinery establishes a
selective separation of residual biomass fractions and
processes them in accordance with their chemical
characteristics and the desired target products (Lynd et al.
2005). In this context, lignocellulosic materials, especially
agroindustry residues, have been the subject of intense
research since they are renewable sources of carbon and
energy that are available in large quantities. The integrated
and rational utilization of these abundant feedstocks can
revolutionize a variety of industries, including liquid fuels,
food, fodder and chemicals, and thereby bring
immeasurable benefits, especially to countries with
extensive regions of high biological productivity such as
Brazil.

Sugar cane bagasse is the main Brazilian agroindustrial
residue, being produced at approximately 250 kg per ton of
sugar cane. In spite of the great potential of this residual
biomass of lignocellulosic composition (60-70%
carbohydrates) for the production of fuels and chemicals,
the majority of it is burned in sugar mills and alcohol
distilleries for energy generation, and a smaller fraction is
used for animal feeding; however there is still some surplus
(Zanin et al. 2000; Wyman et al. 2005). Additionally, with
the increase in cane production in response to the growth of
global ethanol demand (from 66 to 125 million m® between
2008 and 2020), more bagasse will be available (Pandey et
al. 2000; Balat and Balat, 2009).

This paper is available on line at http://www.ejbiotechnology.info/content/vol13/issue3/full/3/
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Table 1. Levels for each factor in the experimental design.

Axial point Low High Axial point
Factor (-a) Level (-1) Central level (0) level (+1) (+a)
Time of exposure 27 40 60 80 93
(min.)
Acid cc:)ncentratlon 0.50 0.75 113 1.50 1.75
(% wv)
Solid:liquid ratio 133 1:3.0 125 1:2.0 1:1.7
(g:ml)

Sugar cane bagasse is mainly composed of two
polysaccharidic fractions (cellulose and hemicellulose) and
a polyphenolic macromolecule (lignin). The more abundant
component is cellulose (33-36%), a polysaccharide
consisting of a linear chain of several highly organized
B(1—4)-linked D-glucose units that generates crystalline
regions and consequently increases resistance to the
hydrolytic process. Hemicellulose is the second
predominant fraction (28-30%), and it possesses a
heteropolysaccharidic composition that varies according to
the source. Sugar cane bagasse hemicellulose is composed
of heteroxylans, with a predominance of xylose, which is
configured in a chain that can be chemically hydrolyzed
more easily than cellulose. The polyphenolic fraction,
called lignin, is a complex structure formed by the
polymerization of aromatic alcohols that, when combined
with the hemicellulose, covers the cellulose matrix,
conferring resistance to enzymatic and chemical
degradation (Sun and Cheng, 2002; Ververis et al. 2007).

For the integral utilization of lignocellulosic feedstock, it is
necessary to develop a pretreatment process for the
selective and efficient fractionation of its main
polysaccharide components, which should undergo
hydrolysis to generate a high concentration of sugar
monomers. These sugar monomers can be used as
substrates (building-blocks) for biotechnological and
chemical processes (Mussato and Roberto, 2002).

The selective separation of hemicellulose can be performed
using various pretreatments, such as ammonia fiber
explosion (AFEX), alkaline humid oxidation (WAO),
sodium hydroxide explosion (SHFEX), calcium hydroxide
(Lime), Organosolv, steam explosion (STE), diluted acid
hydrolysis (DAH) and liquid hot water (LHW) (Baudel et
al. 2005; Mosier et al. 2005). Each pretreatment provides
particular characteristics to the obtained phases, with the
main purpose being to increase the susceptibility of the
solid phase to enzymatic hydrolysis, and in some cases to
make available the monomeric sugars of the hemicellulose.
Among these treatments, acid hydrolysis stands out when
compared with non-catalytic pretreatments because it

allows for the generation of a liquid phase (hemicellulose
hydrolysate) rich in xylose and with minor amounts of
lignin derivatives that can inhibit cell metabolism relative
to the levels seen with alkaline and organic pretreatments
(Lavarack et al. 2002; Fogel et al. 2005; Gamez et al.
2006).

Additionally, xylose, the main hemicellulose-derived
pentose, and hexose may be degraded during acid
hydrolysis into furfural and 5-(hydroxymethyl) furfural
(hydroxymethylfurfural), respectively, which are also
reported to be inhibitors of cell metabolism (Balat et al.
2008).

This work aimed to characterize the individual effects of
sulfuric acid concentration, solid:liquid (S:L) ratio and the
time of exposure, as well as their synergic effects, on
hydrolysate composition using severity factor expression
and statistical approach. For this, a central composite
design was constructed using response variables such as
xylose concentration, concentration of inhibitors in the
generated hydrolysates.
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Figure 1. Xylose concentration resulting from the acid
pretreatment as a function of the severity factor.



MATERIALS AND METHODS
Diluted acid pretreatment/hydrolysis

The diluted acid hydrolysis was performed using a central
composite design with the following factors: time of
exposure, concentration of sulfuric acid and solid-liquid
ratio. The temperature was kept constant at 121°C. The
level for each variable and the full experimental matrix
expressed in coded values are shown in Table 1 and Table
2, respectively.

After acid pretreatment, the liquid phase (hemicellulose
hydrolysate) was separated from the solid by a pressure
filter set within the reaction system (Santa Anna et al.
2007). Then, the pH of the liquid phase was adjusted to 6
by addition of Ca(OH),, and the generated CaSO, was
separated by filtration. The liquid phase, called
hemicellulose hydrolysate, had its sugar and inhibitor
contents determined.

Analytical methods

Xylose concentration in the hydrolysates was determined
by high performance liquid chromatography (HPLC) using
an Aminex HPX-87P column (Bio-rad) maintained at 65°C
and with a differential refractive index detector (Waters).
Furfural,  hydroxymethylfurfural and acetic acid
concentrations were determined by HPLC using a KC811
column (Shodex) with a UV detector at 230 nm (Waters).
The concentration of phenolic compounds was determined
by the Folin-Ciocalteau method (Queiroz et al. 2002).

The hydrolysis factors were used to determinate the
severity factor (Equation 1), as proposed by Schell et al.
(2003), and its relation with the response variables was
established. Additionally, the effects of each individual
factor and its interactions were analyzed using the software
STATISTICA 6.0 (StatSoft, 2002).

Temperature 100
— pH
1475

[Equation 1]

Severity factor = Log, [time.exp |:

RESULTS AND DISCUSSION

The experimental results for the diluted acid pretreatment
are summarized in Table 3. The highest xylose
concentrations (above 70 g/l in experiments 5, 6 and 11)
were achieved with the highest S:L ratio (+a or +1). Other
experiments carried out with high S:L ratios that resulted in
low xylose concentrations were due to low acid
concentration (-1). On the other hand, experiments that
provided the lowest xylose concentrations used either the
lowest S:L ratio (experiments 3, 4, 7, 8 and 12) or the
middle value (experiment 9) combined with the lowest acid
concentration (0.5%). These results show a strong influence
of acid concentration and S:L ratio on xylose concentration,
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Figure 2. Furfural (a) and hydroxymethylfurfural (b)
generated in acid pretreatment as a function of the severity
factor.

as was reported by Cheng et al. (2008) for sugarcane
bagasse and Ballesteros et al. (2008) for cardoon biomass.

Values ranging from 58.8% to 73.6% were observed for the
hydrolysis yield, except for experiments 1 and 9, which
resulted in values of 48.9% and 48.1%, respectively,
corresponding to the -a and -1 levels of acid concentration.
Moreover, the highest (73.6%) and the lowest (48.1%)
hydrolysis yields were achieved using the highest (+a) and
the lowest (-a) acid concentrations, respectively, showing a
directly proportional relation between acid concentration
and hydrolysis yield.

The concentrations of furfural and hydroxymethylfurfural
in the hydrolysates showed a strong dependence on acid
concentration. Thus, the lowest concentrations of these
furan compounds (experiments 1, 3 and 9) corresponded to
low acid concentration (-o and -1) while the maximum
concentrations of these inhibitors were achieved
(experiments 6, 8 and 10) when high acid concentrations
were used (+a and +1). Similarly, acetic acid
concentrations were higher when high S:L ratios were used
(+a and +1).
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Table 2. Central composite design for the diluted acid pretreatment expressed in coded values.

Experiment Time of exposure Acid concentration Solid:liquid ratio
1 -1 -1 +1
2 +1 -1 +1
3 -1 -1 -1
4 +1 -1 -1
5 -1 +1 +1
6 +1 +1 +1
7 -1 +1 -1
8 +1 +1 -1
9 0 -a 0
10 0 +a 0
11 0 0 +a
12 0 0 -a
13 -a 0 0
14 +a 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Since the experimental conditions had a wide range, the
experiments were assembled according to the S:L ratio for
a better understanding of the influence of the severity factor
(which takes into account the acid concentration, time of
exposure and temperature) on xylose concentration (Figure
1). Xylose concentration is dependent on the severity factor
for high and intermediate S:L ratios. Its maximum
concentrations of 83 g/l (high S:L ratio) and 68 g/l
(intermediate S:L ratio) were achieved with severity factors
of 1.7 and 1.8, respectively. Increasing the severity factor
further caused a decrease in xylose concentration. This is
due to the dehydration of the released sugars to furan
compounds (furfural from pentoses and
hydroxymethylfurfural from hexoses), as described by
Balat et al. (2008) and Lloyd and Wyman (2003). This
reaction is more important as the experimental condition is
more drastic, i.€., as the severity factor gets higher more
furan compounds are generated (Figure 2).

Similarly to the xylose concentration, the hemicellulose
hydrolysis yield varied with the severity factor (Figure 3).
No defined tendency was observed between the severity
factor and the concentration of phenolic compounds (values
ranged from 1.5 g/l to 2.3 g/l), nor with acetic acid
concentration (values ranged from 4.4 g/l to 11 g/1).

The statistical analysis showed the linear effect of the S:L
ratio was the most important influence on the xylose
concentration followed by the linear effect of the acid
concentration (Figure 4a). No statistical significance (p <
0.05) was observed for the interactions or the quadratic
effects of this response variable. The positive effect of S:L
ratio on xylose concentration indicates that high-xylose
hydrolysates were obtained when high S:L ratios were
used. Additionally, it should be noted that the magnitude of
the linear effect of the S:L ratio, expressed in absolute
value (16.98) was almost twice that of the linear effect of
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Figure 3. Hemicellulose hydrolysis yield of the acid
pretreatment as a function of the severity factor for all
experiments.

the acid concentration (9.03), and these were first and
second in importance to xylose concentration, respectively.

In Figure 4b (Pareto chart for the hydrolysis yield) an
opposite order in the importance of the factors can be
observed. The linear effect of the acid concentration was
the most important, followed by the linear effect of the S:L
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ratio, the magnitude of which was almost half that of the
acid concentration. Again, only the linear effects of the acid
concentration and S:L ratio showed statistical significance
(p > 0.05). Furthermore, the linear effect of the S:L ratio on
hydrolysis yield was negative, indicating that the use of low
levels of this factor leads to a more effective extraction of
xylose from the hemicellulosic fraction. Thus, the S:L ratio
has opposite effects on xylose concentration and hydrolysis
yield. In other words, to maximize xylose concentration a
high S:L ratio should be used and to maximize hydrolysis
yield a low S:L ratio should be used.

For the acetic acid concentration, while no clear relation
with the severity factor was noticed, statistical significance
for all the individual effects was observed (Figure 4c). The
linear effect of the S:L ratio was more important, which is
reasonable since acetic acid arises from the hemicellulose
component. The higher the S:L ratio is the more acetic acid
is released into the hydrolysate.

The sulfuric acid concentration appears as the factor with
greatest effect on the concentration of furfural and
hydroxymethylfurfural generated by sugar degradation
(Figure 4e and Figure 4f). For these response variables, the
linear effect of the time of exposure was second in
importance, and it was statistically significant for both (p <
0.05). In addition, only the interaction of acid concentration
with time of exposure and the linear effect of the S:L ratio

Table 3. Experimental design response variables for diluted acid hydrolysis.

Experiment Xvlose Hydrolysis yield Acetic acid Furfural Hydroxymethyl-furfural
1 56.96 48.9 5.85 0.36 0.06
2 67.53 58.0 7,40 0.89 0.08
3 51.56 66.4 6.27 0,35 0.05
4 48.64 62.6 5.57 0.86 0.08
5 71.12 61.0 7.77 0.86 0.10
6 76.25 65.4 11.00 2.25 0.12
7 51.38 66.2 5.76 0.80 0.07
8 54.31 69.9 5.80 2.00 0.10
9 44 .80 48.1 4.42 0.31 0.05
10 68.63 73.6 6.54 2.00 0.10
11 82.11 59.9 10.42 1.28 0.10
12 44.87 63.6 5.40 1.06 0.07
13 60.47 64.9 5.96 0.76 0.06
14 63.04 67.6 6.82 1.57 0.11
15 61.51 66.0 7.54 1.19 0.09
16 63.91 68.6 7.68 1.11 0.08
17 59.84 64.2 7.42 1.12 0.08
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result denotes constant extraction of the acid-soluble lignin
in the range of the hydrolysis conditions evaluated.

showed statistical significance on furfural concentration,
while the linear effect of the S:L ratio and the interaction of
acid concentration with the S:L ratio showed statistical

significance for hydroxymethylfurfural concentration. A summary of the optimum level of each factor to

maximize the performance of the diluted acid pretreatment
is shown in Table 4. It became clear that high
concentrations of sulfuric acid are necessary to obtain high
xylose concentrations and hydrolysis yields during the

The Pareto chart for phenolic compounds concentration
(Figure 4d) indicates statistical significance only for the
linear effect of the S:L ratio, with a positive influence. This
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Figure 4. Pareto charts of standardized effects for (a) xylose (g/l); (b) hydrolysis yield (%); (c) acetic acid (g/l); (d) phenolic
compounds (g/l); (e) furfural (g/l) and (f) hydroxymethylfurfural (g/l).

L: Linear effect.
Q: Quadratic effect.
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Table 4. Optimum levels of the acid pretreatment factors for all the response variables.

Appropriated level
Response va.riables for the Optirpiza.tion
hydrolysis process criteria Acid concentration Solid:liquid ratio el:';::e

Xylose concentration Maximize 1 1 °
Hydrolysis yield Maximize 1 ]! °
Acetic acid concentration Minimize ]! ]! ||
Furfural concentration Minimize ]! ]! ||
Hydroxymethylfurfural Minimize U U |1
concentration

Phenolic compounds concentration Minimize ° ]! °

“High levels, ULow levels, @ No statistical significance

pretreatment step, yet a low acid concentration is also
necessary for controlling the concentration of inhibitors.

Since high S:L ratios resulted in high concentrations of
xylose and inhibitors, an ideal condition should be
determined for obtaining a high substrate concentration and
hydrolysis yield with low levels of inhibitors.

Empirical models for each response variable (Equation 2)
were obtained and used to determine the conditions for
achieving the best performance of the pretreatment
hydrolysis. The models for the pretreatment response
variables had good coefficients of determination (R* >
0.83).

Response variable =
Bo + Pi(Acid concentration) + B;;(Acid concentration)*
+ B, (Solid:liquid ratio) + Bx(Solid:liquid ratio)?
+ Bs(time) + a3(time )°
+ B12(Acid concentration)(Solid:liquid ratio)
+ B13(Acid concentration)(time)
+ B,3(Solid:liquid ratio)(time)
[Equation 2]
B: Empirical coefficient

The pretreatment conditions yielding the best hydrolysis
performance were determined using the desirability

function (Equation 3) under the optimization criteria
described in Table 4. The experimental results of the
optimized conditions (Table 5) were within the predicted
confidence intervals for almost all variables. The furfural,
hydroxymethylfurfural and phenolic concentrations were
not within the confidence interval but had close values.

D = (dy (Y1) x d2 (Y2) x...x d (Vi)™

[Equation 3]
D: overall desirability
Yi: Response variable

d; (Yi) = 0 for undesirable value and d; (Yi) = 1 for desirable
value

k: number of response variables

Experiments were carried out to determined the
hydrolysates fermentability (part II of this work) and
further experiments will be done aimed at acclimatizing
cells to hydrolysates containing high concentrations of the
inhibitory substances generated during acid pretreatment.

CONCLUDING REMARKS

The severity factor had a very important influence on the
xylose concentration and xylose yield, as well as on the
generation of the inhibitors (furfural,
hydroxymethylfurfural and acetic acid) during the diluted
acid pretreatment. For some response variables, no relation
with the severity factor could be established, which should
be due to the absence of the S:L ratio in this expression.

7
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Table 5. Predicted conditions for process optimization and their experimental validation.

Pretreatment conditions

Predicted conditions

Acid concentration (% vv) 1.09

S:L ratio (g:ml) 1:2.8

Time of exposition (min) 27

Response variables for the hydrolysis process Predicted values Experimental values

Xylose concentration (g/l) 54.61+£4.20 50.13
Hydrolysis yield (%) 66.40 £ 4.84 60.24

Acetic acid concentration (g/l) 5.65 + 0.64 6.04

Furfural concentration (g/l) 0.48 £ 0.02 0.55
Hydroxymethylfurfural concentration (g/l) 0.05+0.01 0.09
Phenolic compounds concentration (g/l) 1.92 +0.39 1.18

The use of statistical analysis allowed the individual effect
of every acid pretreatment factor on the characteristics of
the hydrolysates. Also, the conditions dictated by the
statistical analysis were validated experimentally, and the
results were in good agreement with the predictions.
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ABSTRACT

Sugar cane bagasse is produced in Brazil as waste of the sugar and ethanol industries. This
lignocellulosic material is a potential source for second-generation ethanol production;
however a pretreatment stage is essential, which aims at removing the hemicellulose
component by disorganizing the lignocellulosic complex. In this work sugar cane bagasse was
pretreated by diluted acid hydrolysis resulting in xylose-rich hydrolysates, which could be
fermented to ethanol by a strain of the yeast Pichia stipitis. Statistical approach was used to
investigate the effects of factors associated with the diluted acid hydrolysis process (acid
concentration, solid:liquid ratio and time of exposure) on the fermentability of different
hydrolysates. The statistical analysis was useful for determining the effects of the individual
factors and their interactions on the response variables. An acid concentration of 1.09% (v/v),
a solid:liquid ratio of 1:2.8 (g:ml), and an exposure time of 27 minutes were established and
validated as the optimum pretreatment conditions for ethanol production from hemicellulose
hydrolysates of sugar cane bagasse. Under these conditions, a hydrolysate with 50 g/l of
xylose, 6.04 g/l of acetic acid, 0.55 g/l of hydroxylmethylfurfural and 0.09 g/l of furfural was
obtained and its fermentation yielded roughly 20 g/l of ethanol in 40 h.

INTRODUCTION

The growth of population and the associated demand for fuel and goods coupled with more
restrictive environmental regulations have intensified the research and development of
renewable energy feedstocks to substitute for and/or to complement fossil fuel sources
(Pereira et al. 2008). Lignocellulosic materials, especially agroindustrial residues, have been
the subject of intense research since they are renewable sources of carbon and energy
available in large amounts. Sugar cane bagasse is the main Brazilian agroindustrial residue,
being produced at approximately 250 kg per ton of sugar cane (Zanin et al. 2000; Wyman et
al. 2005). This lignocellulosic material is mainly composed of two polysaccharide fractions
(cellulose and hemicellulose) and a polyphenolic macromolecule (lignin). Sugar cane
hemicellulose is the second predominant fraction (23-30%), and it is composed of
heteroxylans, with a predominance of xylose, which is configured in a chain that can be
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chemically hydrolyzed (Sun and Cheng, 2002; Ververis et al. 2007). Diluted acid hydrolysis
pretreatment of sugar cane bagasse allows the generation of a liquid phase (hemicellulose
hydrolysate) rich in Xxylose, which can be used as substrate (building-block) for
biotechnological and chemical processes (Lavarack et al. 2002; Fogel et al. 2005; Gamez et
al. 2006).

The yeast Pichia stipitis is one of the best xylose-fermenting organisms to produce ethanol.
Whereas in most bacteria the xylose metabolism proceeds via direct isomerization to
xylulose, in yeasts and filamentous fungi the formation of xylulose occurs via a two-step
reaction in which xylose is first reduced to xylitol by NADPH-dependent xylose reductase,
followed by oxidation of xylitol to xylulose by NAD*-dependent xylitol dehydrogenase. It is
evident that under anaerobic conditions there will be an overproduction of NADH, resulting
in a redox imbalance, which blocks the metabolic activity, since it can not be reoxidized in
the absence of oxygen. However, in xylose-fermenting yeasts, such as cells of Pichia stipitis,
these two first enzymes of xylose catabolism display dual coenzyme specificity. Thus, the
reducing equivalents produced in the second reaction can be used for the initial step of xylose
metabolism, therefore reducing the overproduction of NADH, and consequently alleviating
the cell redox imbalance. Nonetheless, micro aeration conditions will be necessary, since this
dual specificity does not occur in the same extent. In the next step, phosphoketolase
incorporates inorganic phosphate into xylulose to produce xylulose-5-P, which is converted
into glyceraldehyde 3-P and fructose 6-P in the pentose phosphate pathway. Both are
converted into pyruvate through the glycolytic pathway, which gives origin to ethanol
through two sequential reactions (decarboxylation and reduction) (Toivari et al. 2001; Jin and
Jeffries, 2004; Jeffries 2006; Pereira Jr. et al. 2008).

Yeast growth and sugar fermentation can be inhibited by different compounds generated
during the acid hydrolysis of hemicellulose. Xylose, the main hemicellulose-derivative
pentose, and hexoses may be dehydrated during acid hydrolysis into furfural and 5-
hydroxymethyl furfural, respectively, which have been reported as potent inhibitors of yeast
enzymes such as alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase and pyruvate
dehydrogenase (Modig et al. 2002; Balat et al. 2008). Also, Pampulha and Loureiro (1990)
showed the action of the undissociated form of acetic acid that diffuses into yeast cells,
reducing the cytoplasm pH and modify the control of glycolysis involving enolase and
phosphorilating enzymes. Phowchinda et al. (1995) showed the inhibitory effect of acetic acid
on the growth and fermentation activity of Saccharomyces cerevisiae and indicated that it had
more impact on biomass synthesis than on ethanol production. Nonetheless, the simultaneous
presence of these compounds has a greater inhibitory effect on yeast metabolism than do their
individual presence (Palmgvist et al. 1999).

Thus, this work aimed at characterizing the individual effects of sulfuric acid concentration,
solid:liquid (S:L) ratio and the time of exposure, as well as their synergic effects on the
hydrolysate fermentability and its relation with the concentrations of inhibitors by a strain of
the yeast Pichia stipitis.
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MATERIALS AND METHODS
Microorganism and inoculum preparation

The fermentation assays were carried out with the yeast Pichia stipitis 5774 from the Central
Bureau voor Schimmelcultures (CBS) — The Netherlands. The strain was stored at 5°C in agar
slant medium containing xylose (5 g/l), yeast extract (2 g/l) and peptone (5 g/l) (Pereira and
Bu'lock, 1994). Cell propagation was performed in two stages using hydrolysate obtained in
pretreatment condition of 121°C during 40 min. with a solid:liquid ratio of 1:2 (g of
bagasse:mL of 1% sulfuric acid solution). In the first stage, cells were transferred from the
agar slant to liquid medium containing 25% hydrolysate, and in the second stage the
hydrolysate content was increased to 50%. Then cells necessary for each fermentation assay
was separated from media by centrifugation at 4000 rpm during 4 min. For the propagation
stages, the liquid medium was supplemented with urea (2.5 g/l); KH,PO4 (2.2 g/l); yeast
extract (4 g/l) and 40 ml/l of a solution of salts (Pereira and Bu“lock, 1994).

Fermentation assays

Hemicellulose hydrolysates were obtained by diluted acid pretreatment using a central
composite design with the following factors: time of exposure, concentration of sulfuric acid
and solid-liquid ratio for a total of 17 experimental runs (central point performed in
triplicate). The temperature was kept constant at 121°C (Vargas and Pereira Jr., 2010). The
levels for each variable are shown in Table 1.

Table 1. Levels for each factor in the experimental design.

Factor Axial point  Low level Central High level Axial point
(-a0) (-1) level (0) (+1) (+a)
Time of exposure 27 40 60 80 93

(min.)

Acid concentration 050 0.75 1.13 1.50 1.75
(% vv)

Solld:llgwd ratio 1:3.3 1:3.0 1:2.5 1:2.0 1:1.7
(g:ml)

After acid pretreatment, the liquid phase (hemicellulose hydrolysate) was separated from the
solid by a pressure filter set within the reaction system (Santa Anna et al. 2007). Then, the pH
of the liquid phase was adjusted to 6 by addition of Ca(OH),, and the generated CaSO,4 was
separated by filtration. The liquid phase, called hemicellulose hydrolysate, had its sugar and
inhibitor contents determined, and was used for fermentation assays.

The fermentations were carried out in conical flasks (500 ml) containing 200 ml of
hydrolysate supplemented with the same nutrients as the propagation media. The fermentation
media were inoculated with an initial cell concentration of 10 g/l and performed on a rotary
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shaker (Excella E25 — New Brunswick) at 200 rpm for 48 h at 30°C with an initial pH of 6.
To validate the fermentability of the hydrolysates in the best pretreatment condition, a
fermentation was performed in a 2I-Biostat B fermenter (B. Braun) containing 800 ml of
medium with control of agitation (250 rpm), temperature (30°C) and air supply (0.02 vvm).
The pH was maintained at 6 by the addition of 2 M NaOH or 2 M HCI solutions.

Analytical Methods

Xylose, ethanol and xylitol concentrations in the hydrolysates and fermented media were
determined by high performance liquid chromatography (HPLC) using an Aminex HPX-87P
column (Bio-rad) maintained at 65°C and with a differential refractive index detector
(Waters). Furfural, hydroxymethylfurfural and acetic acid concentration was determined by
HPLC using a KC811 column (Shodex) with a UV detector at 230 nm (Waters). The cell
concentration was determined by a correlation between cell dry mass and cell suspension
absorbance at 570 nm.

The hydrolysis factors were used to determinate the severity factor (Equation 1), as proposed
by Schell et al. (2003), and its relation with the response variables was established.
Additionally, the effects of each individual factor and its interactions were analyzed using the
software STATISTICA 6.0 (StatSoft, 2002).

Equation (1)

Severity factor = Lo time.ex
Y g“’( p[ 14.75

Temperature —1OOD oH

RESULTS AND DISCUSSION

The hydrolysates characteristics were discussed previously (part | of this work). Hydrolysates
fermentability was investigated by using a strain of the yeast P. stipitis and monitoring the
final concentrations of ethanol and xylitol after 48 h (Table 2). Total consumption of xylose
was achieved for the majority of the experiments, except for those coded as 2, 3, 6, 11 and 15,
corresponding to high severity conditions and with residual xylose concentrations below 5 g/l.
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Table 2. Xilose content in the hydrolysate and response variables for the
fermentability of hydrolysates by P. stipitis after 48 h.

Severity Xylose Ethanol  Xylitol  Yemaors  Yyitolis Ethanol/xylitol

Bperiment cactor (@) @) @0 (@9 (9l {g}g
1 1.31 56.96 17.71 5.04 0.31 0.09 351
2 1.61 67.53 22.46 11.91 0.34 0.18 1.89
3 1.31 51.56 18.47 2.33 0.36 0.05 7.94
4 1.61 48.64 14.85 10.47 0.30 0.21 1.42
5 1.58 71.12 19.40 15.49 0.27 0.21 1.25
6 1.88 76.25 13.73 11.72 0.18 0.15 1.17
7 1.58 51.38 18.28 4.60 0.35 0.09 3.97
8 1.88 54.31 17.48 9.71 0.32 0.18 1.80
9 1.34 44.80 18.45 3.70 0.41 0.08 498
10 1.81 68.63 20.88 13.64 0.30 0.19 1.53
11 1.67 82.11 16.23 14.39 0.27 0.24 1.13
12 1.67 44 .87 18.69 6.09 0.41 0.13 3.07
13 1.32 60.47 20.65 7.23 0.34 0.12 2.86
14 1.86 63.04 22.55 10.61 0.35 0.16 2.13
15 1.67 61.51 18.98 8.87 0.30 0.14 2.14
16 1.67 63.91 20.31 10.16 0.31 0.16 2.00
17 1.67 59.84 20.68 9.99 0.34 0.16 2.07

The final ethanol concentration varied between 13.73 g/l and 22.55 g/l with xylitol production
as an intermediate metabolite in concentrations ranging from 2.33 g/l to 15.49 g/l. The highest
ethanol concentrations (experiments 2, 10, 13, 14, 16 and 17) were not coincident with the
highest xylose content in the hydrolysates (experiments 5, 6 and 11). Xylitol synthesis
increased as xylose content increased in the hydrolysate, especially in experiments 5 and 11.
This result confirms that hydrolysis under severe conditions (1.7), as used in experiment 11,
leads to high xylose content in the hydrolysate, yet no efficient ethanol production is achieved
during the fermentation. Additionally, the two best ethanol/xylitol ratios (7.94 g/g and 4.98
g/g) were obtained from pretreatments carried out under moderate severity conditions (1.31
and 1.34 for experiments 3 and 9, respectively).

No correlation was found between the severity factor and ethanol concentration or yield. In
contrast, the ethanol/xylitol ratio decreased dramatically when the severity factor increased
(Figure 1). It is well known that xylitol is a fungal-compatible solute (Davis et al. 2000), and
its accumulation during fermentation is considered to be a cellular response to the medium'’s
adversities, be it by the redox imbalance that can be caused under oxygen restriction, high
substrate concentration or the presence of inhibitors that may be generated during the
pretreatment stage, particularly if high severity conditions are imposed.
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Figure 2. Effect of inhibitors on the ethanol/xylitol ratio

Figure 2 shows the effect of inhibitors on the yeast metabolic product distribution during
fermentation. The ethanol/xylitol ratio decreases when the concentration of inhibitors
(furfural, hydroxymethylfurfural and acetic acid) increases. Initially, the ethanol/xylitol ratio
decreases sharply when the concentration of furfural increases from 0.4 g/l to 0.8 g/, and then
it continues to diminish, but more slowly. The same performance was observed for
hydroxymethylfurfural and acetic acid, with sharp declines for concentrations up to 0.07 g/l
and 6 g/l, respectively. Both furans and acetic acid are reported to be inhibitors of Pichia
stipitis yeast (Modig et al. 2002; Balat et al. 2008). The increase in xylitol yield as the
severity factor rises can be ascribed to the increasing concentration of inhibitors during acid
pretreatment that are generated in harsher conditions. It seems that xylitol, apart from being a
compatible solute, has other protective functions for the cell.

The linear effect of the S:L ratio and the acid concentration were the most important factors
determining ethanol yield (Figure 3a) and the only ones with statistical significance (p<0.05).
All factors during the acid pretreatment showed statistically significant effects on the
ethanol/xylitol ratio, except for the quadratic effect of the S:L ratio and its interaction with the
acid concentration (Figure 3b). The negative values of the effects indicate that high
ethanol/xylitol ratios, ideal for the ethanol fermentation of hemicellulose hydrolysates,
requires short exposure times and low acid concentrations and S:L ratios, within the range
evaluated. However, these conditions lead to the generation of hydrolysates with low xylose
content and consequently low ethanol concentration in the fermentation process, which is not
technologically sound. Figure 3b also shows that the linear effect of time of exposure is
negative, which means that as exposure time gets shorter the ethanol/xylitol ratio gets higher,
within the range evaluated.
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Empirical models for each response variable (equation 2) were obtained and used to
determine the conditions for achieving the best performance of the pretreatment hydrolysis
and the fermentation process. The final ethanol concentration model was not statistically
significance, which resulted in a low coefficient of determination (R?=0.47). On the other
hand, the empirical model for xylitol concentration had a very good coefficient of
determination (R?=0.92). In the case of the ethanol and xylitol yields during the fermentation
process, the empirical models had coefficients of determination of 0.73 and 0.88, respectively,
corroborating the greater mathematical model fit for xylitol than for ethanol yield. For the
ethanol/xylitol ratio, the empirical model showed statistical significance and a good
coefficient of determination (R*=0.88).

Response variable = B, + B1 (Acid concentration) + B11 (Acid concentration)?
+ B2 (Solid:liquid ratio) + B2, (Solid:liquid ratio)?
+ B3 (time) + Pas (time)?
+ B12 (Acid concentration)(Solid:liquid ratio)
+ B13 (Acid concentration)(time)
+ B2 (Solid:liquid ratio)(time)
B : Empirical Coefficient

(Equation 2)
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The pretreatment conditions yielding the best process performance were determined using
the desirability function (Equation 3) (Statistica 6.0, 2002) under optimization criteria to
maximize the xylose concentration, ethanol concentration and ethanol/xylitol ratio and to
minimize the xylitol concentration and yield. The experimental results of the optimized
conditions (Table 3) were within the predicted confidence intervals for the xylitol and ethanol
concentrations, even without statistical significance for the ethanol concentration model.

D = (d,(Y,)xd,(Y,) x..xd, (Y, )"" (Equation 3)

D: overall desirability

Yi: Response variable

di (Yi) = 0 for undesirable value and increase to d; (Yi) = 1 for desirable value
k: number of response variables

Table 3. Predicted process conditions, using empirical models, for process optimization and
their experimental validation.

Pretreatment Conditions Predicted conditions
Acid concentration (% wv) 1.09
S:L ratio (g:ml) 1:2.8
Time of exposition (min.) 27
Response Variables for the Fermentation Process Predicted Values Experimental values
Ethanol concentration (g/l) 20.58+0.80 19.05
Xylitol concentration (g/l) 2.77+0.49 2.86

Figure 4 shows the hydrolysate fermentation carried out under the pretreatment predicted
conditions. The process began with fast xylose uptake and ethanol production. Both rates
diminished after 15 h, and total xylose consumption was achieved at the end of 40 h. Cell
growth was not observed, which may be due to the hydrolysate composition and fermentation
conditions, especially the oxygen supply, which was low enough (Qy=0.02 v.v.m) to assure
ethanol fermentation in detriment to cell growth (Jeffries et al. 2007).
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Figure 4. Fermentation performance of hemicellulosic hydrolysate obtained from optimized
conditions.

CONCLUSIONS

The severity factor showed inversely proportional effect on ethanol/xylitol ratio, whilst no
tendency was observed with the ethanol concentration. Furfural, hydroxymethylfurfural, and
acetic acid concentrations have strong influence on the metabolic distribution products during
the hydrolysate fermentation. The use of statistical analysis allowed the individual effect of
every acid pretreatment factor on hydrolysates fermentability to be determined. Also, the
conditions dictated by the statistical analysis were validated experimentally with good
agreement with the predictions. In the experimental validation a hydrolysate with 50 g/l of
xylose, 6.04 g/l of acetic acid, 0.55 g/l of hydroxylmethylfurfural and 0.09 g/I of furfural was
obtained and final ethanol concentration of 20.6 g/l was achieved during fermentation.
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