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RESUMO

A necessidade de mitigagdo dos efeitos adversos resultantes da industrializagdo nos
ultimos trés séculos é evidente e representa hoje um dos maiores desafios para a
continuidade do desenvolvimento econémico sustentavel. A producdo de
biocombustiveis a partir de residuos lignocelul6sicos opde-se ao modelo extrativista de
recursos fosseis e oferece uma alternativa de energia limpa e renovavel para 0s
combustiveis liquidos. Esta tese apresenta uma proposta de producdo de etanol de
segunda geracdo a partir de bagaco de cana-de-acUcar utilizando uma combinacdo dos
pré-tratamentos ozondlise e hidrotérmico. O bagago gerado apresentou propriedades
quimicas e estruturais favoraveis a hidrolise enzimatica e fermentacdo alcodlica
requeridas para a sintese de etanol por rota bioguimica. Os efeitos de deslignificacdo e
solubilizacdo da hemicelulose foram potencializados pela combinacdo de ozonolise ao
pré-tratamento hidrotérmico, gerando uma biomassa com baixa quantidade de
hemicelulose residual (4%), porcentagem mediana de lignina (14%) e enriquecida com
até 80% de celulose de facil digestibilidade por enzimas comerciais celuloliticas,
acumulando mais de 50 g'L! de glicose a partir de 100 g'L™* de bagaco, ou seja, com
rendimento de cerca de 67% de conversdo de glucana. O meio de cultivo hidrolisado foi
fermentescivel por leveduras industriais Saccharomyces cerevisiae com eficiéncia de
fermentacgdo superior a 90%. A combinacdo dos pré-tratamentos sobre o bagaco gerou
um licor rico em xilose como subproduto e que pode ser utilizado como substrato para o

cultivo de leveduras e fungos filamentosos no desenvolvimento de processos paralelos.

Palavras-chave: Bioenergia. Etanol. Bagaco de cana-de-agucar. Fermentacdo. Hidrolise.

Enzima. Renovavel. Bioprocesso.



ABSTRACT

Mitigation of negative effects accumulated from industrialization in the last three
centuries is nowadays demanded and it is one of the biggest challenges to support a
sustainable economic development. Production of biofuels from lignocellulosic residues
opposes to the traditional extractive model from fossil sources and it offers an alternative
of clean and renewable liquid fuels. This thesis shows a proposal for production of
second-generation ethanol from sugarcane bagasse by combining ozonolysis and
hydrothermal pretreatments. The pretreated bagasse showed chemical and structural
properties favorable to enzymatic hydrolysis and suitable for alcoholic fermentation
required for the synthesis of ethanol by biochemical route. Effects on delignification and
hemicellulose solubilization were potentiated by the combination of ozonolysis to
hydrothermal process, generating a biomass with a low amount of residual hemicellulose
(4%), medium composition of lignin (14%), and enriched to 80% of cellulose of high
digestibility by commercial cellulolytic enzymes, reaching more than 50 g'L* of glucose
from 100 gL of pretreated bagasse. It achieved around 67% of glucan conversion yield.
The hydrolysate medium was fermentable by industrial yeasts Saccharomyces cerevisiae
with fermentation efficiency up to 90%. The combination of pretreatments also generated
a xylose-rich by-product (liquor), which was compatible with C5-yeasts and filamentous

fungi cultivation as a substrate for putative side processes.

Keywords: Bioenergy. Ethanol. Sugarcane bagasse. Fermentation. Hydrolysis. Enzyme.

Renewable. Bioprocess.
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Introducéo Geral

O conceito de energia é amplamente reconhecido como a capacidade de realizar
trabalho e, portanto, esta envolvido no desenvolvimento de inimeras funcées, garantindo
desde a realizacdo de atividades metabolicas em nivel celular, até a execugdo de
atividades econdmicas e industriais em nivel global. S&o diferentes formas de energia que
compartilham da mesma singularidade: sdo essenciais para as atividades as quais se
relacionam! Na sociedade, ndo necessariamente na biologia, essa importancia determina
uma relacdo de poder, que se materializa na forma de controle e, consequentemente,
estabelece o dominio energético. Ao longo da histéria, este dominio tem sido restrito a
poucas nac¢des que, devido ao uso de um modelo energético extrativo baseado no petréleo,
limita geograficamente a distribuicdo do poder. Tal modelo, atualmente desgastado e
impopular, sobrevive pela conveniéncia de um mercado bem estabelecido, de relacGes
institucionais robustas, e pela falta de concorréncia. Parece caber a ciéncia o papel de
liderar e conduzir a novos tempos uma sociedade mais racional, que preza pela producao
sustentavel de energia e pela pulverizacdo do poder, permitindo a soberania energética
das nacoes.

A producdo cientifica na area de bioenergia foi intensamente impulsionada em
2005, com notdrio incremento no ndmero de publicagbes cientificas anuais, que
continuam a crescer exponencialmente até a atualidade, chegando a mais de 6.000 artigos
por ano’. As maiores contribuicdes absolutas sdo da China (16%) e dos Estados Unidos
da América (15%) sobre a producdo cientifica global, enquanto o Brasil responde por
apenas 4%. Por outro lado, o Brasil detém a maior producdo relativa de artigos na area de
bioenergia, sendo 6,5 de cada 1.000 publica¢Ges. Neste ponto, se nota intensa dedica¢ao
dos pesquisadores nacionais na busca por solucdes para a producédo de energia sustentavel
na Gltima década, especialmente no desenvolvimento do bioetanol a partir do bagaco de
cana-de-agucar, ja que este é o substrato de baixo custo de maior oferta no pais. A
especializacdo da pesquisa nacional em bioenergia parece atender a uma vocacao natural,

mas é também fruto de incentivos governamentais. De maneira geral, h& uma relagdo
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direta entre a producdo de conhecimento cientifico e tecnoldgico e o estabelecimento de
politicas publicas favoraveis as energias renovaveis, que por sua vez oscilam conforme
aspectos econémicos em nivel nacional e global.

Em uma recente perspectiva, originada pelo aumento da oferta de derivados do
petroleo pelos processos de fratura hidraulica (hydrofracking) na América do Norte, 0s
investimentos em projetos de pesquisa em bioenergia ao redor do globo tém reduzido.
Este novo cenario, sensivelmente diferente dos ultimos 10 anos, exige dos pesquisadores
propostas mais ousadas e de elevada eficiéncia, produtividade e inovagdo capazes de
consolidar 0 uso dos recursos renovaveis em processos bioquimicos como uma opgao
economicamente viavel e, consequentemente, levar a uma revolucéo tecnoldgica com
novas tendéncias de mercado. Dados recentes demonstraram que iniciativas estabelecidas
na producédo industrial para a reducdo dos gases de efeito estufa ndo estdo associadas a
reducdo da atividade econdmica?®. Ao contrario, hoje vislumbra-se o desenvolvimento de
uma grande cadeia de produtos e servigos originados a partir de plataformas verdes,
capazes de potencializar o uso da biomassa por disponibilizar bioprodutos de alto valor
agregado e bioenergia simultaneamente. Estes novos sistemas industriais emergentes sdo
definidos como biorefinarias, ou biofabricas, e devem atender aos objetivos econdmicos,
ambientais e sociais para se estabelecer de maneira sustentavel e duradoura®.

Dessa maneira, ha um vasto campo profissional no desenvolvimento de
tecnologias comerciais que vao de encontro aos anseios da sociedade em termos de
producdo de energia limpa e sustentavel, trazendo impactos positivos de melhoria da
qualidade de vida, conforto, seguranca e desenvolvimento em longo prazo através da
pesquisa cientifica. Neste sentido, a vanguarda do desenvolvimento tecnoldgico e da
soberania nacional da ciéncia brasileira encontra, possivelmente, seu maior potencial no

beneficiamento de residuos agroindustriais pela biotecnologia.

IAzadi, P., Malina, R., Barrett, S.R.H., Kraft, M., 2016. The evolution of the biofuel science. Renew.
Sustain. Energy Rev. 0-1. (in press)

2Obama, B., 2017. The irreversible momentum of clean energy. Science (80-. ). 6284.

3Budzianowski, W.M., 2016. High-value low-volume bioproducts coupled to bioenergies with potential to
enhance business development of sustainable biore fi neries. Renew. Sustain. Energy Rev. (in press)
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Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é estudar a producdo de etanol a partir de bagaco
de cana-de-agUcar empregando duas técnicas de pré-tratamento, que incluem a ozondlise
e 0 processo hidrotérmico, além de enzimas celuloliticas comerciais e trés diferentes
linhagens de leveduras industriais para estabelecer condi¢bes operacionais compativeis
para um processamento em nivel laboratorial que contemple tanto a obten¢do do produto
de interesse, quanto o aproveitamento dos subprodutos gerados neste processo, conforme

ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma apresentando a visdo geral do projeto incluindo as etapas
operacionais com seus produtos e residuos.

[ Matéria-prima: bagaco de cana-de-agucar ]

Etapa 1: pré-tratamentos quimicos gl Residuo 1: licor
Fracdo liquida

Fracdo solida (biomassa pré-tratada)
Etapa 2: hidrélise enzimatica e Ml Residuo 2: bagaco
Fragdo solida
Fragdo liquida (meio hidrolisado)
Etapa 3: fermentacgdo alcoodlica

Fragdo liquida (caldo fermentado)

Etapa 4: destilacdo/desidratacéo

Produto de interesse: etanol celulésico ]

Fonte: elaborador pelo autor.
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Objetivos Especificos

A seguir estdo apresentados 0s principais passos requeridos para o0

desenvolvimento do projeto e para o alcance do objetivo principal:

Avaliar as etapas de pré-tratamento por ozonolise e hidrotérmico de maneira
individual e combinada como estratégias para aumentar a digestibilidade do bagaco
de cana-de-agUcar submetido a hidrolise enzimética;

Determinar as alteracBes quimicas e estruturais promovidas por cada técnica de
pré-tratamento de modo a caracterizar as biomassas pré-tratadas;

Promover a hidrolise enzimatica das biomassas pré-tratadas empregando enzimas
celuloliticas comerciais em condicGes de interesse industrial, que incluem baixa
carga enzimatica e elevado teor de solidos totais em suspensdo;

Atestar a fermentabilidade de cada meio hidrolisado gerado a partir dos bagacos
ozonizado, hidrotérmico e combinado frente a levedura Saccharomyces cerevisiae;
Determinar a linhagem de levedura industrial mais bem adaptada fisiologicamente
aos meios de cultivo hidrolisado de bagago ozonizado e hidrotérmico;

Analisar a formagdo de inibidores em cada técnica de pré-tratamento e realizar
procedimentos de remocdo de subprodutos dos bagagos pré-tratados por lavagem;
Avaliar a utilidade biolégica do licor de pré-tratamento para o cultivo microbiano

de leveduras e fungos filamentosos.
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Estrutura da Tese

A tese esta organizada em 3 capitulos e dados suplementares organizados a partir
da seguinte estrutura:

1. O Capitulo 1 foi idealizado como uma publicagdo no formato de reviséo da literatura
buscando caracterizar a tematica de producéo de bioetanol a partir do bagaco de cana-
de-acucar em uma abordagem ampla que contemplasse todas as etapas do processo
produtivo em questdo, tal qual se desenvolveu este trabalho de doutorado. Neste
contedo estdo reunidos dados de um levantamento bibliografico de artigos
cientificos sumarizados através de figuras originais e apontamentos descritos em
lingua inglesa. A autoria do capitulo 1 é compartilhada com os colegas: Dr?. Priscila
Atique, Dr?. Gisele Martins e Msc. Olavo Perrone.

2. O Capitulo 2 contempla o desenvolvimento dos pré-tratamentos e as analises de
caracterizacdo das biomassas de bagaco de cana-de-aglcar. Ozondlise e tratamento
hidrotérmico foram as técnicas escolhidas para aumentar a digestibilidade do
substrato e prepara-lo para o procedimento de hidrdlise posterior. O foco deste
capitulo concentra-se na determinacgdo das caracteristicas quimicas e estruturais dos
bagacos e propde um fluxo de operagdes para a producdo do bagaco com os melhores
atributos.

3. O Capitulo 3 avalia os potenciais de sacarificacdo e fermentabilidade dos bagacos
pré-tratados através de experimentos de hidrélise empregando enzimas comerciais, e
ensaios de fermentacdo alcodlica envolvendo quatro linhagens de Saccharomyces
cerevisiae. O foco do capitulo é determinar os indices de conversdo de glucana e
estudo de selecdo de leveduras a partir dos meios hidrolisados buscando determinar a
linhagem mais bem adaptada as condi¢Ges composicionais geradas pela ozondlise e
pelo pré-tratamento hidrotérmico sobre bagago de cana-de-acucar.

4. Anexos: contém resultados preliminares de utilizagdo do licor de pré-tratamento
como substrato de cultivo de leveduras e fungos filamentosos com perspectivas de

utilizacdo deste subproduto do pre-tratamento para futuros trabalhos.
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ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is the main green carbon source feasible to be converted into
renewable energy and chemicals through a biochemical platform that includes steps of
pretreatment, hydrolysis, and fermentation. Sugarcane bagasse is one of the most
available substrates and it has been strongly studied along last 10 years focused on
traditional pretreatment approaches (i.e. acid, alkaline, liquid hot water, steam
explosion) or emerging technologies (oxidative, ultrasound, microwave, ionic liquids) to
increase biomass digestibility and prepare it to enzymatic saccharification. Cellulases
and some other auxiliary enzymes are able to depolymerize cellulose leading the
accumulation of monomeric sugars, mainly glucose, which is addressed to fermentative
processes. Several new microorganisms isolated from natural resources have shown
potential to produce hydrolases and different other high-value compounds from
hydrolysate bioconversion. We are presenting a data collection from scientific
publication between 2005-2015 aimed to characterize the production of bioethanol from
sugarcane bagasse and its current perspectives about biomass fractionation in the
biorefinery concept.

Keywords: Lignocellulose. Bioethanol. Biorefinery. Pretreatment. Hydrolysis.

Fermentation. Bioproducts.
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1. Introduction

The industrial development has been consolidated in our environment since last
three centuries and currently, the energy demand takes place as the main concern to
support a continuous growing worldwide. There is a consensus that sustainable practices
need to be urgently replaced instead of the traditional extractive concept applied until
now, but there are also many challenges to be overcome along this way. Another general
agreement concerns about the central and essential role of plant biomass to reach a
sustainable world in energy production in the next decades. Biofuels obtained from
cellulosic crops are by far the most promising and available resource of carbon and they
have been studied since the late 1970s when the first diluted acid pretreated was proposed
as a solution to surpass the first big issue, the high recalcitrance of lignocellulosic
biomasses composed of cellulose, hemicellulose, and lignin. Another concern has
appeared more recently and it refers to the land-use and its potential competition with
food production. This second issue looks more easily resolvable if we consider some
agricultural practices to improve the land productivity (i.e. fast growing grasses, crop
rotation), and mainly, the use of agricultural wastes already widely available after food
production. Therefore, the recalcitrance remains until nowadays as the major trouble and
it has required quite efforts in research and technology development to improve the
accessibility to carbohydrates presents in lignocellulose. Basically, there are two ways to
access these sugars and convert them into biofuels: (1) the thermochemical approach,
which hydrolyzes them under high temperatures and oxygen-limited conditions
generating smaller fragments from polymers as oily or gaseous compounds that are able
to be converted into fuels by downstream operations; and (2) the biochemical processing
involving multiple cellulolytic enzymes to break down the polymers and release
monomeric sugars to ethanologenic microorganisms, traditionally very competent in
hexose conversion to ethanol. Both technologies have been extensively evaluated in all
aspects, which include conversion yield, environmental impact, commerciality, flexibility
and scale-up, and economic ratio, obviously aiming for an industrial application. The

biochemical approach seems more feasible as a potential proposal to produce biofuels
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from cellulosic biomass due to some clear advantages in comparison to the
thermochemical way, such as its lower environment impact, lower-cost processing, and
higher specificity in product accumulation. These advantages have helped researchers to
support their studies in biofuels and it has been extensively incremented in the past 10
years, with the fast increase of a number of scientific publications worldwide. In this
review, we are presenting an overview based on original data extracted from scientific
publications to create scenarios and current perspectives about bioethanol production
from sugarcane bagasse over different approaches including pretreatment, hydrolysis,
fermentation and co-products related to cellulosic biofuels.

A data collection of 308 original publications was extracted from Science Direct
database (available on website: http://www.sciencedirect.com/), combining the word

2 (13 2 (13

“ethanol” to the following keywords for search: “cellulose”, “enzyme”, “sugarcane
bagasse”, “pretreatment”, “hydrolysis”, “fermentation”, and setting the time interval
between 2005 and 2015 for all sources. Both original articles and review articles were
considered as the source of data from any journal present in the database. The number of
publications about biofuels from sugarcane bagasse has been increasing exponentially
since 2005, with a higher amount of studies reported from 2011 ahead. Fewer publications
were found between 2005 to 2010, except to pretreatment approaches, because these

studies started first than hydrolysis and fermentative steps.

2. Lignocellulosic biomass: sugarcane bagasse composition

Sugarcane (Saccharum L.) bagasse is composed of three main components
distributed approximately as 38% of cellulose, 27% of hemicellulose, and 20% of lignin
(Szczerbowski et al., 2014). Research with 115 different cultivars of sugarcane shows
that these components can range considerably between species obtained from classical
and precision breeding. The amount of cellulose can vary from 32 to 40%, the amount of
hemicellulose (including xylose, arabinose, galactose, anidropentoses, and acetyl groups)
from 23 to 28%, and lignin from 15 to 23% (Benjamin et al., 2013).

Cellulose is a linear homopolysaccharide of approximately 12,000 D-glucose

units linked by B(1—4) glycosidic bonds and organized in crystalline or amorphous
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forms. Considering that the crystalline cellulose is structurally more organized, insoluble,
and persistent, its access to water and enzyme is more difficult than in the amorphous
form (Aliyu; Hepher, 2000). Hemicellulosic has a heterogeneous composition including
pentose sugars (i.e. xylose, rhamnose, arabinose), hexose sugars (i.e. glucose, mannose,
galactose), and uronic acids (i.e. 4-O-methylglucuronic and galacturonic acid), where
xylose is the main component of polymers as xylan and xyloglucan (Ramos, 2003).
Lignin is another polymer composed of p-coumaryl, coniferyl, and sinapil alcohols,
besides crossed links of phenylpropanoids, which plays an important role in plant tissue
resistance, but also increases the difficulty of processing by enzymatic hydrolysis in
lignocellulosics (Aro et al.,, 2005; Sun & Cheng, 2002). Basically, lignocellulose
recalcitrance is associated to cellulose crystallinity index, lignin content and distribution
on cell wall, and cross-links between hemicellulose and lignin (Li et al., 2010; Mosier et
al., 2005). Carbohydrate chains can be easily hydrolyzed by enzymes or chemicals since
they are accessible; on the other hand, lignin solubilization is a complex process which
involves nonspecific degrading enzymes able to catalyze redox reactions in different sites
of lignin molecule. Otherwise, a physical or chemical approach is required to promote
selective changes in the chemical fiber structure, resulting in increased carbohydrate
polymer surface contact, and reduced lignin content before the enzyme action (Mosier et
al., 2005). On this step, named pretreatment, three concerns should be considered for
selecting the most appropriate technique: 1) carbohydrate moieties must be preserved for
saccharification and fermentation ahead; 2) by-products potentially inhibitory to enzymes
and fermentative yeasts must be minimally generated or released from biomass; 3) lower

cost process must be preferred (Sun; Cheng, 2002; Alvira et. al., 2010).

3. Applied pretreatments to lignocellulosic biomass

Many options of pretreatments have been studied through the application of
biological, physical, chemical, physicochemical, and combined techniques. These
operations are normally employed in dried and ground biomass aiming to reduce its
recalcitrance. Biological pretreatments are based on enzymatic systems to perform lignin

oxidation by peroxidases and laccases, enzymes mainly produced by filamentous fungi,
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usually rot white group. However, this technique usually presents low rate of
delignification and requires a long time in fungi cultivation, making it unattractive for
industrial application. On the other hand, physicochemical processes have been the most
popular options for lignocellulosics and they usually apply extreme conditions of
temperature and pressure, in presence or absence of chemicals. Some examples are the
acid and alkali pretreatments (Gurgel et al., 2014; Yu et al., 2013; Rocha et al., 2013),
steam explosion (STEX) (Oliveira et al., 2013; 2014), ammonia fiber expansion (AFEX)
(Li et al., 2010; Krishnan et al., 2010), and hydrothermal or liquid hot water (LHW)
pretreatment (Kim et al., 2009; Ko et al., 2015). Together, these techniques represent the
majority of studies involving pretreatment of sugarcane bagasse in the last decade (Figure
1), correlated to some advantages, such as the high recovery level of glucose, simplicity,
and short time of operation; however, low specificity and high energy demand are their
typical bottlenecks. Due to the low specificity of reactions, the most critical point is the
intense formation of by-products with strong inhibitory action to cellulases or
hemicellulases during enzymatic hydrolysis, such as vanillin, syringaldehyde, coumaric,
and ferulic acid from lignin disruption (Ximenes et al., 2011), or to fermentative yeasts,
such as acetic and formic acid, and furan compounds, i.e. furfural and hydroxyl
methylfurfural originating from xylose and glucose dehydrogenation, respectively,
besides phenolic compounds (Palmqvist, 2000). When inhibitory compounds are
generated in high concentrations, additional procedures to detoxify pretreated feedstock
are required, increasing operational costs. Concentration and nature of residuals
byproducts are directly related to the severity or intensity of pretreatment, being typically
more aggressive in acid condition or high temperatures. Some procedures in alkaline
medium have been proposed to minimize generation of inhibitory compounds, such as
Ammonium Fiber Expansion (AFEX), which use ammonia gas at temperatures around
100°C. The high volatility of ammonium is an advantage because it facilitates its recovery
and reuses in the process. Furthermore, residual ammonium remained into the
lignocellulosic matrix can serve as nitrogen supplement to yeasts in subsequent
fermentation step, avoiding additional washing or neutralization procedures, typical in
acid pretreatments (Krishnan et al., 2010; Li et al., 2010).
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The scientific research review related to pretreatment of sugarcane bagasse
realized by this work shows a commonly used type of treatments, including especially the
acid, alkaline, LHW and STEX techniques (Figure 1). These ones could be classified as
“classical pretreatments”, since they were the first ways proposed to treat biomass, and
are still being studied. In the last 10 years, other pretreatments have been more limitedly
studied, such as wet oxidation (Mart; Thomsen, 2007; Martin et al., 2007), AFEX and
biological (Singh et al., 2007; Camassola &Dillon, 2009). There is also a third group of
pretreatments that have been studied more recently, approximately in the last five years,
such as: ultrasound (Sindhu et al., 2013; Ramadoss; Muthukumar, 2014), ionic liquids
(Zhu, Z. et al., 2005; Zhang et al., 2012; Yoon et al., 2012), microwave (Moretti et al.,
2014; Binod et al., 2012; Bundaleska et al., 2012), ammonium (Zhang & Wu, 2014; Cao
& Aita, 2013; Zhu et al., 2012), organosolv (Zhao et al., 2009; Dias et al., 2009),
ozonolysis (Travaini et al., 2013; Panneerselvam et al., 2013; Barros et al., 2013; Gitifar
et al., 2013), and other chemical oxidizing substances employing glycerol (Novo et al.,
2011) and alkaline hydrogen peroxide (Rabelo et al., 2011). Generally, they are
characterized by higher selectivity of reaction and lower operational time. Additional
information about each technique is presented in Table 1.

Many pretreatments of lignocellulosic biomass are continuously investigated, but
none has been efficient enough for general application in industrial scale. Each technique
has its own advantages and disadvantages, depending on nature or condition of operation.
More information comes from diluted acid hydrolysis, which is proven to release a high
concentration of glucose, especially due to partial solubilization of hemicellulose, thus,
allowing great access to cellulose fibers by enzymes after pretreatment. On the other hand,
it is limited by the formation and retention of residual toxic compounds, requiring heedful
treatment and recovery of effluents. Use of organic acids (i.e. maleic or fumaric acid) has
been suggested as an alternative to sulfuric acid (H2SOa) to minimize the toxicity in acid
treatments (Alvira et al., 2010). In addition, processes in alkaline medium are simpler and
less aggressive to carbohydrates than acid, because alkaline solutions have more affinity
to lignin fraction, promoting a partial delignification of material. However, in most cases,
alkaline treatments have a lower yield than acid pretreatments. The interest in new

pretreatments technologies (i.e. ionic liquids, microwave, ultrasound, ozonolysis) have
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increased in scientific research and require further studies of characterization and

optimization of these processes because generally, they share the same bottlenecks related

to high operating cost, difficulties to scale-up or operational restrictions.

Figure 1. Employment frequency of pretreatments in sugarcane bagasse from 2005 to 2015.
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Source: elaborated by the authors.

Table 1. Characteristics of promising pretreatments proposed for sugarcane bagasse.

Pretreatment  Way of work Strengths Weaknesses References
Formation of . o .
. . Acoustic cavitation Nitayavardhana et
microbubbles in NS .
. . in liquid medium al., 2008;
solution with
termperatures up to helps solvents Velmurugan,
P P penetration and Need more Muthukumar, 2012;
5000K and . . .
ressure 1000 increase mass detailed Benazzi et al., 2013;
Ultrasound P . transfer into studies for Sindhu et al., 2013;
ATM, leading to . . .
. cellulosic operationand  Suslick et al., 1986;
the formation of . . .
. - materials, scaling-up Wood, 1997; Liu et
free radicals inside . .
improving al., 2007; Sun et al.,
of bubbles formed .
by sonolvsis of enzymatic 2004; Perrone et al.,
Y y hydrolysis 2016a

water
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(Table 1 — continuation)

Selective High solubilization
dissolution of of hemicellulose, High cost of solvents,
polymers and high requiring additional
employing organic  delignification rate,  steps of removal by  Zhao et al.,
Oraanosolv solvents under due to most affinity  evaporation and 2009
g acidic and heating  between solventand fibers detoxification Dias et al.,
conditions, such as  lignin, making to avoid residual 2009
short chain possible recover inhibitory effects on
alcohols, acetone,  lignin as a solid enzymes and yeasts
or ethylene glycol.  fraction
ErT_]pIF)yment of None inhibitory
anionic salt
. . effects on Zhu et al.,
solutions to disrupt .
T fermentation. . 2012;
lonic liquids non-covalent - High cost
. . Possibility of Karatzos et
interactions .
recovery solutions al., 2012
between structural
for reuse
polymers.
High-affinity
reaction with lignin Travaini et
and few reactions al., 2013;
with carbohydrates. Barros et al.,
Low formation of Need more studies ~ 2013; Gitifar
Lignin oxidation inhibitory on energy etal., 2013;
Ozonolysis promoted by compounds. consumption, Cassia
ozone gas (Os) Operation at room scaling-up, and Pereira et al.,
temperature and reactor design 2016;
pressure. Easy Perrone et
generation and al., 20164,
decomposition of 2016b
ozone gas
Binod et al.,
Water molecules Obtaining high 2012;
in intense temperatures in . Bundaleska
. Need more studies
. rotational few seconds . et al., 2000;
Microwaves . for operation and
movement (approximately scaling-u Chenetal.,
generates 160°C) and heating g-up 2011;
frictional heating uniformity Moretti et
al., 2014
Zhang et al.,
Use of glycerol or  Glycerol increases  Requires high 2013;
hydrogen peroxide the enzyme yield temperatures. Moretti et
Oxidative to reduce lignin and produce low Microwave can be an al., 2014;
treatments and hemicellulose  amount of interesting Martin et al.,
content at high inhibitor alternative to using 2011;
temperatures compounds with glycerol Rabelo et al.,
2011

Source: elaborated by the authors.
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4. Enzymatic hydrolysis of biomass

After the pretreatment, the recalcitrance of biomass is reduced due to
modifications on the matrix that facilitate biochemical conversion by cellulolytic
enzymes. The access of enzymes to carbohydrate polymers is improved and the
degradation process starts by the adsorption of enzymes into the substrate, such as
cellulose or xylan. Enzymes can bind to the solid surface through either specific or non-
specific linkages. These interactions can be formed with any component of the biomass
through non-covalent interaction (i.e. hydrogen bonding), hydrophobic, or electrostatic
(Palonem et al., 2004; Zheng, 2007). The adsorption still can be performed by the
association between cellobiohydrolases (CBH) and endoglucanases (ENG) enzymes with
non-catalytic structures, called CBM (Carbohydrate Binding Modules), which are able to
maintain the enzyme bound to fiber, increasing the enzyme concentration on cellulose
surface (Chundawat et al., 2011).

Enzymatic deconstruction of lignocellulosics involves three major classes of
hydrolases acting in synergism, as well another auxiliary enzymes and proteins that
promote different catabolism reactions. This multiple action of enzymes into biomass is
illustrated in Fig. 2. The required hydrolases to provide conversion of cellulose to glucose
are: (I) endoglucanases: initiate cellulose hydrolysis by cleaving internal §-1,4-glycosidic
bonds on amorphous portion, releasing oligosaccharides with different degrees of
polymerization, and providing new reducing and non-reducing terminals; (II)
exoglucanases divided in cellobiohydrolases — CBHI, that acting in the outer region of
cellulose through reducing ends, and CBHI|I, specific for non-reducing ends. Lastly, (111)
B-glucosidase or cellobiase is necessary to avoid cellobiose accumulation, which acts as
an inhibitor to endo- and exoglucanases. The B-glucosidases are hydrolytic enzymes
generally classified as: (1) specific substrate or (2) identical nucleotide sequence
(Henrissat, Bairoch, 1996). Another way to classify them is according to their specific
substrate required, where true cellobiases hydrolyze only cellobiose, while others with

broad specificity act on several substrates.
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Figure 2. Multiple enzymatic actions into lignocellulosic biomass.
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Source: elaborated by the authors.

Loss of productivity during enzymatic saccharification can happen due to
irreversible adsorption and non-specific adsorption effects. In a regular action, enzyme
adsorbs on cellulose surface, performs its biodegradation, and thus it desorbs and remain
available for a new catalysis. Once desorption does not occur, the connection between
substrate and enzyme gets irreversible (Lu et al., 2002). This effect can be successfully
minimized by employing surfactant substances, such as the commercial products: Tween
20, Tween 80, and Emulgem 147 (Irfan et al, 2012; Fang et al., 2013). However, in non-

specific adsorption, the enzyme binds non-productively to lignin surface since its surface
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stays inaccessible (Seo et al., 2011; Huang, Penner, 2002). Even cellulases have higher
affinity to bind with cellulose than lignin, this adsorption can happen easier if
hydrophobic amino acids present on enzyme surface can interact with hydrophobic lignin
surface. This effect has been observed in several cellulases of Trichoderma reesei
(Reinikainen et al., 1995).

Nowadays commercial cellulolytic extracts are mainly obtained from filamentous
fungi cultivation, mostly T. reesei and Aspergillus niger. However, there are also studies
reporting cellulase production by yeasts (Ridruejo et al., 1989; Khelila, Cheba, 2014), and
by bacteria (Mawadza et al., 2000; Shanmughapriya et al., 2010). The mesophilic fungi
T. reesei is able to synthesize multiple enzymes and it is the most studied cellulolytic
system for cellulose hydrolysis (Merino, Cherry, 2007), composed by seven main
cellulases including endoglucanases (EG I-V or Celm7B; Cel 5A; Cel 12A; Cel 61A; Cel
45A), and cellobiohydrolases (CBHI-Cel 7A; CBH 11-Cel 6A), but it is inefficient in -
glucosidase synthesis (Rosgaard et al., 2007b; Shoemaker et al., 1983). More effective -
glucosidases are generally obtained from the cultivation of Aspergillus spp. (Gunata,
Vallier, 1999; Riou et al., 1998), Penicillium spp. (Krogh et al., 2010; Chen et al., 2010),
Phanerochaete chrysosporium (Tsukada et al., 2006), or Paecilomyces sp. (Yang et al.,
2009).

Three corporations that represented more than 75% of the market consolidate
world trade of enzymes for biofuels: Novozymes (Denmark), Genencor-DuPont (USA),
and DSM (The Netherlands) (Li et al., 2012). Consequently, the majority of scientific
studies make use of their cellulolytic enzymes to lignocellulose saccharification,
especially the cocktails: Celluclast®, Novozym®, Cellic®, and Accellerase®. On the other
hand, new enzymatic extracts obtained by wild strains collected from different
environments continues being studied, especially aiming to reduce process costs by
developing own technologies as an alternative for new biorefineries. The cost of enzyme
technology is still a major challenge for cellulosic bioethanol viability. In the production
of bioethanol from corn stover, for example, the cost for enzymatic hydrolysis is
approximately 40% of the final cost of biofuel, according to a technical-economic study
of Department of Energy of the United States of America (Kazi et al., 2010). Thus,

saccharification is a key step in these processes, where high yields of cellulose to glucose
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conversion are required. Over the last 10 years, scientific research has studied extensively
the fungi Trichoderma spp. and Aspergillus spp. They represent more than 80% of cited
microorganisms in enzyme prospection and production to biofuels and the main species
observed in this scientific review were: T. reezei, T. harzianum, T. viride, A. niger, A.
nidulans, A. awamori, A. terreus, and A. candidus (Abo-State et al., 2013; Delabona et
al., 2013; Mood et al., 2013). New promising species have been prospected, such as
Phanerochaeta chrysosporium (Ruane et al., 2010; Pal et al., 2013), Myceliophthora
thermophila (Moretti et al., 2014), Penicillium janthinellum (Adsul et al., 2004), and
Phlebia sp. (Khuong et al., 2014), as showed in Fig. 3.

Figure 3. Prospecting profile of new cellulolytic microorganisms.
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Source: elaborated by the authors.

Recently the progress in enzyme technology for biofuels have focused in the
selection of metabolites with high specificity and stability (Pereira et al., 2014; Moretti et
al.; 2012), as well as the improvement of production yields using genetically engineered
strains (Merino, Cherry, 2007; Zhang et al, 2006). Main improvements comprise increase
in expression capability, and greater complexity of synthetized compounds, generating
more complex extracts with essential activities (i.e. endo-, exoglucosidases, B-
glucosidases, endoxilanases, B-xilosidases), and secondary activities able to contribute in
enzymatic  hydrolysis through synergistic effects, such as: [p-mannanase,

amyloglucosidase, a-arabinofuranosidase, a-glucuronidase, polysaccharide

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



37

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

monooxygenase (PMOQO’s), and important proteins, especially expansin and swolein
(Bunterngsook et al., 2015; Hu et al., 2014). However, more studies are still necessary to
a complete knowledge about the mechanisms of interaction between multiple enzymes
(Van Dyk, Pletschke, 2012).

Other approaches have been proposed to improve enzymatic hydrolysis, such
apply ultrasound during the enzymatic action, where cavitation allows a better
transportation of enzymes to the substrate (Li et al., 2004; Yachmenev et al., 2009). Other
work reports the higher concentration of reducing sugar associating supercritical CO; to
ultrasound technique (Benazzi et al., 2013). The fed-batch operation can be performed in
hydrolysis to extend the time of action of cellulases by recycling them. In this way, an
enzymatic process is sequentially feed with the pretreated substrate, increasing gradually
the solids loading and, consequently, increasing the reducing sugars with the same initial
enzyme load (Wanderley et al., 2013). However, the main disadvantage is related to a
probable enzymatic retro-inhibition when high glucose accumulates, typical in the
hydrolytic system of B-glucosidases. One way to avoid this effect is developing both steps
together through a Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF), where the
glucose consumption by yeasts prevents retro-inhibition of enzymes. Due to its
complexity involving a catalytic and a fermentative process, SSF needs great operational
control and have been developed only in experimental scale (Mesa et al., 2011; Vasquez
etal., 2007).

5. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates

The ethanol bioconversion by solubilized sugars extracted from lignocellulosic
matrix can be more simply performed when only hexoses are present in the liquid
hydrolysate. Pentose sugars require more efforts because they are not metabolized by
traditional strains of Saccharomyces cerevisiae. This fact represents the main
technological challenge in alcoholic fermentation of hydrolysate products.

The utilization of xylose and arabinose did have not a priority in the initial
fermentation studies, especially due to the low resistance of hemicellulose in the extreme

conditions initially proposed in biomass pretreatments. Thereby, low concentrations of
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these sugars were observed as result of hydrolysis. However, recently the application of
less aggressive pretreatments have preserved hemicellulose chains, and consequently, the
interest in pentose assimilation as a substrate for different products by fermentation is
increasing. In some pretreatments is possible to obtain separated C6 and C5 carbohydrates
fractions, and use either to increase the global yield of bioethanol process or to diversify
the options of technological bioproducts from biomass.

5.1. Hexose fermentation

Technological development of alcoholic fermentation is largely based on
extensive knowledge about S. cerevisiae metabolism, which is the main option for the
fermentative microorganism. Zymomonas mobilis could be considered the second option
in cellulosic ethanol production, and this bacterium has been extensively studied in
different cultivation strategies in the last years (Singh et al., 2014; Pentjuss et al., 2013;
Wirawan et al., 2012; Vasan et al., 2011; Fu et al., 2009; Velmurugan & Muthukumar,
2012). However, bacteria generally present lower tolerance to the inhibitor compounds
released in pretreatment, and their utilization has been avoided in industrial processes
(Lin, 2006).

In this data collection, the predominance of the utilization of S. cerevisiae is
confirmed, according to Fig. 4. The use of recombinant microorganisms is rising,
especially engineered strains of S. cerevisiae and Escherichia coli. Others less habitual
strains employed are the yeasts Kluyveromyces marxianus, a thermotolerant species,
(Moreno et al., 2013; Lin et al., 2013), Scheffersomyces (Candida) shehatae (Chandel et
al., 2007), and also the ethanologenic bacterium Klebsiella oxytoca (Shields & Boopathy,
2011; Tranetal., 2013). Other studies have investigated use of promising microorganisms
to be able to perform both cellulolytic and ethanologenic activities, such as the fungi
Fusarium verticillioides, Acremonium zeae (Almeida et al., 2013), Phlebia sp. (Khuong
et al., 2014; Kamei et al., 2012), and Flammulina velutipes (Maehara et al., 2013). The
anaerobic bacteria Clostridium thermocellum and Thermoanaerobacter pentosaceus

perform the same function, however, they have not been studied in sugarcane bagasse
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hydrolysate, only in corn stover fermentation (Shao et al., 2011; Balusu et al., 2005), and
in the synthetic substrate (Sittijunda et al., 2013).

This massive preference for S. cerevisiae is due to well-known advantages, such
as: 1) high yield of conversion of hexoses to ethanol, allowing highly efficient processes;
2) safe microorganism (non-pathogenic) with vast knowledge about its physiology,
genetic, and metabolism; 3) main yeast currently used in refineries, allowing a simpler
integration of ethanol production from first and second generation; 4) more resistant
strains screened along last decades to industrial stressing conditions; 5) easily genetic
handling microorganism, with possibility of obtaining recombinants capable of
assimilating pentose and/or synthesize cellulolytic complex for enzymatic

saccharification, besides other genetic manipulations of interest.

Figure 4. Employment frequency of microorganisms in fermentation of hydrolysate
sugarcane bagasse.
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Many studies have focused on the genetic improvement of S. cerevisiae strains
when the objective is applying it in hydrolysate material to perform alcoholic
fermentation. In Fig. 5, we present the diversity of genetic strategies from 40 scientific
publications that employed this technique. The genetic engineering became gradually one
of the main ways to improve productivity rates and obtain more robust and complex

strains. The most usual modification is related to manipulation of genes responsible for
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the xylose transport and metabolism (Moon et al., 2013; Khattab et al., 2013; Kim et al.,
2013). Generally, these studies have introduced genes of xylose reductase (XYR) and
xylitol dehydrogenase (XDH), extracted from Scheffersomyces stipitis, or they have
inserted genes of xylose isomerase (XI), that result in xylulose accumulation. This is a
natural metabolism typical in some bacteria, such as (examples of bacteria). Xylulose can
be regularly fermentable by S. cerevisiae by Pentose Phosphate Pathway (Agbogbo,
Coward-Kelly, 2008; Tomitaka et al., 2013).

Other strategies observed in recombinant S. cerevisiae refers to disruption of
genetic markers for resetting yeast metabolism (Wei, Xu, et al., 2013), obtainment of
mutants able to co-ferment cellobiose (Kim et al., 2013; Ha et al., 2011) and others cello-
oligosaccharides, such as cellotriose, cellotetraose and cellopentaose (Liang et al., 2013),
acquirement of inhibitor resistance (Gao, Xia, 2012; Alriksson et al., 2010; Hasunuma et
al., 2014), greater thermo-resistance (Shahsavarani et al., 2013), besides to the capacity
of express cellulolytic complex (Yamada et al., 2013; Khramtsov et al., 2011; Den Haan

et al., 2007) or other recombinant proteins (Soares-Costa et al., 2014).

Figure 5. The most common biological activities reported to recombinant Saccharomyces
cerevisiae strains.
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5.2.Pentose fermentation

Xylose and arabinose, the main carbohydrates derived from hemicellulose
hydrolysis, have been continuously studied for bioethanol production, especially xylose
because it is the most abundant pentose. The first experiments employing yeasts to L-
arabinose fermentation began 20 years ago (Dien et al., 1996), while the ethanol
production from xylose is largely reported since the early 80’s (Gong et al., 1981, 1983;
Nigam et al., 1985; Toivola et al., 1984).

The most representative species naturally assimilators of these C5-carbohydrates
are: Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Scheffersomyces (Candida) shehatae, and
Pachysolen tannophilus. S. stipitis has been the recurrent specie in the scientific
publications about cellulosic bioethanol over the last decade, according to this data
collection. Another cultures, including filamentous fungi, yeasts and bacteria, are still
applied with less frequency in these studies, such as Spathaspora arborariae (Cunha-
Pereira et al., 2011; Hickert et al., 2014), Pichia guilliermondii (Chao et al., 2013),
Hansenula polymorpha (Voronovsky et al., 2009), Mucor spp., Rhizopus spp.,
Rhizomucor spp. (Millati, Edebob, Taherzadehc, 2005; Sues et al, 2005; Karimi, Emtiazi,
Taherzadeh, 2006; Karimia, Edebob, Taherzadehc, 2008; Abedinifar et al., 2009),
Fusarium spp., and Acremonium spp. (Panagiotou et al., 2005; Almeida et al., 2013).
Okamoto and collaborators reported utilization of two basidiomycete species: Trametes
hirsuta (2011) and Neolentinus lepideus (2012). The main ethanologenic bacteria able to
use pentose as a carbon source are Caloramator boliviensis (Crespo et al, 2012) and those
from genera Thermoanaerobacter spp., Thermoanaerobacterium spp., and
Caldanaerobacter spp. (Qiang et al., 2009; Sittijunda et al., 2013; Zhao et al., 2013). In
Fig. 6, these species are presented in according to their most frequent usage in scientific
publications, including some engineered species, mainly S. cerevisiae, Z. mobilis and

Escherichia coli.
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Figure 6. Microorganisms employed in pentose fermentation from lignocellulosic
hydrolysate.
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The induction of D-xylose catabolism initiates with its transport to the inside of
cells, where it is reduced to xylitol by D-xylose reductase (aldose reductase, EC 1.1.1.21).
It is subsequently oxidized to D-xylulose by D-xylitol dehydrogenase (D-xylose
reductase, EC 1.1.1.9), and, then, through D-xylulokinase (EC 2.7.1.17.) action, D-
xylulose is converted to D-xylulose-5-phosphate. The ethanol synthesis occurs after a
non-oxidative rearrangement of glyceraldehyde-3-phosphate and fructose-6-phosphate,
which are reaction products of ribulose-phosphate-3-epimerase (EC 5.1.3.1),
transaldolase (EC 2.2.1.2), and transketolase (EC 2.2.1.1) enzymes upon D-xylose-5-
phosphate, respectively (Chandel et al., 2011). Similarly to D-xylose, L-arabinose
generates D-xylulose-5-phosphate after five steps. Initially four redox reactions occur:
two oxidations coupled to NAD™ consumption, in which L-arabinose is first converted to
L-arabinitol by aldose reductase (EC 1.1.1.21), and this is converted to L-xylulose by L-
arabinitol-4-dehydrogenase (EC 1.1.1.12); after that, occurs two reductions with NADPH
consumption, where L-xylulose is reduced to D-xylulose by L-xylulose reductase (EC
1.1.1.10). Then, D-xylulose is phosphorylated and forms D-xylulose-5-phosphate by
xylulokinase (EC 2.7.1.17) enzyme, which can be metabolized in Pentose Phosphate
Pathway (Richard et al., 2003). These metabolic pathways of xylose and arabinose are

described in Fig. 7, integrated to glucose oxidation route.
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Figure 7. Metabolic pathways of xylose, arabinose, and glucose assimilation.
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authors.
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None of these metabolic pathways is present in S. cerevisiae, therefore researches
are continuously searching for new natural strains with high capacity to ferment C5-
carbohydrates. This metabolism is not completely understood and it requires more
knowledge to improve yield rates and productivity, similarly to glucose fermentation.
Furthermore, the detection of new species could generate additional source of genes to

new recombination strategies (Cadete et al., 2013; Lorliam et al., 2013; Morais et al.,
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2013), especially because the productivity in ethanol reported for recombinant strains
remain still low, similar to native C5-carbohydrate strains (Guo; Jiang, 2013; Hector et
al., 2013; Kato et al., 2013; Moon et al., 2013).

Xylitol is a secondary product from pentose metabolism, and it can be secreted
instead of ethanol, reducing the yield of the process. This fact occurs because the enzyme
xylose reductase utilizes both NADH and NADPH as a cofactor, but predominantly
NADPH is used. On the other hand, the enzyme xylitol dehydrogenase is NAD*
dependent, so, when occurs an imbalance of these cofactors (NAD(P)H/NAD"), the
accumulation of xylitol is favored, because the required cofactor (NAD") to xylitol
dehydrogenase is not available due to an impossibility to recycling it. As showed in Fig.
7, NADP* can be recycled to NADPH in the reaction of 6-phosphogluconate to ribulose-
5-phosphate, while the balance of recycling NADH usually can be alleviated by
respiratory chain reactions, since there is no transhydrogenase activity (NADP* + NADH"
< NADPH" + NAD"). Thus, the equilibrium of redox potential into the cell is mandatory
to get a successful fermentative process with pentose sugars (Liang et al., 2013).

The yield of ethanol from pentose is also influenced by concentration and by the
composition of carbohydrates in the culture medium. Usually, higher concentrations of
sugars result in more ethanol; however, the conversion rate (yield) is higher in lower
xylose concentrations (Farias et al., 2013; Unrean, Nguyen, 2013). Another typical
particularity is related to inhibition of xylose assimilation when there is glucose in the
same medium. Generally, yeasts do xylose consumption only after glucose exhaustion
(Matsushika, Sawayama, 2013; Santos et al., 2013). Some studies have supplemented the
pentose media with galactose (Park et al., 2013), or added nitric acid in their pretreatment,
as a supplementary nitrogen source (Kim et al., 2014), to increase the xylose utilization
during fermentation experiments. Furthermore, it is well known that a high concentration
of salts in the culture medium promotes inhibitory effects on carbohydrates metabolism,

and the xylose consumption is more affected than the glucose by salts (Casey et al., 2013).
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5.3.Limitations in alcoholic fermentation of hydrolysates

Large scale processing of sugarcane bagasse still needs to overcome challenges
not present in laboratory or pilot-scale experiments, especially because the industrial
environment is much more hostile than experimental conditions. The first refineries to be
able to processing biomass are being installed, and they are starting operations in
2014/2015 crop in Brazil, but they are not still convincing about their viability. Some
studies of technical and economic feasibility of cellulosic bioethanol recommends an
integrated processing model including first and second generation routes, especially
aiming to minimize costs of new industrial plants, to reducing business risk, and for
recognize the high performance and yields in traditional fermentation processes
developed with juice sugarcane (Dias et al., 2013; Rend et al., 2014; Lennartsson et al.,
2014).

Industrial fermentations of sugarcane juice are performed in continuous or
sequential (fed-batch) operations in refineries currently. Both these operations require cell
recycling of yeasts, allowing their reuse during the entire crop. This practice reduces time
and nutrients required in the initial propagation of inoculum of each productive cycle
along the crop, making the process more dynamic by keeping a high cell density inside
fermenters (Matano et al., 2013; Sanda et al., 2011). Consequently, this practice promotes
an important natural selection of more robust and better-adapted strains over time (Basso
et al., 2008). In a possible integrated production of cellulosic bioethanol, including cell
recycling, some concerns emerge about hydrolysate fermentation. For example, the
chemical composition of sugarcane juice is very different from hydrolysates, while the
first contains essentially hydro-soluble carbohydrates (sucrose, glucose, fructose) easily
fermentable, the second would be composed of both C6 and C5 carbohydrates, besides
several kinds of phenolic compounds, furan derivatives, and organic acids. These
potentially inhibitory substances to yeasts are present according to the type and
aggressiveness of pretreatment, and, obviously, for the reasons already discussed,
pretreatments with the lower generation of toxic compounds are preferred. However, the
presence of inhibitors is inherent in this process due to nature of raw material containing

lignin. Table 2 summarizes the main inhibitory compounds for fermentative yeast.

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



46

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

Table 2. Main compounds from lignocelluloses with inhibitory action against
Saccharomyces cerevisiae.

ibi Inhibitory Typical
égmbétgr?é Source concentration growth Reference
P (gLY inhibition

Acetil groups from Del I
Acetic acid hemicellulose 10.0 48% S enesetal

o (1996)
depolymerization
5-Hydroxymethylfurfural
S degradation under acidic 0 Maiorella et al.
Formic acid and high temperature 21 80% (1983)
conditions
Furfural Hemicellulose degradation 6.0 100% Liu et al. (2004)
by-product
5-Hydroxy- Cellulose degradation by- 15.0 100% Liu et al. (2004)
methylfurfural product
- Lignin degradation by- o Delgenes et al.
Vanilin oroduct 1.0 86% (1996)

. Lignin degradation by- o Delgenes et al.
Syringaldehyde product 15 81% (1996)
p-Hydroxy- Lignin degradation by- 15 87% Delgenes et al.
benzaldehyde product ' (1996)

Source: elaborated by the authors.

The physiologic behavior of S. cerevisiae has been individually evaluated against
several phenolic classes usually found in lignocellulosic hydrolysates, such as phenolic
aldehydes, phenolic ketones, phenolic acids, and phenolic alcohols. Among these,
generally the phenolic aldehydes seem to promote stronger inhibitory effects on yeasts;
however, there is no consensus about which of them is the most harmful (Adeboye et al.,
2014; Almeida et al., 2007). Their injurious effects are not only on cell multiplication but
also on the production of ethanol, glycerol, and acetate by yeasts. Furthermore, until
recently few studies have evaluated the tolerance of fermentative yeasts against those
compounds simultaneously, especially from the perspective of recycling cells by 200
times or more on a large scale (Brethauer, Wyman, 2010). Some experiments tried to
simulate the recycling of cells by employing repeated batches of alcoholic fermentations,
but it remains as a laboratory estimative (Demeke et al., 2013; Landaeta et al., 2013; Lee
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et al., 2011). Therefore, there is a lack of knowledge about the behavior of fermentative
yeasts in this operational system over time.

Some authors propose preventive actions to minimize microbial stress at
fermentation by hydrolysate detoxification employing different compounds, such as lime
(Calcium Oxide-CaO), ion exchange resins, or laccase enzymes (Moreno et al., 2013;
Takahashi et al., 2013). On the other hand, others strategies work to increase yeast
tolerance to those compounds, aiming the obtainment of more robust strains (Almeida et
al., 2007). The main ways to perform it are by the engineering of redox system (ASK et
al., 2013), by mutation, genetic, and evolutionary engineering (Demeke et al., 2013; Lulu
et al., 2013; Sato et al., 2013; Sehnem et al., 2013; Zha et al., 2013; Zuo et al., 2013), or
by development of tolerance by gradual exposition to inhibitors compounds (FAN et al.,
2013), or to ethanol (Liang, Kim et al., 2013). The pentose-fermenting yeasts are also
constantly studied by metabolic engineering, especially to solve oxygen requirement to
permit a regular respiratory chain action. Some studies aim to mitigate redox unbalance
since an undesirable redox condition can be explored to conduct desirable metabolic
reactions and improve production and yield rates. For example, an excess of NADH can
be useful to conduct acetate reduction to ethanol (Wei, Quarterman et al., 2013).

Despite the recent increase in academic studies that propose the application of
several genetically engineered yeasts, there are many barriers to their use in industrial
processes. Major challenges refer to difficulties of control and prevention of their
dispersion in large scale, and their impact and alleged consequences when in contact with
the natural environment. Another unanswered question is how it would be in the
persistence of genetically modified strains during the manufacturing process, taking into
account the high biological competitiveness in this environment, and the possibility of
resistance acquisition to inhibitory compounds over the processing time. Thus, the
application of genetically modified microorganisms on large scale remains without

perspective in the sugarcane refineries.
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6. Technological routes to cellulosic ethanol

Different proposals have been suggested in recent years to describe the best
processing strategy to obtain bioethanol from lignocellulosic residues, as illustrated in
Figure 8. Evidently, pioneering studies predict a simpler process developed in
independent and sequentially stages of pretreatment, hydrolysis, and fermentation, until
finally carry out the distillation. This model has been named as Separated Hydrolysis and
Fermentation (SHF). In the recent years, an increasing number of studies are considering
to perform the steps of hydrolysis and fermentation together, especially aiming an
optimized alternative able to improve the economics of this viability process. In this
scenario, the enzymatic extract is added in the same reactor used to develop the alcoholic
fermentation, and the process is named as Simultaneous Saccharification and
Fermentation (SSF). Its main advantages are related to a reduced operating time, less
expenditure of equipment and tanks in procedures of transportation and processing, and
to minimize the typical inhibition of B-glucosidase enzymes by glucose accumulation,
since the released monomers begin to be assimilated by yeasts immediately. Similarly,
SSF model also can be added to an on-site production of cellulolytic enzymes, allowing
a cost reduction of purchase of enzymes, which is critically expensive in the process. In
the case SSF requires a mixed cropping between a cellulolytic and an ethanologenic
microorganism, for example, using Acremonium cellulotyticus for cellulase synthesis, and
S. cerevisiae to ethanol conversion (Park et al., 2012). Another co-culture reported is
between a Bacillus sp. with cellulolytic activity, and a fermentative Klebsiella oxytoca
strain (Tran et al., 2013). However, these mixed systems generally cannot obtain high
yields as in separated steps, since the appropriated temperature to cell growth of yeasts is
lower than the optimum temperature to get a maximal enzyme performance, typically
around 50 °C. This lack of both temperatures is the main bottleneck in SSF, and generally,
it can be overcome using thermotolerant yeasts able to ferment at elevated temperatures,
such as Kluyveromyces marxianus and Hansenula polymorpha, or any recombinant strain
endowed of thermo-tolerance (Hasunuma & Kondo, 2012).

Though SSF model contemplates saccharification and fermentation of hexoses

together, the pentose fermentation requires an additional step, since the current industrial
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fermentative microorganisms are unable to assimilate xylose and arabinose. Considering
also pentoses as a carbon source, the model named Simultaneous Saccharification and
Co-fermentation (SSCF) makes use of two fermentative micro-organisms simultaneously
in a single reactor, one for C6 sugars, and another one responsible for C5 consumption.
In SSCF, many metabolisms occur simultaneously, including multiple enzymatic
catalysis besides fermentative reactions. Usually, this model requires tightening of
operational controls, in comparison to SHF or SSF. For example, in a co-culture is
assumed that the metabolism of different substrates is mutual, though it may be complex
to maintain this balance since every type of demand has its own requirements and
physiological characteristics. Therefore, the biggest challenge in these mixed systems is
to obtain physicochemical conditions favorable and similar to the development of both
strains. In SSCF, the main microbial association to ferment lignocellulosic hydrolysates
refers to S. cerevisiae and S. stipitis (Suriyachai et al, 2013; Hanly, Henson, 2013; Yadav
et al, 2011; Delgenes et al., 1998; Taniguchi et al, 1997). In this co-culture, for example,
yeasts have different requirements according to their oxygen demand, which can be
regulated in the process through aeration level inside the reactor, resulting in different
speed catalysis of pentoses and hexoses. The close dependence of pentose yeasts to
oxygen availability represents the most critical point to establish mixed fermentations
with them. For example, if a microaerophilic condition is required by S. stipitis for cell
multiplication and ethanol accumulation, an anaerobic condition is more favorable to
reach high yields with S. cerevisiae. One successful way to overcome these metabolic
differences in a mixed culture is employing a mutant strain of S. cerevisiae with
respiratory failure (Taniguchi et al., 1997; Handy, Henson, 2013). Another drawback for
pentose yeasts is the ethanol concentration since the xylose consumption tends to start
only after complete exhaustion of glucose in the media. The ethanol produced from
glucose can act as an inhibitor on S. stipitis; then strains with increased tolerance to
alcohols are usually preferred for SSCF.

Another microorganism interactions have been proposed for the same purpose in
SSCF, such as: S. cerevisiae and Scheffersomyces (Candida) shehatae (Hickert et al.,
2013a), Zymomonas mobilis and S. shehatae (Delgenes et al., 1996), Z. mobilis and S.
stipitis (Fu et al, 2009; Singh et al, 2013), Z. mobilis and C. tropicalis (Patle, Lal, 2007),
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S. cerevisiae and Spathaspora arborariae (Hickert et al., 2013b). The minimum
requirement to establish a co-cultivation is that both cultures should be able to grow
together, however, there are many other physiological characteristics that must be
evaluated preliminarily, due to a high complexity of possible interactions between them,

either by cell-to-cell or by signaling substances secreted in the medium (Chen, 2011).

Figure 8. Technological routes proposed to cellulosic ethanol production.
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Legend: SHF: Separated Hydrolysis and Fermentation; SSF: Simultaneous
Saccharification and Fermentation; SSCF: Simultaneous Saccharification and Co-
fermentation; CBP: Consolidated Bioprocessing. A = means external production.
Source: elaborated by the authors.

The most complex processing model proposed by cellulosic ethanol is called
Consolidated Bioprocess (CBP). In a CBP, a single microorganism must be able to
promote all stages of production, including intrinsic cellulolytic and ethanologenic
assignments. This model requires the use of genetic engineering to "manufacture” the
micro-organism, which can be manipulated from two ways: (1) CBP-I category comprises
cellulolytic strains, especially filamentous fungi, and thermophilic bacteria of the genera

Geobacillus spp. and Thermoanerobacterium spp., which are added with a recombinant
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ethanologenic function; or (2) CBP-II category, when fermentative microorganisms are
engineered to acquire cellulolytic potential, mainly yeasts (Saccharomyces cerevisiae,
Pachysolen tannophilus, Scheffersomyces spp.) and bacteria (Zymomonas mobilis,
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca) (Amore & Faraco, 2012). Considering possible to
promote enzymatic synthesis in situ, followed by the saccharification of polymers and,
finally, alcohol conversion from all monomers in a single process step, the expectation is
to make cellulosic ethanol more commercially competitive (Olson et al., 2012). A
significant cost reduction comes mainly from the fact that the addition of commercial
enzymatic extracts would not be necessary for a CBP. However, this technological route
lies far from an industrial application and still demands a lot of improvement for possible
application.

Some authors suggest improvements of fermentation step by the use of
immobilized yeast in low cost biomaterials, such as own sugarcane bagasse (Chandel et
al, 2009; Yu et al, 2010; Singh et al, 2013) or others vegetable wastes with a compatible
chemical composition to the process (Kourkoutas et al, 2004; Genisheva et al, 2011;
Pacheco et al., 2010; Razmovski, Vucurovi¢, 2012; Plessas et al, 2007). The main
advantages of cell immobilization are its easier operational handling, reduced risk of
contamination, and higher biological stability and cell viability between production
cycles. Specifically on lignocellulosic fermentation, others benefits of cell
immobilization could be expected, such as an increasing in conversion rates of pentoses
into ethanol, usually low with free cells, and also an increasing in inhibitors and ethanol
tolerance by yeasts during their fermentation activity (Bari et al, 2013;. Zhao, Xia, 2010;
Talebnia et al, 2005). On the other hand, it was observed that the use of these matrices
highly porous could result in a decrease of ethanol productivity, despite the higher cell
density (Yu et al., 2010). In the same study, the researchers did a partial enzymatic
hydrolysis in sugarcane bagasse aiming to promote slight modifications on the substrate
surface, allowing increasing the adsorption of cells and, consequently, increasing the
ethanol production. Also, natural processes of immobilization, known as flocculation,
may be an alternative against toxic compounds presents in the media from

lignocellulosics (Purwadi et al., 2007). Flocculent yeasts are traditionally applied in the
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alcoholic beverage industry and in first-generation ethanol production (Zhao, Bai, 2009;
Landaeta et al, 2013).

7. Biorefinery and biomass fractionation

The economic viability of lignocellulosic industries for biofuels is still unfeasible
and this perception is leading researchers to find solutions to improve the use efficiency
of biomass through option of high-value bioproducts as complementary activities to
bioenergy using a wider concept of renewable resource platform referred as biorefinery.
Biorefineries are emerging industrial units that add a network of processes making use of
a several combined technologies focused on the simultaneous production of biofuels, heat
energy, chemicals, and high value-added bioproducts from the sustainable and efficient
utilization of vegetal biomass as low-cost substrates. The major advantage of these
facilities is that they are suitable for maximizing valorization of structural and energetic
potentials already available in biomasses. For this reason, cascating approaches are
recently suggested as a way to separate naturally synthesized high-value biocompounds
— generally sophisticated biomolecules — before processing biomass to save energy and
costs in current processes that break them and require to synthesize new ones with their
residues (Budzianowski, 2016). These high-value biocompounds cannot be obtained in
high amounts because either they appear in low concentrations in vegetal crops or they
are synthesized via complex conversion routes with remarkable amounts of by-products.
In this sense, there are many needs to develop efficient methods to separate or produce
them. On the other hand, biorefineries will generate high-volume of low-value products
with well-established technologies, which includes biodiesel, bioethanol, bioelectricity
and process bioheat.

Considering that biorefineries will deliver bioenergy and bioproducts, the target
biomolecules suitable to be fractionated or synthesized from biomass are
biopharmaceuticals, biocosmetics, bionutrients, biochemicals, biofertilizers and
biomaterials. If sugarcane bagasse is the substrate, the main compounds that could be
produced through integration with new technological routes includes: organic acids
(Chen, Zhu, Xia, 2013; Jaros, Rova, Berglund, 2013; Wen et al, 2013; Ye et al, 2013;
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Zhao et al, 2013), xylitol (lverson et al, 2013), lipids for biodiesel production (Babau et
al, 2013; Gao et al, 2013; Mondala et al, 2013), isobutanol (Brat, Boles, 2013; Pereira et
al, 2014), hydrogen (Zhao, Lu, Wang, 2013), and even electricity (Xia et al., 2013)
(Figure 9).

Figure 9. Main compounds studied for the implementation of bio-refinery integrated to
cellulosic ethanol process.
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Source: elaborated by the authors.

The same biotechnological tools used to improve the production of ethanol are
also used to improve the production of these co-products, especially because the yeasts
and bacteria are compatible and flexible to a variety of processing. New microorganisms
isolated and studied contribute to a higher knowledge of different metabolites able to be
industrially explored. For example, the thermophilic bacterium Caldicellulosiruptor
saccharolyticus, a cellulose degrading strain recently studied, is able to excrete many by-
products according to the carbon sources available (D-glucose, D-mannose, L-arabinose,
D-arabinose, D-xylose, L-fucose and D-fucose). These by-products are both traditional
metabolites (acetate, lactate, glycerol, ethanol), as unusual co-products, such as ethylene
glycol (from D-arabinose), acetoin and 2,3-butanediol (from D-glucose, L-arabinose, and
D-xylose), and hydroxyacetone (from D-mannose, L-arabinose and D-xylose). The
production of ethylene glycol was particularly noteworthy since about 10% of the carbon
substrate was converted to it (ISERN et al., 2013). Other studies have reported the
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succinic acid production from lignocellulosic hydrolysates (Liang et al., 2013), and
hydrogen production from glucose and xylose by Clostridium beijerinckii (Ye et al.,
2013), or also, from xylose supplemented with anthrahydroquinone-2,6-disulfonate

(AH2QDS) in a co-culture system with Geobacter metallireducens (Zhang et al., 2013).

8. Final considerations and perspectives

This study relates to an overview of scientific research using sugarcane bagasse
as a substrate to second-generation ethanol. It shows that many efforts have been applied
to develop feasible pretreatments approaches, to compose efficient enzyme cocktails
exploring microbial diversity in nature, and finally to apply and optimize fermentation
using the knowledge acquired along four decades in the successful Brazilian first
generation ethanol program. All these studies were motived by the abundance and
availability of lignocellulosic biomass as a cheap carbon source, but also because the
world claims for a new concept of production where sustainability has a central role. The
needs of renewable and clean energy options have stimulated its first studies, but today it
is not enough. Currently, cellulosic bioethanol remains unfeasible by technical limitations
and uncompetitive to the market due to low prices of petroleum-derived fuels recently
dropped by oversupply from hydrofracking processes (Azadi et al., 2016).

A stronger concept of biorefinery has been adopted because it is belief to
overcome this scenario with a diversified network of services and products obtained from
the same biomass previously aimed only for bioenergy. The success of biorefineries is
achieved if it meets economic, environmental and social demands simultaneously
(Budzianowski, 2016). Adding value into biotechnological processes from organic wastes
to generate high-value biocompounds could turn it feasible to a large-scale production
worldwide. A pretentious challenge of biorefineries is how to deliver bioproducts with
existing markets but at a reduced cost and/or higher quality. Among all the possibilities
of bioproducs, biochemicals represent the largest class of high-value bioproducts readly
suitable for biorefineries, especially lactic acid, succinic acid, 3-hydroxypropionic acid
(3-HPA), levulinic acid, sorbitol, and xylitol. Carbohydrates represent the main source of

substrate for biorefineries, but lignin is also very attractive once it is successful separated
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from lignocellulosic biomass. Lignin could generate cheap options of carbon fiber,
bioplastics, and bioelastomers based on high-value products as alkyl phenols,
dicarboxylic acid and quinone, besides that some lignin-derived phenolic monomers
could be implemented as solvents for the extraction of carbohydrate-derived
biochemicals, such as formic and levulinic acid, or oxygenated compounds including
furfural and hydroxymethylfurfural (Budzianowski, 2016; Azadi et al., 2013). Among
others, furfural could be considered one of the most important building blocks originated
from lignocellulosic feedstock. Basically, the commercialization of building blocks
depends only on the achievement of low-cost production to take place in already existing
industries.

Integrated production of bioenergy and bioproducts seems an effective way to
achieve industrial processing of sugarcane bagasse to the commercialization of several
potential value-added bioproducts. The current ethanol plants in Brazil could be a starting
point to integrate new bioprocesses lanes and build flexible facilities which should attend
to specific market niches (Santos et al., 2016). Biotechnology industries have a great
potential to support economic development with high efficiency and sustainable

practices, which make its difference from fossil derived industry.
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RESUMO

A recalcitrancia de bagaco de cana-de-agUcar pode ser reduzida empregando pré-
tratamentos como ozondlise e hidrotérmico, que podem aumentar a digestibilidade do
material destinado a hidrélise enzimatica posterior por promover, respectivamente, a
deslignificacdo e a solubilizacdo da hemicelulose. Observamos que a combinacdo dos
dois pré-tratamentos mostrou-se uma forma efetiva de fracionamento da biomassa através
de um processo denominado Tratamento Hidrotérmico Acidificado por Ozénio (THAO),
que gerou dois produtos: o bagaco OHT enriquecido com 80% de celulose, baixo
quantidade de hemicelulose (<4%) e parcialmente deslignificado (14%), e o licor rico em
carboidratos monoméricos, majoritariamente Xxilose obtida da auto hidrolise dos
oligossacarideos em condicdo de alta acidez no reator hidrotérmico. Procedimentos de
lavagem de solidos pré-tratados demonstraram-se eficientes na remocgdo de compostos
fenolicos do bagaco, e analises de infravermelho e raio-X confirmaram os efeitos
despolimerizantes das fracdes amorfas e aumento da quantidade de celulose através do
aumento no indice de cristalinidade em cada bagago apOs o0s pré-tratamentos.
Morfologicamente o0s tecidos vegetais dos bagacos ozonizado e hidrotérmico
apresentaram multiplos danos superficiais, evidenciados por microscopia eletrénica de
varredura, indicando possiveis incrementos na area superficial e acessibilidade para

enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.

Palavras-chave: Pré-tratamento. Bagaco. Celulose. Ozondlise. Hidrotérmico.

Infravermelho. Cristalinidade.
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ABSTRACT

The decrease of the recalcitrance of sugarcane bagasse can be achieved by using
ozonolysis and hydrothermal (liquid hot water) pretreatments. The substrate digestibility
on hydrolysis tends to be increased due to delignification and hemicellulose solubilization
effects of ozone and hot water, respectively. Combining both techniques, we found an
effective way to fractionate lignocellulose biomass through a process named
Hydrothermal treatment acidified by ozone. This process generates two products
generated: a cellulose-rich bagasse containing 80% of glucan with a low amount of
hemicellulose (<4%) and partially delignified (14% lignin), and a xylose-rich liquor
formed due to acidic condition on the hydrothermal step that promoted the
oligosaccharide autohydrolysis. Washing procedures were effective on phenolic removal
from pretreated solids and infrared and X-ray analysis confirmed the depolymerization
effects on amorphous content and, consequently, the cellulose crystallinity increasing
after pretreatments. Vegetal tissues of ozonated and hydrothermal-bagasse showed
multiple morphological damages on its surface, detected by scanning electronic
microscopy, indicating possible increasing on surface area and accessibility of the

substrate by cellulolytic and hemicellulolytic enzymes.

Keywords: Pretreatment. Bagasse. Cellulose. Ozonolysis. Hydrothermal. Liquid hot
water. Infrared. Crystallinity.
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1. Introducéao

A geracdo de energia limpa e sustentavel tem como uma das suas principais
vertentes a producdo de combustiveis liquidos renovaveis, os quais vém impulsionando
estudos cientificos envolvendo diferentes biomassas lignocelulésicas nas ultimas décadas
em todo o planeta. Independentemente do tipo de material (bagaco e palha de cana-de-
acucar, palha de milho, residuos florestais etc.) ou do interesse industrial vislumbrado
diante do amplo conceito de biorefinaria, ha um desafio em comum a todos os estudos:
reduzir a recalcitrancia natural da fibra lignocelulésica. A forma mais bem aceita para
superar este desafio compreende o desenvolvimento de procedimentos de pré-tratamento
com o objetivo de promover alteracdes de diversas ordens (fisica, quimica e/ou bioldgica)
para aumentar a area superficial de contato dos carboidratos constituintes dos polimeros
de glucana e xilana e, assim, facilitar o acesso e a interacdo das enzimas hidroliticas que
promovem a sua despolimerizacdo, elevando a conversdo e a obtencdo de acgucares
monomeéricos requeridos para 0s processos fermentativos. As atribuices gerais de um
pré-tratamento ideal incluem alta eficiéncia na reducdo da recalcitrancia, viabilidade
técnica e econdmica, possibilidade de escalonamento e praticas sustentaveis.

A ozonolise representa uma técnica de pré-tratamento quimico baseada em
processos oxidativos promovidos pelo gas ozoénio (Oz), que € um poderoso agente
oxidante, solivel em &gua e de facil decomposicdo. Em seu contato com o material
lignocelul6sico, o 0z6nio reage preferencialmente com a lignina, que é o componente de
maior densidade de elétrons na biomassa devido a sua natureza fendlica (Quesada, 1997,
Godsay, 1985). O rompimento das duplas ligac6es [C=C] e a abertura de anéis aromaticos
da estrutura da lignina pode ser mediada por reagéo direta ou reacdo indireta do ozoénio.
A reacdo direta é explicada pelo mecanismo de Criegee, que propde a geracdo de radicais
ozonideos como intermediarios da catalise, enquanto a reagdo indireta acontece na
presenca de radicais hidroxila livres derivados da decomposicdo do 0z6nio em solugdo
aquosa (Oliveira & Wosch, 2012; Travaini et al., 2015). Dessa maneira, a ozonolise
apresenta alta seletividade de reacdo, atuando especificamente na deslignificacdo do

material e afetando minimamente o conteddo das hemiceluloses e a celulose.
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Outras vantagens do pré-tratamento com ozénio, descritas inicialmente por Vidal
& Molinier (1988), incluem: (I) condi¢bes brandas de operacéo, ja que a rea¢do acontece
em temperatura e pressao ambiente, (11) facil geracdo do gas ozo6nio in loco a partir do
oxigénio atmosférico, dispensando custos de armazenamento e transporte, e (I11) facil
decomposi¢do do ozdnio residual em oxigénio sem gerar efluentes industriais, ja que é
um processo gasoso. A ozondlise ja encontra aplicagdes industriais bem estabelecidas em
processos de branqueamento de polpa de celulose e no tratamento de aguas residuarias
(Shatalov & Pereira, 2008; Amat et al., 2005; Gomes & Colodette, 2016). Por esses
motivos, 0 nimero de pesquisas envolvendo o estudo da ozondlise em diferentes materiais
lignoceluldsicos tem sido crescente na comunidade cientifica nos ultimos anos (Barrera-
martinez et al., 2016; Barros et al., 2013; Coca et al., 2016; Garcia-Cubero et al., 2012,
2009; Gitifar et al., 2013; Kaur et al., 2012; Kojima & Yoon, 2008; Li et al., 2015; Miura
et al., 2012; Panneerselvam et al., 2013; Perrone et al., 2016a, 2016b; Shi et al., 2015;
Travaini et al., 2016, 2013; Yu et al., 2011).

O pré-tratamento hidrotérmico, em inglés reconhecido pela sigla LHW (liquid hot
water), € um dos mais tradicionais métodos quimicos empregados para aumentar a
digestibilidade da celulose na biomassa vegetal. O método foi primeiramente proposto
por Bobleter & Pape (1968), inspirados no emprego remoto desta técnica nas industrias
de papel como uma forma de solubilizacdo das hemiceluloses e obtencéo de polpas mais
ricas em celulose. Como estratégia de pré-tratamento para a obtencéo de biocombustiveis,
0 método hidrotérmico vem sendo aperfeicoado ha cerca de 20 anos e atualmente é um
dos pré-tratamentos lideres que ja foi demonstrado em plantas-piloto e em escalas
industriais (Cunha et al., 2014; Kim et al., 2014, 2013, 2011, 2009; Ko et al., 2015;
Santucci et al., 2015; Vargas et al., 2015; Weil et al., 1998; Ximenes et al., 2013; Zhuang
etal., 2016a).

Fundamentalmente o método hidrotérmico caracteriza-se pela auto hidrolise
pressurizada da biomassa em temperaturas entre 150 e 230 °C, que levam a ionizagéao das
moléculas de agua gerando ions cataliticos hidrénio (HzO") e hidroxila (OH") (Ruiz et al.,
2013). As ligagdes heterociclicas de ésteres — presentes nos radicais acetil das
hemiceluloses — sdo bastante susceptiveis a hidrolise pelos ions hidrénio, liberando,

assim, acido acético e acidos urdnicos que acidificam o pH do meio e, por sua vez,
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também produzem novos ions hidrénio. A hidrdlise das cadeias das hemiceluloses produz
inicialmente fragmentos oligoméricos e, entdo, estes geram monossacarideos dissolvidos
através do licor de pré-tratamento (Ruiz et al., 2013). Consequentemente, ha um aumento
no tamanho dos poros do substrato solido que permaneceu insoluvel, formado
majoritariamente por celulose e lignina residuais. Devido ao rompimento das interacdes
covalentes a-O-1,4 entre a lignina e as hemiceluloses, nas condi¢des de alta presséo
hidrotérmica, ocorre também a liberacdo de grande quantidade de fragmentos fenolicos
no licor, entre estes estdo os produtos da decomposicdo oxidativa dos acidos ferulico e
coumarico, como, por exemplo, vanilina, acido vanilico, p-hidroxibenzaldeido e acido p-
hidroxibenzoéico (Zhuang et al., 2016b). Além de aumentar a oferta de celulose e torna-la
mais acessivel, normalmente o pré-tratamento hidrotérmico apresenta baixo custo
operacional e baixo impacto ambiental por ndo requerer o emprego de reagentes
quimicos. Assim, sdo relatados poucos problemas de corrosdo e baixa formacdo de
subprodutos inibitérios em condicBes operacionais de menor severidade (Alvira et al.,
2010).

Assim como a ozondlise e o tratamento hidrotérmico apresentam caracteristicas e
vantagens proprias, uma série de outros pré-tratamentos tem sido continuadamente
proposta visando produzir biomassas de menor recalcitrancia para o uso em biorefinarias.
Uma maneira efetiva de incrementar a disponibilidade de celulose a um custo razoavel de
producdo € a combinacdo de pré-tratamentos. Quando duas técnicas sdo combinadas
busca-se aliar as vantagens de cada uma e minimizar possiveis limitagdes, visando
ampliar o potencial de aplicacéo e de escalonamento do processo (Sun et al., 2016). Neste
trabalho foram aliados o potencial de deslignificacdo pela ozondlise e a eficiente
solubilizacdo das hemiceluloses promovida pelo tratamento hidrotérmico, como uma
estratégia composta de fracionamento de bagaco de cana-de-aguUcar para a producao de
etanol celul6sico. O objetivo deste capitulo foi promover os pré-tratamentos e a
caracterizagdo quimica e estrutural das amostras de bagago de cana-de-agucar obtidas
tanto pela aplicacéo individual quanto combinada das duas técnicas, sendo, neste caso, a
ozonolise como a primeira etapa, e o0 tratamento hidrotérmico a segunda etapa de pré-

tratamento.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

O bagaco de cana-de-agUcar, gentilmente disponibilizado pela Usina Alta
Mogiana (Sao Joaquim da Barra/SP), foi recebido em julho de 2013 na forma in natura
(Umido e prensado) e mantido sob refrigeracdo a 4° C por 10 dias até o seu processamento.
O preparo deste substrato envolveu uma série de lavagens em temperatura ambiente (5
ciclos) utilizando &gua corrente, complementado por uma lavagem final empregando
agua destilada a 45° C. Na sequéncia, o bagaco foi disposto em estufa com circulagao de
ar a 42 £ 2° C, e mantido por aproximadamente 90 horas até atingir teor de umidade
inferior a 5% (m/v). O bagaco seco foi triturado (triturador TRAPP® 400) e peneirado
para a padronizacao do tamanho das particulas inferior a 1,5 mm de comprimento (Figura
1), e armazenado em temperatura ambiente e livre de umidade para uso posterior. Este

material foi denominado “bagago nao-tratado”.

Figura 1. Representacdo do bagaco de cana-de-agUcar como recebido (A) e padronizado
por trituracédo (B).

Fonte: autor.
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2.2. Métodos

2.2.1 Estratégias de pré-tratamento para bagaco de cana-de-agucar

Os pré-tratamentos ozonolise e hidrotérmico (também referenciado como LHW —
liquid hot water) foram empregados de forma individual e combinada em bagago de cana-
de-acucar, conforme ilustrado na Figura 2. Para a proposta de pré-tratamento combinado,
a ozonolise foi realizada primeiramente, seguido da etapa hidrotérmica. Uma etapa de
separacdo solido/liquido por filtracdo foi realizada para todas as amostras submetidas ao

pré-tratamento hidrotérmico, enquanto operacdes de lavagem convencional e secagem

foram executadas para todas as amostras.

Figura 2. Representacdo esquematica das estratégias de pré-tratamento e operagdes de

downstream realizadas para bagaco de cana-de-agucar.

Bagaco in natura seco e triturado

Pré-tratamento ozonolise || Pré-tratamento hidrotérmico || Pré-tratamento ozondlise

solidos

Pré-trat. hidrotérmico

licor

sélidos

Bagaco ozonizado

Bagaco hidrotérmico

licor

solidos

\ 4

Bagago OHT

Secagem a 45°C

pmmmmmd eI eI

Analises quimicas e estruturais

it S S S—

Procedimentos de lavagem com agua destilada

Secagem a 45C

Direcionado para uso em hidrdlise enzimatica

Fonte: elaborado pelo autor.
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2.2.2. Pré-tratamento de bagaco por ozondlise

O pré-tratamento por ozondlise foi realizado no Laboratorio de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada da UNESP de Séo José do Rio Preto, Sdo Paulo. O processo
empregou colunas de leito fixo de vidro (dimensdes: largura 2,7 cm x 50 cm
comprimento) (Figura 3) e gas 0zonio (O3) gerado pelo processo de descarga elétrica tipo
corona (equipamento Radast 10C, Ozoxi-Ozonio). Cada batelada de pré-tratamento foi
preparada pela mistura de 25 gramas de bagaco seco (teor de umidade entre 4 a 5% (m/v))
e 12 mL de 4gua destilada, gerando um substrato com teor de umidade inicial de
aproximadamente 50% (m/v). O substrato foi manualmente empacotado nas colunas de
pré-tratamento e entdo submetido ao fluxo saturado de gas 0zénio durante 60 minutos a
temperatura ambiente. A vazdo de alimentacéo utilizada foi de 32 mg de Oz por minuto
em cada batelada (Perrone et al., 2016), correspondente a um consumo de 7,6 x 102 g de
O3 por grama de bagaco. A entrada de Oz foi a partir da parte inferior da coluna, seguindo
um fluxo ascendente até a saida, localizada na parte superior e conectada ao sistema de
lavagem de gases residuais e quantificacdo do fluxo de ozdénio do sistema.

A determinagdo da concentragdo de ozonio foi realizada de acordo com o
procedimento padrdo descrito em “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (APHA, 2005). Neste procedimento, 0s gases coletados na saida da coluna
de pré-tratamento foram borbulhados em dois recipientes (frascos de lavagem de gases)
iguais e sequenciais contendo solucao 2% de lodeto de Potéssio (K1) durante 10 minutos.
Em seguida, o conteido de cada frasco de lavagem foi titulado usando solucdo 0,01 N de
Tiossulfato de Sédio (Na2S203). Finalmente, para estimar a concentracdo de 0z6nio em
solucdo foi empregada a Equacdo 1. Esta quantificacdo foi realizada com a coluna vazia
para ajustar o fluxo de alimentacdo de O3 no tempo zero de cada batelada, e com a coluna
empacotada com bagago para determinar preliminarmente o tempo de reagdo necessario
para a saturacdo do substrato nas condigdes descritas, estabelecido como 60 minutos de
reacao.

Apds cada batelada de pré-tratamento, o bagaco tratado foi desempacotado da
coluna contendo baixo teor de umidade (inferior a 10% (m/v)), homogeneizado para a
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obtencdo de amostras uniformes entre as possiveis variacfes das diferentes bateladas, e

armazenado em temperatura ambiente e livre de umidade para uso posterior.

Equacao 1. Medida da concentracgdo de ozonio.

(A+B)xNx24
T

Concentragdo (mg min™') =

Sendo: A = volume em mL de Na»S»0s titulado no recipiente 1; B = volume em mL de
Na>S.03 titulado no recipiente 2; N = normalidade da solugdo de Na»S>03; T = tempo de
borbulhamento do gas, em minutos.

Figura 3. Representacdo de bagaco de cana-de-agclcar empacotado néo-tratado (coluna
inferior) e tratado por ozonolise (coluna inferior) em colunas de pré-tratamento.

Fonte: autor.

2.2.3 Pré-tratamento de bagaco por tratamento hidrotérmico

O desenvolvimento do pré-tratamento hidrotérmico foi realizado nas
dependéncias do Laboratory of Renewable Resources Engineering (LORRE), localizado
na Purdue University, Indiana, Estados Unidos da América. O pré-tratamento foi
realizado conforme descrito por Kim et al. (2014) utilizando colunas de ago inoxidavel
(dimensdes: largura 2,2 cm x 13,5 cm comprimento) e banho de areia fluidizado Tecam®
SBL-1 (Figura 4). Cada coluna foi preenchida com 3,5 gramas de amostra seca (teor de

umidade ~5%) a ser tratada (bagaco in natura ou bagaco ozonizado) e 33,5 mL de agua
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destilada, equivalente a uma concentracdo de 10% (m/v). As colunas foram rigidamente
fechadas e vedadas com tampas de rosca, e entdo dispostas no interior do banho de areia
pré-aquecido a 190 °C. O tempo total de residéncia foi de 20 minutos, sendo destes 5
minutos iniciais para troca térmica e equilibrio de temperatura da coluna, e 15 minutos de
tratamento a 190 °C, correspondente a um fator de severidade equivalente a log Ro = 4,40,
obtido pela equagdo (log Ro =t x exp (T1%9®) sendo m = 4,6 que representa a energia de
ativacdo do pré-tratamento determinado por Kim et al. (2014), e t = tempo (min.), T =
temperatura (°C). Ao final do pré-tratamento, as colunas foram submersas em banho de
resfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos para troca térmica. Os sélidos pré-
tratados foram separados do residuo liquido — denominado licor — por filtragdo a vacuo
em papel filtro Whatman n. 1 (Fig.4) e lavados com 100 mL de agua destilada a
temperatura ambiente. Finalmente, os solidos lavados foram dispostos em estufa para
secagem (45C, 24 horas) até uso posterior em analises de caracterizacéo e experimentos
de hidrdlise, e o licor foi armazenado sob refrigeracéo (4 C) em frascos &mbar protegidos
da luz até as andlises posteriores de compostos fenolicos totais e quantificacdo de

carboidratos e inibidores por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC.

Figura 4. Banho de areia fluidizado para pré-tratamento hidrotérmico (a esquerda);
procedimento de separacdo dos solidos e licor ap6s o pré-tratamento hidrotérmico (a
direita).

Fonte: autor.
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2.2.4. Procedimentos de lavagem de bagaco

Experimentos de lavagem seriada foram realizados em amostras de bagaco
ozonizado, hidrotéermico e OHT visando estimar a capacidade de remocao de compostos
fendlicos em cada substrato. Neste procedimento cada amostra foi ressuspendida em agua
destilada a 5% (50 g'Lt), mantida sob agitacdo magnética por 30 minutos a temperatura
ambiente, e entdo filtrada em papel filtro Whatman n. 1 para a coleta do contetido so6lido
lavado. O procedimento foi repetido sequencialmente 5 vezes para 0s bagacos ozonizado
e hidrotérmico, e 2 duas vezes para o bagaco OHT, ja que este apresentou menor
concentracdo de compostos fendlicos iniciais nos sélidos. Apos a conclusao das lavagens,
as amostras foram secadas em estufa (45, 24 horas) para outros usos. A quantificacdo
dos compostos fenodlicos dissolvidos em cada ciclo foi estimada pela analise dos
sobrenadantes de lavagem utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, a partir de metodologia
adaptada de Singleton et al. (1999) para menor volume reacional (total: 2 mL). Uma curva
padrdo de 4cido galico foi construida para o intervalo de concentracdo de 50 a 500 mgL
!, Os resultados foram expressos em miligramas por litro (mg'L™?) de Equivalente de
Acido Galico (EAG).

2.2.5. Caracterizacao quimica de biomassa

A caracterizagdo quimica permite um amplo entendimento acerca dos efeitos de
cada pré-tratamento sobre a distribuicdo percentual de cada um dos macro-componentes
constituintes do material lignoceluldsico. Dessa forma, amostras de bagaco ozonizado,
hidrotérmico e OHT foram submetidas a caracterizacdo quimica dos carboidratos
estruturais e lignina com prévia remocao de extrativos em cada biomassa, seguindo os
procedimentos analiticos das normativas NREL/TP-510-42619 e NREL/TP-510-42618
do National Renewable Energy Laboratory — NREL, conforme Sluiter et al. (2012; 2008),
e analise de umidade e cinzas (IAL, 2008). Uma amostra controle, correspondente ao
bagaco ndo-tratado, foi analisada sob as mesmas condicdes.

A quantificacdo dos carboidratos (glicose, xilose, arabinose, celobiose) e do acido

acetico foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em HPLC (marca Waters
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Corp., Milford, MA) equipado com coluna de troca idnica (Aminex HPX-87H, 300 mm
X 7.8 mm, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA), conectado a uma bomba dosadora
(Milton Roy Co., Ivyland, PA), a um amostrador automatico (WatersTM 717 plus
autosampler) e a um detector por indice de refracdo (WatersTM 2414). As analises de
caracterizagdo quimica foram realizadas no Laboratory of Renewable Resources
Engineering (LORRE), Purdue University, Indiana, EUA.

2.2.6. Caracterizacao estrutural de biomassa

Cada pré-tratamento promove distintas perturbagdes estruturais na organizacao da
biomassa lignocelul6sica em virtude da sua natureza e das condi¢Ges operacionais
utilizadas, visando a desconstituicdo parcial da natureza recalcitrante do substrato. A
determinacdo destas alteracGes estruturais foi realizada empregando técnicas como a
radiacdo infravermelho, difracdo de raios-X e microscopia eletronica de varredura em
amostras pré-tratadas por ozonolise, hidrotérmico e combinado, além da amostra in
natura como controle.

A analise de infravermelho com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) foi
realizada pesando-se aproximadamente 100 mg de amostra para a formacao de discos de
12 mm de diametro e 1 mm de espessura obtidos por prensagem (Perrone, 2015). Os
espectros foram coletados em espectrofotémetro Perkin Elmer (FT-IR Spectrum Two,
UART Two) na regido de 600 a 4000 cm™ e os gréficos foram gerados em programa
Origin 8.0.

O indice de cristalinidade das amostras foi determinado por difracdo de raios-X
empregando um difratbmetro de bancada (modelo Rigaku miniflex 300, Toquio, Japéo)
com radiac3o de Cu e linha K, L = 1,542 A (30 kV e 10 mA). A abrangéncia da varredura
foi de 5° a 40°, com velocidade de varredura 1° por minuto (Perrone, 2015). O indice de
cristalinidade foi calculado pelo método proposto por Seagal et al. (1959) e os gréaficos
foram gerados em programa Corel Draw. As analises FTIR-ATR e raios-X foram
realizadas no Laboratorio de Sucroquimica e Quimica Analitica da UNESP de Sao José
do Rio Preto.
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Para a captura das imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV), as
amostras foram previamente preparadas fixando o material por 48 horas em solugéo 2,5%
de glutaraldeido preparado em tampao fosfato (0,1 M; pH 7,3) a temperatura ambiente,
seguido de lavagem com agua destilada, pos-fixacdo em tetroxido de ésmio 0,5% no
mesmo tampdo por 30 min, e desidratacdo em séries crescentes de solugdes alcoolicas. O
material foi seco em CO liquido em aparelho de Ponto Critico CPD 010 (Balzers Union)
e recoberto com ouro em metalizador MED (Bal-Tec SCD 050, Balzers Union). A analise
do material e a documentacdo fotografica foram realizados em microscépio eletrénico
(Quanta 200, Fei Company, Eindhoven, Holanda) utilizando voltagem de aceleragéo de
12,5 kV, pertencentes ao Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Botucatu.
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3. Resultados & Discussao

3.1. Respostas dos pré-tratamentos e caracterizacdo quimica das biomassas

Os processos de ozondlise e hidrotérmico, empregados para o pré-tratamento de
bagaco de cana-de-agucar, geraram biomassas com diferentes caracteristicas quanto a
composicao quimica, a organizacao estrutural e ao aspecto visual, conforme ilustrado na
Figura 5. Se por um lado a deslignificacdo € o mecanismo-chave da ozondlise, por outro,
a solubilizacdo das hemiceluloses representa a principal resposta do pré-tratamento
hidrotérmico. A biomassa ozonizada apresentou colora¢do mais clara do que o bagaco in
natura, e odor residual repulsivo caracteristico do gas 0zénio. A reducéo de cor do bagaco
pré-tratado com o0z6nio explica-se pela oxidacdo parcial da lignina, que é o componente
cromoéforo na biomassa devido a presenca das ligacGes duplas conjugadas com anéis
aromaticos e grupos quinona e quinona metidio em sua estrutura polimérica, sendo,
inclusive, a ozonolise estudada como uma estratégia de reducao de cor de licores negros
na industria de celulose (Guimarraes et al., 2010).

J& 0 bagaco hidrotérmico adquiriu cor mais intensa (marrom) em comparagéo ao
material inicial apds o contato com a elevada temperatura do processo, evidenciando
efeitos secundarios de escurecimento pela degradacdo de carboidratos, especialmente
daqueles constituintes das hemiceluloses, mais susceptiveis a despolimerizacdo nas
condic@es &cidas do pré-tratamento hidrotérmico. Uma das principais vias de degradacéao
de carboidratos sob alta temperatura envolve a desidratacdo da molécula e a introducéao
de ligacbes duplas ou a formacdo de aneis anidro. Nestas reacdes, genericamente
conhecidas como caramelizacdo de agUcares, podem se formar compostos intermediarios
e precursores de cor sob condicdo &cida, como o hidroximetilfurfural (HMF), da
desidratacdo da glicose, e o furfural, a partir da desidratacdo da xilose. A polimerizacéo
destes precursores resulta entdo na formacdo de um polimero colorido — a melanoidina.
Finalmente, o bagago OHT — obtido da combinacdo de ambos pré-tratamentos — resultou
em uma apresentacédo visual distinta, com coloragdo marrom-acinzentada, possivelmente

como consequéncia dos efeitos multiplos de ambos os procedimentos sobre o bagaco.
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Figura5. llustracdo do material apés os pré-tratamentos: (A) bagacgo ozonizado; (B) bagaco
hidrotérmico; (C) bagaco OHT (combinando ozondlise e hidrotérmico).

Devido a natureza gasosa do pré-tratamento com o0zénio, ndo ha perda de massa
total de material durante a etapa de pre-tratamento, ou seja, considera-se que a mesma
massa de bagaco de entrada (in natura) é recuperada ao final da ozonélise como bagaco
ozonizado, comparativamente na base seca. H4 uma certa variacdo de umidade ao longo
do processo de reacdo do gas 0z6nio com o material lignocelul6sico umidificado com
agua, entretanto este componente (a &gua) é consumido ao longo do processo e, portanto,
sua massa é desconsiderada. As perdas de massa do bagaco ozonizado acontecem apenas
na etapa de lavagem dos sélidos, apresentada adiante, na qual se observou um percentual
de solubilizacdo de cerca de 23% a partir da ressuspensdo do material a 5% (m/v) com
agua destilada em temperatura ambiente. Por outro lado, o pré-tratamento hidrotérmico
fracionou o contetdo inicial em uma porgéo solida (bagaco pre-tratado) e uma porgao
liquida (licor). Foi observado que o licor continha cerca de 26% da massa inicial de
solidos nas condicBes operacionais avaliadas. A lavagem deste conteldo pré-tratado
(bagaco hidrotérmico) — sob as mesmas condi¢des citadas para a ozondlise — levou ainda
a uma perda de cerca de 15% da massa de entrada. Complementarmente, quando da
combinacdo da ozonolise ao pré-tratamento hidrotérmico, observou-se um percentual de
solubilizacdo de cerca de 52% do contetdo inicial de bagaco in natura. Dessa maneira,
os indices de rendimento de cada processo foram aqueles indicados através da Tabela 1.

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



93

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

Tabela 1. Indices de rendimento em cada pré-tratamento em bagaco de cana-de-agticar.

Tipo de pré-tratamento Operacéo de lavagem? Rendimento® (%)
Ozonolise - 100%
Ozonolise Incluida 7%
Hidrotérmico - 74%
Hidrotérmico Incluida 63%
Ozonolise + Hidrotérmico - 48%
Ozonolise + Hidrotérmico Incluida 40%

@Uma etapa de lavagem com agua destilada a 5% (m/v) em temperatura ambiente.
b Rendimento considerado como a quantidade de massa de material recuperado na base seca.
Fonte: elaborado pelo autor.

As trés biomassas pré-tratadas foram enriquecidas quanto ao contetdo de
celulose, que representou a porcao de interesse como substrato para a producéo de etanol

celulosico, conforme confirmado pelas analises de caracterizacdo quimica (Tabela 1).

Tabela 2. Analise de composi¢do quimica para amostras de bagaco de cana-de-agUcar
gerados por diferentes estratégias de pré-tratamento e amostra néo-tratada.

Composicao percentual™ (%)

Componente Bagaco néo- Bagaco Bagaco Bagaco
tratado ozonizado hidrotérmico OHT
Celulose 35,9+0.10 45,2+1,64 47,1+£0,49 72,6x1,44
Hemicelulose 19,1 14,4 16,7 3,6
Xilose 15,8+0,59 13,7+0,53 15,3+0,17 3,6+0,11
Arabinose 2,0+0,11 0,7+0,05 1,3+0,07 0,0
Acido acético 1,3+0,15 0,0 0,0 0,0
Lignina 21,1 13,2 22,1 12,7
Lignina Insolivel 1805036 1064030 101£004  11,240,27
Lignina soltvelem 315020 2,74008 2,9+0,01 1,5£0,03
Cinzas 0,4+0,12 0,8+0,32 0,8+0,06 1,1+0,27
Extrativos 21,7 26,1 12,2 9,9
Massa total 98,2 99,7 98,9 99,9

*Composicao de sélidos apresentada como peso seco em base recebida (%). Fonte: elaborado pelo autor.
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De maneira geral, o percentual de celulose presente nas biomassas pré-tratadas foi
incrementado ao nivel de 26%, 31% e 102% no bagaco ozonizado, bagaco hidrotérmico
e bagaco OHT, respectivamente, em relacdo ao material ndo-tratado. Estas respostas
validam a aplicacao das técnicas de pre-tratamento como efetivas formas de promover o
enriquecimento do conteudo de celulose em bagaco de cana. A biomassa gerada pela
combinacdo dos dois pré-tratamentos mostrou-se altamente atrativa quanto a sua
composicdo quimica, sendo um substrato de alto teor de celulose, parcialmente
deslignificado e com baixa quantidade de hemiceluloses residuais que demonstrou alta
compatibilidade composicional para a hidrélise enzimatica.

A composicdo quimica do bagaco OHT apresentou-se similar aquela obtida por
Silva et al. (2011), que propuseram o desenvolvimento de pré-tratamento hidrotérmico
(195 °C, 10 min), seguido de etapa de deslignificacdo com 1% de hidrdéxido de sédio (100
°C, 60 min) e lavagem dos sélidos, que foram compostos por 79% de celulose, 3,7% de
hemiceluloses e 14% de lignina, como a melhor opcdo de pré-tratamento dentre as
condicdes avaliadas. Considerando o emprego do 0z6nio ao invés da solucdo alcalina
como agente deslignificante do bagaco, vislumbra-se, na presente proposta, uma
alternativa de eficiéncia de deslignificacdo equivalente e com menor impacto ambiental
do que aquela obtida pelo emprego de solugdes alcalinas. Nas se¢des seguintes s&o
discutidos mais detalhadamente os efeitos de cada pré-tratamento sobre a composi¢éo

quimica do bagaco de cana-de-agucar.

3.1.1. Deslignificagéo

O efeito de deslignificacao resultou principalmente do ataque oxidativo do 0zénio
diretamente sobre alcenos e anéis aromaticos na estrutura da lignina. Os trés principais
mecanismos de reacdo diretas sdo ilustrados através da Figura 6. Outras reacGes menos
frequentes entre 0 0zdnio e a lignina sdo descritos na literatura (Oliveira & Wosch, 2012;
Travaini et al., 2016b). A ozondlise promoveu individualmente a deslignificacdo de 37%
da lignina total em relacdo ao material inicial (ndo-tratado), e 40% de deslignificacédo
quando combinada ao pré-tratamento hidrotérmico. N&o foi observado efeito de

deslignificacdo a partir do pré-tratamento hidrotérmico individual.
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Figura 6. Mecanismos de acdo direta do 0zénio sobre fragmentos de lignina.
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Legenda: A: estrutura aromatica creosol; B: estrutura alifatica olefina; A-1: 0z6nio com estrutura creosol
liberando radical hidroxila; A-11; 0zdnio com estrutura creosol com ruptura heterolitica de anel aromaético;
B: ozbnio com C=C de acordo com o mecanismo de Criegee; Compostos e reacdes: (1) estado de
transferéncia de carga da estrutura creosol; (2) cation aromatico formado ap6s transferéncia completa de
elétrons; (3) radical ozonideo; (4) oxigénio e radical hidroxila como produtos da protonacgéo do radical
ozonideo; (5) adicdo de 0zbnio ao anel aromatico; (6) protonacdo do anel aromatico; (7) produtos finais da
ruptura heterolitica do anel aromética com formacéo de peréxido de hidrogénio. (8) molozonideo formado
pela reagdo de 1,3-cicloadicio entre 0zdnio e a estrutura olefina; (9) radicais intermediarios carboxila e
Oxido de carboxila (zwitterion) formados pela reacdo de retro-1,3-cicloadi¢do; (10) radical ozonideo
formado pela reacéo de 1.3-cicloadicdo; (11) produtos finais da ozondlise obtidos da hidrolise do radical
ozonideo. Fonte: adaptado de Travaini et al. (2016b).

O incremento na solubilizacgdo da lignina no bagaco OHT pode ser justificado pelo
rompimento das ligacGes covalentes entre a lignina e as hemiceluloses na etapa
hidrotérmica, que se somaram as reacfes oxidativas proprias da ozondlise. Nota-se que
durante o pré-tratamento hidrotérmico a fracdo de lignina solivel em acido — a por¢éo
menos recalcitrante do polimero — foi levemente afetada, enquanto a proporgéo de lignina
insolivel em &cido permaneceu inalterada apds o pré-tratamento. Segundo Ko et al.
(2015), as elevadas temperaturas atingidas no pré-tratamento hidrotérmico promovem
sucessivas reacdes de despolimerizacdo e repolimerizacdo da lignina, alterando seu
estado inicial, porem mantendo-a essencialmente insolGvel. A fracdo de lignina soltvel

foi minimamente reduzida (6,5%) pelo pré-tratamento hidrotérmico individual, porém
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cerca de 52% foi solubilizada quando os pré-tratamentos foram combinados. Segundo a
literatura, parte desta lignina despolimerizada hidrotermicamente pode se depositar na
superficie das fibras como lignina globular, e provocar efeitos negativos de adsorcéo nao-
produtiva em enzimas durante a etapa de sacarificacdo (Li et al., 2014; Wang et al., 2015).
Neste ponto, procedimentos de lavagem dos solidos pré-tratados podem minimizar 0s
efeitos negativos da lignina globular.

Dessa maneira geral, o bagaco OHT foi a biomassa com menor percentual de
lignina total (12,7%), correspondente a uma deslignificacdo de 40%, e foi obtida sem a
adicdo de nenhum reagente quimico alcalino ou solvente organico, que séo tipicamente
empregados para promover a solubilizacdo da lignina. Outros autores reportaram indices
de deslignificacdo similares ou superiores utilizando ozondlise em bagaco de cana-de-
acucar, entretanto demandando de maior quantidade de gas 0z6nio e/ou maior tempo de
operacédo, conforme listado na Tabela 2. Por exemplo, Travaini et al. (2013) utilizaram
uma quantidade cerca de 2,7 vezes superior de 0z6nio em relacdo a este trabalho para
atingir 41% de reducéo da lignina total. No mesmao sentido, Barros et al. (2013) obtiveram
a maxima reducao de lignina total de 64% consumindo mais de 5 vezes a concentracdo
de ozonio. Os mesmos autores reportaram uma remocao de 42% da lignina total em 30
minutos utilizando um consumo similar ao utilizado neste trabalho (0,078 versus 0,072 g
O3 x g bagaco™), porém a ozondlise foi realizada em um reator equipado com sistema de
aquecimento (40 °C) e agitacdo de pas que, possivelmente, contribuiram para uma melhor
dispersdo do gas no sistema e, consequentemente, permitiu maior reatividade entre o
ozonio e o material lignoceluldsico (Barros et al., 2013).

Portanto, pela comparacdo direta entre 0 consumo de Os e o indice de
deslignificacdo deste trabalho e aquele reportado por Travaini et al. (2016), que fizeram
uso das mesmas colunas de ozonolise em leito fixo, podemos afirmar que a eficiéncia de
deslignificacdo neste trabalho foi superior, ja que foram obtidos 40% de deslignificacdo
consumindo 0,072 g Os x g bagago™, o que representou /3 da quantidade de oz6nio
utilizada por Travaini et al. (2016), que foi de 0,110 g Oz x g bagaco™ para alcancar 41%
de deslignificagéo.
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Tabela 3. Quadro comparativo do indice de deslignificacdo de bagaco de cana-de-agUcar
obtido por diferentes autores utilizando pré-tratamento por ozonolise.

- Condicdes operacionais da ozonolise
Indice de

deslignifi- Teorde Consumode Tempode  Tamanho  Tipo de Referéncia
cacio* umidade ozbnio (O3  processo de particula reator

(%) g bagaco™) (min) (mm) utilizado
40% 50 0,072 60 <1,5 leito fixo Este trabalho
L Travaini et
0,
41% 50 0,110 n.d. <12 leito fixo al. (2016)
oL Travaini et
(0)
67% 40 0,210 120 n.d. leito fixo al. (2013)
42% 60 0,078 30 <20 STR**
Barros et al.
9 60 60 <20 STR
55% 0,187 (2013)
64% 60 0,377 120 <20 STR

n.d. = ndo descrito; *Indice de deslignificagdo calculado como reducéo de lignina total; **STR= stirred tank reactor.
Fonte: elaborado pelo autor.

3.1.2. Solubilizacéo das hemiceluloses

H& uma série de modelos cinéticos que buscam descrever a despolimerizacao das
hemiceluloses nas condi¢des do pré-tratamento hidrotérmico, conforme revisado por Ruiz
et al. (2013), sendo amplamente aceitas trés etapas de desconstrucdo: (i) fragmentacédo
dos polimeros com liberacdo de produtos primarios intermediarios, como Xilo
oligossacarideos (XOS), &cido acético e acidos urénicos; (ii) auto hidrélise acida dos
oligdbmeros de carboidratos gerando os monémeros, como Xilose, arabinose, glicose etc.;
(iii) decomposicdo dos mondmeros em produtos finais de degradacdo, como furfural e
acido formico (Jonsson & Martin, 2016; Zhuang et al., 2016b). Dessa maneira, o desafio
no pré-tratamento hidrotérmico consiste em combinar condi¢Bes operacionais (tempo,
temperatura, propor¢do de solidos, pH, tamanho de particulas) efetivas para obter a
maxima despolimerizacdo das hemiceluloses, e assim gerar uma fracéo sélida composta
basicamente por celulignina e, adicionalmente, uma fracdo liquida (licor)
preferencialmente rica em oligdbmeros e/ou mondémeros de carboidratos, mas livre dos
produtos de degradacdo, que sdo habitualmente indesejaveis pela sua toxicidade sobre as

enzimas e 0s micro-organismos envolvidos nas etapas posteriores do processo.
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A condigdo hidrotérmica testada neste trabalho (190 °C/ 15 min/ 10% sdélidos
totais) foi de média severidade (logR. = 4,40) e observamos que a biomassa resultante
apresentou uma reducdo de 13% na composicdo centesimal de hemiceluloses na fragcdo
solida. J& o bagaco OHT foi intensamente solubilizado quanto ao contetdo de
hemiceluloses, com 81% de redugdo em relagdo ao contetdo inicial (bagaco ndo-tratado).
Comparativamente aos dados da literatura, a solubilizagdo de hemiceluloses pelo pré-
tratamento hidrotérmico individual foi baixa. De maneira geral sdo reportados percentuais
de solubilizacdo entre 40 e 60% para diferentes biomassas lignocelulésicas (Ruiz et al.,
2013), porém indices ainda mais elevados, entre 67% e 88%, foram obtidos com sucesso
por Silva et al. (2011) em bagaco de cana-de-agUcar usando reator hidrotérmico. Michelin
et al. (2015) obtiveram cerca de 34% de solubilizacdo utilizando a condi¢cdo de 180 °C/
30 min, e 78% em 200 °C/ 30 min. Nota-se que a relacdo entre temperatura e tempo de
residéncia influenciam fortemente nas caracteristicas fisico-quimicas dos materiais pré-
tratados hidrotermicamente. Habitualmente as condigcOes de elevada severidade (tempo
longo, temperaturas elevadas) tendem a solubilizar mais e gerar muitos produtos
indesejaveis de degradacdo dos carboidratos, enquanto as condicdes que combinem
tempo longo de residéncia e temperaturas brandas favorecem a preservacgado dos produtos
e mantém alta solubilizacdo da hemicelulose, elevando entretanto o custo operacional
(Ruiz et al., 2013).

Apesar da baixa solubilizacdo das hemiceluloses no pré-tratamento hidrotérmico,
a combinacdo deste procedimento a ozondlise revelou um alto potencial de
despolimerizacdo da xilana e dos demais polimeros que a comp&em. Neste caso a alta
taxa de solubilizacdo no bagaco OHT parece ser resultante da acdo potencializada do
0zOnio sobre a ruptura das ligagdes covalentes que ligam as hemiceluloses e a lignina,
somada a um intenso efeito hidrolitico pelas moléculas de agua ionizadas em condigéo
acida. Detectamos uma condicdo particular na combinacdo dos pré-tratamentos, ja que o
pH habitual no processo hidrotérmico fica na faixa de 4,5, e o pH observado no processo
usando bagaco ozonizado ao invés de bagaco in natura foi em torno de 2,0. Esta condicéo
mais rigorosa de acidez parece ter provocado a auto hidrolise dos xilo-oligossacarideos,
normalmente presentes em grande quantidade nas fracdes liquidas do pré-tratamento

hidrotérmico, liberando monémeros no licor, que foi composto por mais de 20 gL de
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acucares, sendo destes 15,3 g'L! de xilose, 3,6 g'L™ de glicose e 1,8 gL de arabinose.
Considerando apenas as quantidades de xilose e arabinose do licor (17,1 gL™), a
combinacdo da ozondlise e pré-tratamento hidrotérmico permitiu recuperar 75% da
porcdo de hemiceluloses original do bagaco in natura (19,1% em 3,5 g de bagaco
correspondem a 0,668 g de hemicelulose) na forma de monémeros de carboidratos (17,1
gL em 33,5 g de 4gua equivalem a 0,572 g de aglcares ou 0,503 g de xilana).

O acumulo de aclcares monoméricos no licor representa uma vantagem
importante porque estas formas monoméricas estdo prontamente disponiveis para 0s
micro-organismos. Habitualmente os licores de bagaco hidrotérmico sdo compostos por
baixa quantidade de aglcares monoméricos e elevada concentracdo de oligossacarideos,
como, por exemplo, uma composicdo de 12,5 gL de xilo-oligossacarideos, 5,6 g'L™ de
outros oligossacarideos, e apenas 2,0 g'L™! de monossacarideos (Michelin et al., 2015).
Tal particularidade, referente a composicdo de subprodutos monoméricos no licor da
combinacdo dos pré-tratamentos, torna esta proposta sensivelmente diferente de um pré-
tratamento hidrotérmico convencional. Por esse motivo, sugere-se uma denominagao
propria para o processo como “Tratamento Hidrotérmico Acidificado por Oz6nio”,
representado pela sigla THAO, no qual o bagaco OHT e o licor rico em xilose s&o os dois
principais produtos gerados, conforme apresentado através de fluxograma de operacdes
proposto na Figura 7, que contempla a producdo de etanol celul6sico por hidrélise
enzimatica do bagaco OHT, seguida da fermentacdo alcodlica do contetido hidrolisado.

No fluxograma de operacBes do processo THAO estdo incluidas as etapas de
downstream, sendo que a primeira separacdo sélido/liquido apds a etapa hidrotérmica é
promovida por filtracdo a vacuo na escala laboratorial. Entdo os solidos pré-tratados sdo
submetidos a um procedimento de lavagem simples do bagaco visando remover 0s
subprodutos remanescentes sobre as fibras. O bagaco OHT lavado pode ser finalmente
submetido a hidrolise enzimética, enquanto os liquidos (licor C5 e liquido de lavagem)
podem compor um meio de cultivo rico em xilose que pode encontrar distintas aplicagoes
tecnoldgicas. Um terceiro procedimento de downstream € necessario para a coleta do
sobrenadante hidrolisado C6 livre dos residuos solidos da sacarificacdo, que pode entédo
ser destinado a etapa fermentativa para a conversao dos acucares em etanol por leveduras

industriais e, finalmente, destilado para a recuperacdo do etanol celulésico anidro.
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Figura 7. Fluxograma de operagdes do processo THAO para obtencéo de etanol celulésico.
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Fonte: elaborado pelo autor.

3.1.3. Solubilizagdo de compostos fenolicos totais

O processo de deslignificagdo, promovido especialmente durante a etapa de

ozonolise, gerou uma série de fragmentos como produto da despolimerizagdo da lignina.
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Estes fragmentos sdo essencialmente compostos fendlicos de baixa massa molecular que
reconhecidamente inibem enzimas e leveduras, por isso a sua presenca junto ao bagaco
pré-tratado é indesejavel (Jonsson & Martin, 2016; Mhlongo et al., 2015; Ximenes et al.,
2011, 2010). Devido a ozonolise ser um procedimento gasoso, 0s compostos fenolicos
gerados permaneceram ligados fisicamente aos soOlidos pré-tratados e foram,
opcionalmente, solubilizados no licor de pré-tratamento durante a etapa hidrotérmica,
quando os pré-tratamentos foram combinados. Para o bagaco hidrotérmico, por outro
lado, o licor de pré-tratamento solubilizou e carregou a maior parte dos compostos
fendlicos formados durante o pré-tratamento, assim foram obtidos sélidos pré-tratados
parcialmente livres de compostos fenolicos totais (CFT).

Portanto, cada pré-tratamento libera diferentes quantidades de compostos
fenolicos residuais como resposta a solubilizacdo parcial da lignina nas condigdes
préprias de cada processo. Observamos que a solubilizacdo de CFT foi crescente a partir
da ozondlise (937 mg-L™), sequida por hidrotérmico (2.320 mg-L™), e mais intensamente

presente no processo combinado (3.000 mg-Lt), conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8. Solubilizacdo de compostos fendlicos totais a partir das diferentes estratégias de
pré-tratamento estudadas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Procedimentos de lavagem de sélidos pré-tratados sdo formas comuns e eficientes
de remover os CFT e minimizar seus efeitos inibitdrios nas etapas posteriores (Kim et al.,
2014; Toquero & Bolado, 2014; Xiros & Olsson, 2014). Considerando apenas a fragdo
sélida de interesse & hidrolise enzimatica, nota-se que o bagaco ozonizado (937 mg'L™ de
CFT) apresentou maior concentracdo de CFT dos que os bagagos hidrotérmico e OHT,
que continham 857 mg'L* e 681 mg-L, respectivamente. Promovendo a lavagem destes
substratos foi possivel observar claramente a reducéo gradual do conteido de CFT apds
cada etapa, atingindo indices de remocao de 88% (ozonizado) e 93% (hidrotérmico) apds
5 ciclos de lavagem, e 75% em uma etapa Unica de lavagem do bagaco OHT, conforme
apresentado na Fig. 9. Portanto, procedimentos de lavagem em temperatura ambiente
podem representar uma forma custo-efetiva de reducdo de CFT em bagacos pré-tratados
por ozondlise e pré-tratamento hidrotérmico, gerando substratos potencialmente menos

toxicos para enzimas celuloliticas e hemiceluliticas.

Figura 9. Remoc¢do de compostos fenolicos totais sollveis por lavagem para bagaco
ozonizado, hidrotérmico e OHT.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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3.2.Caracterizacao estrutural por FTIR-ATR

A andlise de espectrometria de infravermelho (FTIR-ATR) foi empregada
buscando detectar as principais alteracBes estruturais promovidas pelos pré-
tratamentos em comparacgédo ao material de referéncia (ndo-tratado) no que diz respeito
aos grupamentos quimicos funcionais. Analisando espectros de varredura na regido
entre 4.000 e 600 cm™, foi observado que cada bagago continha diferentes perfis de
vibracdo de ligacBes especificas, que foram correlacionadas com os efeitos
promovidos pelas rea¢fes do 0zénio com o bagaco, e dos ions cataliticos gerados pela
ionizacdo das moléculas de agua com o bagaco durante cada pré-tratamento. Os
principais sinais das vibracdes de interesse na analise de um espectro de infravermelho
de bagaco de cana-de-agUcar sdo aqueles relacionados na Tabela 4.

Em acordo com as respostas da caracterizacdo quimica, confirmamos a acéo
especifica do ozénio sobre a lignina por infravermelho devido a reducéo do sinal nas
bandas localizadas nas regides de 1600 cm™ e 1510 cm™ correspondentes aos anéis
aromaticos (Pereira et al., 2016), 1240 cm™ relativo a ligacdo [C-O] em guaiacil
(Brienzo etal., 2017), e 833 cm™ atribuida a vibragéo [C-H] fora do plano em unidades
de p-hidroxifenil, um dos precursores da lignina (Hoareau et al., 2004). Tanto o bagaco
ozonizado quanto o bagaco OHT apresentaram estas alteracdes especificas indicando
deslignificacdo em relacdo ao controle (bagaco nédo-tratado) (Fig. 11). Por outro lado,
tais efeitos ndo foram detectados no bagacgo hidrotérmico e estdo em acordo com 0s
resultados de caracterizacdo quimica, que também demonstraram inexisténcia de

deslignificacdo neste pré-tratamento.
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Tabela 0-4. Sinais de vibracdo em infravermelho tipicos para bagaco de cana-de-agucar.

(ilrr%all) Tipos de vibracédo e grupos funcionais envolvidos Referéncias
3340- Estlr_amento de [-OH] em alcool (celulose e Sun etal., 2004
3400 hemicelulose)

2920 Estlr_amento de [-OH] em acido carboxilico (celulose e Sun et al., 2004

hemicelulose)
éggo Regiéo de fingerprint (diferentes grupos) Poletto et al., 2012

1786 Vibracdo em anel aromatico (lignina) Perrone, 2015
1727- Estiramento em [C-O] de cetonas ndo conjugadas, éster Hoareau, 2004; Sun
1732 ou acidos carboxilicos etal., 2004
1680 Vibracdo em anel aromético (lignina)

1644 Xu et al., 2013; Liu
1600 | Vibragdo em anel aromatico e ligagio [C=C] em lignina | €t @l-, 2007; Sun et

al., 2004, Pereira et

1536 al. (2016)

1510- Vibragdo em anel aromético (lignina)

1515 ¢ g

Estiramento de [-CH] em celulose e hemicelulose;
1344 celulose cristalina Perrone, 2015
1240- | Absorcao por [C—H] e estiramento em [C—QO] de grupos Juetal., _201.1; Liu et
. ! ) o al., 2007; Brienzo et
1245 acetil em hemicelulose; [C-O] em anel guaiacil
al. (2017)

1158- Estiramento em [C-O-C] de ligac0es glicosidicas Xu etal., 2013; Sun
1090 B(1—4) et al., 2004
1049- Estlr_amento de_ Ilga(;ogs_ [C—C] e [C-0O] em celulose ou Liu et al., 2007
1035 hemicelulose (inespecificas)

. N L Liu et al., 2007; Xu
897 E(siuiaérgento em [C-O-C] de ligacdes glicosidicas et al., 2013: Sun et
al., 2004
833 Vibragdo do [C—H] fora do plano em unidades de p- Hoareau et al., 2004;
hidroxifenil em lignina Ciobanu et al. 2004

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 10. Espectro FTIR-ATR de bagaco ozonizado em comparacéo ao bagaco ndo-tratado
(controle).

© OO0 Ww o0 ow o
. 3 S 8885 23 38 8
8 . SEE YT o
. 964
S
© |
e 94
©
E o4
[72]
§ 92
|_
90 -
88+ —— Nao tratado
. Ozonizado
86 +——"T—"——T T T T 17T

| y | ‘ | ’ | ' | ] |
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda (cm-1)

Fonte: elaborado pelo autor.

De maneira geral, o espectro de infravermelho do bagaco hidrotérmico
apresentou composicdo de bandas bastante similar ao controle, ou seja, ndo houve o
surgimento ou desaparecimento de sinais ao longo do espectro, houve apenas variacao
na intensidade dos sinais (Fig. 12). Portanto, sugere-se que este resultado represente
apenas o efeito de solubilizagdo e concentragdo dos componentes da biomassa, que
ndo foram quimicamente modificados durante o procedimento hidrotérmico em
bagaco de cana-de-actcar. Por exemplo, as regides de 3300 cm™, 2900 cm™ e 1030
cm! sdo amplamente representativas das estruturas de celulose e hemicelulose e foram
intensamente aumentadas nos solidos em virtude da separagdo de parte do contetido

solubilizado através do licor.
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Figura 11. Espectro FTIR-ATR de bagaco hidrotérmico em comparacao ao bagaco néo-
tratado (controle).
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Fonte: elaborado pelo autor.

As respostas do espectro de infravermelho do bagaco OHT demonstram
simultaneamente alguns efeitos de aumento do sinal em bandas nas regides
correspondentes aos carboidratos (regides de 3300, 1240 e 1035 cm™), e reducio de
sinal em bandas correspondentes a lignina (1680, 1240 e 833 cm™) como resultado da
combinacdo dos pré-tratamentos (Fig. 13).
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Figura 12. Espectro FTIR-ATR de bagaco OHT em comparac¢do ao bagaco ndo-tratado
(controle).
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Fonte: elaborado pelo autor.

A regido denominada fingerprint, definida entre os comprimentos de onda de
1800 a 800 cm™ em lignocelulose (Poletto et al., 2012), é a regido do espectro de
infravermelho utilizada com mais frequéncia por fornecer informacgdes mais precisas
dos principais componentes do material. Um resumo comparativo de todos os
espectros de bagacos na regido do fingerprint é apresentado através da Figura 13.
Novamente, denota-se uma suavizagdo das bandas relativas a lignina (1600, 1510,
1240 e 833 cm™) na presenca da ozondlise, e uma intensificacdo das bandas relativas
as ligacdes B-glicosidicas pertencentes aos polimeros de carboidratos (1158, 1090 e
897 cm™) e radicais associados a eles, como carbonila (1732 cm™) e metil (1344 cm-

1, especialmente quando foi aplicado tratamento hidrotérmico. De maneira geral, as
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andlises de infravermelho foram coerentes com os resultados da analise quimica

composicional.

Figura 13. Espectros de FTIR-ATR na regido do fingerprint para bagaco ozonizado,
hidrotérmico e OHT em comparacéo ao controle.
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3.3.Caracterizacao estrutural por difracdo em raio-X

A analise de difracdo em raio-X permitiu estimar o indice de cristalinidade (lcr)
nas amostras de bagaco de cana-de-acUcar ap0s cada pré-tratamento. A cristalinidade em
materiais lignoceluldsicos deriva da porcdo cristalina representada pela celulose e é
inversamente proporcional a quantidade de contedo amorfo composto principalmente
por hemiceluloses e lignina. Amostras de bagaco de cana-de-aclcar normalmente
apresentam 3 picos de difracdo em raio-X a 26 em aproximadamente 16, 22’ e 35 (Perrone
et al., 2016a). Observamos incremento na cristalinidade de todas as amostras pré-tratadas
em relacdo ao controle na seguinte ordem: bagaco OHT > bagaco hidrotérmico > bagaco
ozonizado > bagaco ndo-tratado (Fig. 14). Este comportamento é habitual e justificado
pelos mdltiplos efeitos de despolimerizacdo e solubilizacdo das porcdes amorfas
previamente discutidos. Outros autores reportam aumento no indice de cristalinidade em
diferentes biomassas lignocelul6sicas ap6s pré-tratamento alcalino (Gabhane et al.,
2015), &cido (Brienzo et al., 2017; Pereira et al., 2016), hidrotérmico (Moutta et al., 2013)
e ozondlise (Perrone et al., 2016b). Portanto, as andlises de difracdo em raio-X
confirmaram que 0s materiais pré-tratados se apresentaram proporcionalmente
enriquecidos quanto ao contetdo de celulose inicial, sendo assim, mais cristalinos.

O indice de cristalinidade observado para o baga¢o nao-tratado, de 58,5%, esta de
acordo com os dados da literatura e pode variar entre 52% a 60% (Pereira et al., 2016).
De maneira similar, o bagaco ozonizado apresentou 67,3% de cristalinidade e é
condizente com o indice de 68% reportado por Perrone et al. (2016a). JA o bagaco
hidrotérmico desde trabalho apresentou Icr de 72,8%, que foi superior ao indice de cerca
de 60% encontrado por Moutta et al. (2013). O bagaco OHT, obtido pela combinacédo da
ozonolise seguida do tratamento hidrotérmico, apresentou o maior indice de cristalinidade
de 73,1%, e coerentemente esta amostra foi a que apresentou maior percentual de celulose
(72,6%) na andlise de caracterizagdo quimica.

Antigamente considerava-se que o aumento no indice de cristalinidade diminuia
a digestibilidade das biomassas na hidrolise devido a maior recalcitrancia e, portanto,
menores indices de conversdo enzimatica seriam alcancados nestes substratos (Beguin,

Aubert, 1994, Yoshida et al., 2008). Entretanto, o indice de cristalinidade representa
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apenas um pardmetro de um dentre varios fatores que devem ser levados em consideracao
para se predizer uma taxa de rendimento de conversdo enzimatica. Dentre estes fatores
destacam-se a acessibilidade da area superficial da celulose, a porosidade e tamanho de
particulas do material, e a proporcdo relativa de celulose disponivel para catalise
enzimaética (Pereira et al., 2016; Sun et al., 2016). Portanto, o indice de cristalinidade néo
deve ser associado diretamente a digestibilidade dos substratos, mas pode ser interpretado
como um indicador do potencial de remocao de componentes ndo-cristalinos da biomassa

pelos pré-tratamentos.

Figura 14. Difratogramas de raio-X e indices de cristalinidade em bagago ozonizado,
hidrotérmico (LHW) e OHT em comparagao ao controle (in natura).
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Fonte: elaborado pelo autor.

3.4.Caracterizacao estrutural por microscopia eletrénica de varredura

As modifica¢bes provocadas pelos pré-tratamentos na morfologia celular do
bagaco de cana-de-acucar foram avaliadas empregando a técnica de microscopia

eletronica de varredura (MEV). A superficie celular do material ndo-tratado revelou
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tecidos lisos e estruturalmente organizados conforme ilustrado na Figura 15. A acéo do
ozOnio provocou diversas alteracdes na parede celular do bagago, que foram
caracterizadas como “aberturas” ou “rompimentos”, os quais geraram uma superficie
visualmente mais porosa, porém ainda estruturalmente preservada, como pode ser
observada pela compartimentacdo celular na amostra de bagaco ozonizado (Fig. 16).
Possivelmente esta caracteristica esteja relacionada ao fato de que a ozondlise é uma
interacdo quimica sélida-gasosa de alta especificidade entre a lignina e o 0zénio e que
ocorre em temperatura branda de reacdo, evitando a degradacdo completa da fibra
lignocelulosica.

O bagaco hidrotérmico apresentou intensa deformacao superficial especialmente
caracterizada por fraturas longitudinais nas fibras (Fig. 17). A ionizacdo das moléculas
de agua sob alta pressdo parece ter promovido diversas alteracdes aleatorias
caracterizadas pela presenca de “rompimentos” na superficie do bagaco. Nas amostras de
bagaco hidrotérmico detectou-se a presenca de estruturas globulares depositadas junto as
fibras, que poderiam indicar a formacdo de lignina globular sob as condicdes do pre-
tratamento testadas (190 °C, 15 min). Sabe-se que a lignina sofre despolimerizacao e
aglomeracdo em temperaturas inferiores a 200 °C (Zhang et al., 2015; Hamdan et al.,
2000). Caracteristicas similares foram observadas na superficie do bagaco OHT,
representado por um desarranjo generalizado da estrutura celular devido a combinacéo
dos dois pré-tratamentos (Fig. 18). Além disso, o bagaco OHT apresentou-se mais
quebradico e fragil durante a fixacdo das amostras para microscopia.

As analises morfoldgicas por microscopia confirmaram a desconstrucdo parcial
da rigida estrutura celular do material lignocelul6sico em bagaco de cana-de-aclcar a
partir dos pré-tratamentos propostos, revelando novos conteudos celulares caracterizados
pela irregularidade superficial, maior exposicdo das macromoléculas e, portanto,
possivelmente maior area de contato e maior acessibilidade para a atuagdo de enzimas na

sacarificacao.
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Figura 15. Eletromicrografias (MEV) de bagaco ndo-tratado com lentes de 400x, 1000x e
2000x.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 16. Eletromicrografias (MEV) de bagaco ozonizado com lentes de 400x, 1000x e
2000x.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 17. Eletromicrografias (MEV) de bagaco hidrotérmico com lentes de 400x, 1000x e
2000x.

Fonte: elaborado

>

pelo autor.

Figura 18. Eletromicrografias (MEV) de bagaco OHT com lentes de 400x, 1000x e 2000x.
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4. Conclusoes

Este capitulo apresentou os pré-tratamentos aplicados ao bagaco de cana-de-

acucar visando o incremento na oferta e acessibilidade de celulose para fins de hidrolise

posterior. Os estudos de caracterizacdo quimica das biomassas geradas pelos pré-

tratamentos ozondlise, hidrotérmico e pela combinacéo de ambos foram suportados por

analises de caracterizacdo estrutural usando as técnicas de espectrometria de

infravermelho (FTIR-ATR), espectroscopia de difracdo em raio-X e analise morfoldgica

por microscopia eletronica de varredura (MEV). A partir desse conjunto de dados,

destacam-se as seguintes conclusoes:

Tanto a ozondlise quanto o pré-tratamento hidrotérmico sao opcdes eficientes para
promover a despolimerizacdo de bagaco de cana-de-agucar, sendo a ozonolise
competente na deslignificacdo do material, e 0 processo hidrotérmico efetivo na
solubilizacédo das porgdes amorfas, especialmente as hemiceluloses;
Combinando os dois pré-tratamentos estabeleceu-se um processo denominado
THAO - Tratamento Hidrotérmico Acidificado por Ozénio —, que produz um
bagaco de alta potencialidade para a sacarificacdo enzimatica, evidenciado através
da alta concentracdo de celulose parcialmente livre de contetdos amorfos (lignina
e hemicelulose), e um licor rico em xilose monomérica;

OperacOes de lavagem convencional em temperatura ambiente se mostraram
efetivas para a reducdo do contetido de compostos fendlicos residuais presentes
nos solidos ozonizado e hidrotérmico;

As respostas obtidas das andlises quantitativas de composicdo quimica da
biomassa, dos espectros de infravermelho e difracdo em raio-X foram capazes de
confirmar os efeitos de deslignificacdo especificos do 0z6nio, com consequente
enriquecimento do conteldo cristalino de celulose nas amostras pré-tratadas;

As anélises de microscopia eletrénica de varredura demonstraram a perturbacéo
estrutural e desarranjo da superficie dos bagacos pré-tratados por ozonolise e pré-

tratamento hidrotérmico, possivelmente tornando-os mais susceptiveis a hidrolise.
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Capitulo 3: Sacarificacao e fermentacéo alcoolica de
bagaco de cana-de-acUcar para obtencao de etanol
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RESUMO

A etapa de sacarificacdo enzimatica é crucial para a obtencéo de agUcares fermentesciveis
para a producdo de etanol de bagaco de cana-de-acUcar. A acessibilidade da celulose
como principal substrato é determinante para alta performance enzimatica de celulases e
parece estar diretamente associada a remocgdo de contedo amorfo, representado por
lignina e hemicelulose, durante o pré-tratamento. O bagaco OHT apresentou maior
digestibilidade em relacdo aos bagagos ozonizado e hidrotérmico, acumulando mais de
50 gL de glicose no meio hidrolisado, correspondente a um rendimento de 67%. O
desenvolvimento da ozondlise na presenca de acido sulfarico de baixa molaridade é capaz
de reduzir o tempo de processo pela metade e aumentar a oferta de glicose em cerca de
23% em relacdo a ozondlise com agua, por outro lado, estimula-se o acumulo de
compostos inibitérios no licor, especialmente furfural e hidroximetilfurfural. A
fermentabilidade dos meios hidrolisados de bagaco ozonizado, hidrotérmico e OHT foi
comprovada com eficiéncia superior a 90% em tempos de fermentacéo que variaram entre
20 e 42 horas para Saccharomyces cerevisiae linhagem JP-1, e entre 12 e 42 horas para a
linhagem Y150, que demonstrou produtividade superior de etanol devido a sua

adaptabilidade celular para compostos fendlicos.

Palavras-chave: Sacarificacdo. Hidrdlise. Enzima. Celulase. Fermentacdo alcoolica.

Etanol. Levedura.
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ABSTRACT

Enzymatic saccharification is a crucial step to achieve fermentable sugars on ethanol
production from sugarcane bagasse. The accessibility of cellulose, the main substrate, is
a key-point to achieve high performance of cellulases and it seems directly associated
with the removal of amorphous components, represented by lignin and hemicellulose,
during the pretreatment step. OHT bagasse showed the highest digestibility in
comparison to ozonated and hydrothermal bagasse, reaching more than 50 gL of
glucose in the hydrolysate, corresponding to 67% of glucan conversion yield. By
performing ozonolysis using low molarity sulfuric acid is possible to reduce the half-time
of processing and increase around 23% of glucose concentration in comparison to the
ozonolysis using water, however, a higher concentration of inhibitory by-products was
detected on liquor, especially furfural and hydroxymethylfurfural. The fermentability of
both ozonated, hydrothermal and OHT-bagasse hydrolysates was proved with 90"% of

efficiency or upper, and fermentation run along 20 to 42 hours using Saccharomyces

cerevisiae strain JP-1, and 12 to 42 hours to strain Y150. The higher productivity of Y150

could be attributed to its cellular adaptability to phenolic compounds.

Keywords: Saccharification. Hydrolysis. Enzyme. Cellulase. Alcoholic fermentation.
Ethanol. Yeast.
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1. Introducéo

O processo de desconstrucdo da rigida estrutura lignocelulésica e sua
recalcitrancia inicia-se com o0s procedimentos de pre-tratamento, reconhecidamente
capazes de promover perturbacBes quimicas e estruturais competentes no incremento da
digestibilidade dos polimeros de carboidratos, os quais, na sequéncia, sdo alvos de
maltiplos ataques cataliticos eficientemente realizados por diferentes enzimas hidroliticas
que liberam moléculas monoméricas assimilaveis por micro-organismos. Portanto, a
desconstrucdo da fibra lignocelul6sica é dependente da etapa de despolimerizacdo da
estrutura original fragilizada pelo pré-tratamento, também reconhecida como
sacarificacdo, da qual se obtém os acUcares redutores para 0s processos fermentativos de
obtencédo de biocombustiveis e bioquimicos renovaveis.

A sacarificacdo enzimatica tem sido amplamente estudada comparativamente a
sacarificacdo acida, que requer condi¢des extremas de natureza fisico-quimica e implica
na producdo de uma série de subprodutos inespecificos e potencialmente tdxicos, tanto
ao proprio processo, quanto ao meio ambiente. Por outro lado, o processo biolédgico
mediado por enzimas € brando, sustentavel e vem evoluindo no quesito eficiéncia x custo
de producdo, que ainda representa o maior desafio para sua ampla utilizacdo industrial.
Os coquetéis enzimaticos empregados na hidrélise de bagaco de cana-de-agucar sdo
habitualmente compostos por trés classes de enzimas: (1) endoglucanases (EGS),
responsaveis pelo rompimento das ligagdes B-glicosidicas nas regides amorfas da
celulose, gerando oligdbmeros e novas terminacBes redutoras aleatérias; (I1)
exoglucanases ou celobiohidrolases (CBHs), que atuam sobre as extremidades livres das
cadeias de celulose, gerando principalmente celobiose; e (I11) B-glicosidases, que séo
responsaveis pela liberacdo de glicose a partir da celobiose. A catalise enzimatica para a
decomposicgéo da celulose acontece de maneira cooperativa e simultanea e normalmente
é favorecida na presenca de enzimas acessorias, como aquelas com atividades de
xilanases e PB-xilosidases sobre as hemiceluloses, oxidorredutases sobre as regides
cristalinas da celulose (Hu et al., 2014), e proteinas sem atividade catalitica, como

swoleinas e expansinas, que aumentam a acessibilidade das enzimas ao substrato por
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promover o rompimento de ligagOes de hidrogénio nas microfibrilas da celulose (Liu et
al., 2015).

De fato, a sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica é um processo tecnicamente
complexo devido ao grande numero de fatores que influenciam na digestibilidade do
material, como, por exemplo, o indice de cristalinidade e o grau de polimerizagdo da
celulose, a composi¢do quimica e a distribuicdo da lignina e das hemiceluloses junto a
celulose, a area superficial de contato de cada substrato, a espessura da parede celular, a
porosidade e o tamanho das particulas (Yan et al., 2015). Assim, o estudo e o
aperfeicoamento de enzimas para a maxima desconstru¢do do material lignocelul6sico
representa um desafio constante na busca por coquetéis de alta performance que
viabilizem o processamento bioquimico de residuos agricolas lignocelul6sicos.

Os processos de fermentacdo alcoolica sdo extensivamente conhecidos e o
metabolismo da levedura etanologénica Saccharomyces cerevisiae € um dos mais
estudados na microbiologia. Ha, entretanto, desafios particulares que os meios de cultivo
obtidos a partir de hidrolisado de materiais lignocelulésicos impdem as classicas
leveduras produtoras de etanol. Tais desafios dizem respeito principalmente a presenca
de uma série de compostos inibitorios e seus efeitos negativos sobre as células
microbianas. Dependendo do tipo de pré-tratamento e do grau de severidade empregado,
é possivel encontrar até trés classes de inibidores de fermentacdo, que sdo: os acidos
alifaticos — como os acidos acético, formico e levulinico —, os aldeidos furanicos — como
furfural e hidroximetilfurfural (HMF) —, e os compostos fendlicos e aroméaticos — como
acido ferdlico e vanilina, por exemplo. A inibicdo por &cidos carboxilicos alifaticos é
menos preocupante em meios hidrolisados de gramineas (ex. a cana-de-agUcar) do que
em hidrolisados de madeiras, ja que o baixo contetdo de grupos acetila naqueles
minimiza o acumulo excessivo de &cido acético, enquanto o acido formico e levulinico
sdo gerados apenas a partir da degradacdo de compostos furanicos resultantes da
desidratacdo de carboidratos em condigcfes severas de pré-tratamento, que podem ser
controladas. Entretanto, ha uma grande preocupacéo pela inibi¢do de leveduras e outros
micro-organismos a partir de acidos carboxilicos aromaticos derivados da degradacéao da
lignina, sejam estes compostos fendlicos (ex. &cido feralico) ou ndo-fenolicos (ex. acido

cinamico) (Jonsson and Martin, 2016).

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



126

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

Diversas estratégias tém sido propostas para contornar os problemas de inibicéo
durante a fermentacéo alcodlica de meios hidrolisados lignocelulésicos a fim de viabilizar
0 seu processamento em condicGes comerciais em larga escala. Alguns grupos de
pesquisa focam no desenvolvimento microbiano empregando técnicas de selecdo e
adaptacédo celular de linhagens (Favaro et al., 2013; Wimalasena et al., 2014), outros
empregam a engenharia genética para a atribuicdo de genes de resisténcia aos inibidores
(Cunha et al., 2015; X. Wang et al., 2015); ou buscam o desenvolvimento de eficientes
processos de detoxificacdo de hidrolisados, que inicialmente foram extensivamente
estudados empregando solventes, resinas poliméricas ou reagentes quimicos e oxidativos,
e mais recentemente tendem a solugdes bioldgicas através de enzimas ou micro-
organismos (bioabatemento) (Cao et al., 2013; Kapoor et al., 2015; Nichols et al., 2010);
e ainda existem estratégias de engenharia de processos que prezam por estudar condi¢des
operacionais mais brandas que evitem o acimulo de inibidores, ou que utilizam processos
de reducdo da concentracdo dos inibidores por evaporagdo ou tratamento térmico, por
exemplo, ou ainda operam com alimentacdo fracionada para diminuir a toxicidade do(s)
composto(s) ao longo do processo, como 0s sistemas de batelada alimentada (Jonsson et
al., 2013).

A conversdo bioguimica de biomassa lignoceluldsica inclui, portanto, as etapas de
sacarificacdo enzimatica e de fermentacdo alcodlica como passos obrigatérios e
intermediarios no processo de obtencdo de etanol celulésico, que se inicia com o pré-
tratamento e finaliza-se com a etapa de destilacdo para a obtencdo do alcool purificado.
Ambas as etapas bioquimicas demandam de intenso desenvolvimento tecnol6gico a fim
de garantir condic@es custo-efetivas compativeis com o produto final — etanol — de baixo
valor unitario obtido a partir de grandes volumes de producdo. Dessa maneira, a
viabilidade tecno-econdmica do etanol celuldsico revela-se estritamente dependente da
sobreposicao destes desafios, que incluem a alta converséo dos polimeros estruturais em
acucares redutores durante a hidrolise, e a producdo etandlica mesmo em condigdes
adversas de fermentacdo. Neste capitulo estdo reunidos os estudos acerca do
desenvolvimento da hidrolise enzimatica e da fermentagdo alcoolica dos bagacos

ozonizado, hidrotérmico e OHT propostos como mateéria prima para o etanol celulosico.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Materiais

Os substratos utilizados nos experimentos de hidrélise enzimatica foram amostras
de bagaco ozonizado, bagaco hidrotérmico e bagaco OHT, obtido pela combinacéo das
técnicas de ozonolise e hidrotérmico sequencialmente. Os pré-tratamentos foram
desenvolvidos a partir de bagaco in natura, fornecido pela Usina Alta Mogiana (S&o
Joaquim da Barra/SP), que foi lavado com agua corrente 6 vezes para a remog¢do dos
carboidratos solGveis e impurezas minerais, secado em estufa a 42 + 2° C e triturado para
obtencéo de particulas de tamanho inferior a 1,5 mm de comprimento (triturador TRAPP®
400). O bagaco seco foi armazenado em temperatura ambiente e livre de umidade até o
desenvolvimento dos pré-tratamentos. Um substrato de celulose comercial (Solka Floc®
300) foi obtido como doacdo através da empresa International Fiber Corporation (New
York, EUA).

Os extratos enzimaticos empregados nos experimentos foram as formulacGes
comerciais Cellic® CTEC2 e HTEC2, gentilmente fornecidas pela empresa Novozymes
Latin America (Araucaria/PR), em novembro de 2013. Os demais reagentes quimicos
utilizados em andlise e preparo de solucdes ou padrdes analiticos foram da marca Sigma-
Aldrich® ou equivalente.

Trés leveduras comerciais Saccharomyces cerevisiae tipicas da industria
sucroalcooleira foram utilizadas nos ensaios de fermentacdo, sendo a linhagem JP-1,
isolada na Usina Japangu (Santa Rosa/PB) (Silva-Filho et al., 2005), fornecida pela
empresa AEB Bioguimica (Curitiba/PR), e as linhagens PE-2 e CAT-1, fornecidas pela
empresa FERMENTEC (Piracicaba/SP). Todas as leveduras comerciais foram recebidas
na forma liofilizada. Uma quarta linhagem de S. cerevisiae, denominada Y-150, derivada
da cepa de referéncia NRRL Y-1546, foi previamente adaptada para maior tolerancia a
certos compostos fendlicos por cultivos sucessivos na presenca de licor hidrotérmico de
madeira (hardwood) por outros pesquisadores. Esta linhagem foi cedida pelo Laboratory
of Renewable Resources Engineering, da Purdue University para estudos comparativos

com as linhagens industriais.
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2.2.Métodos

2.2.1. Pré-tratamentos em bagaco de cana-de-acucar

Os pre-tratamentos por ozonodlise e hidrotérmico foram promovidos
individualmente e combinados, conforme esquematizado na Figura 1. Os contetdos dos
pré-tratamentos individuais (linhas 1 e 2) e do pré-tratamento combinado (linhas 3) foram
submetidos a hidrolise enzimatica pela ressuspensdo dos solidos secos pré-tratados em
solugdo tamp&o. Na linha 4 esté ilustrado o procedimento de pré-tratamento combinado
com uso direto dos sélidos e do licor gerado na etapa hidrotérmica integralmente na
hidrolise, sem realizar operacdes de lavagem, secagem ou adi¢cdo de tampéo. O objetivo
do uso direto dos sélidos com o licor foi estimar o potencial de inibicdo presente no
conteido gerado pela combinagdo de ozonolise e pré-tratamento hidrotérmico sobre as
enzimas hidroliticas. Na sequéncia, os bagacos pré-tratados hidrolisados geraram os
meios hidrolisados resultantes da sacarificacdo, que foram destinados a fermentacao

alcoolica para a producéo de etanol.

Figura 1. Esquema de pré-tratamentos empregados em bagaco de cana-de-aglcar destinado
a hidrdlise enzimatica.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



129

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

O pré-tratamento por ozondlise foi realizado conforme descrito por Perrone et al.
(2016) em colunas de leito fixo de vidro (2,7 cm x 50 cm) usando gas 0zénio (O3) gerado
pelo processo de descarga elétrica tipo corona (equipamento Radast 10C, Ozoxi-Oz6nio).
Cada coluna continha 25 gramas de bagaco seco (teor de umidade ~5% (m/v))
umidificado com 12,0 mL de 4agua destilada para uma umidade final de 50% (m/v) e
submetido ao fluxo saturado de gas 0z6nio por 60 minutos, em temperatura ambiente e
com vazao de alimentagéo de 32 mg de Oz por minuto. Condigdes experimentais distintas
foram testadas através de um Planejamento Fatorial 23 com repeticio de amostras
aleatorizadas para os fatores: “solu¢do umidificante” (acida ou basica), “concentragdo”
(0,1M ou 0,5M) e “tempo de pré-tratamento” (30 minutos ou 60 minutos). Como solugdo
4cida foi utilizado Acido Sulfarico (H2SO4), e como solucdo basica empregou-se
Hidroxido de Sodio (NaOH), em substituicdo a agua como agente umidificante. Apos a
ozondlise, o bagaco ozonizado apresentava naturalmente seco e foi direcionado aos
procedimentos de lavagem com agua destilada ou hidrélise enzimatica.

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado conforme descrito por Kim et al.
(2014) utilizando tubos de aco inoxidavel (2,2 cm x 13,5 cm) e banho de areia fluidizado
(Tecam® SBL-1, Figura 4-A). Cada tubo foi preenchido com 3,5 gramas de amostra seca
(teor de umidade ~5% (m/v)) a ser tratada (bagaco in natura ou bagago ozonizado) e 33,5
mL de agua destilada, equivalente a uma mistura na concentracdo de 10% (m/v). Os tubos
foram rigidamente vedados com tampas de rosca e dispostos no banho de areia pré-
aquecido a 190 °C por 20 minutos (5 minutos para equilibrio térmico, 15 minutos de pré-
tratamento). Ao final, os tubos foram submersos em banho de resfriamento em
temperatura ambiente por 10 min. Os sélidos pré-tratados foram separados do licor por
filtracdo a vacuo em papel filtro Whatman n. 1 e dispostos em estufa para secagem (45
°C, 24 h) antes dos procedimentos de lavagem ou hidrolise enzimatica.

O pre-tratamento combinado seguiu exatamente as mesmas condic¢des
operacionais descritas nos pré-tratamento individuais, sendo apenas composto pelas duas
etapas sequencialmente para uma mesma amostra de bagaco, com a ozonolise como

primeiro pré-tratamento, e hidrotérmico como segundo.
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2.2.2. Procedimentos de lavagem de bagaco pré-tratado

As lavagens foram realizadas a partir da ressuspensdo dos bagacos secos e pré-
tratados em agua destilada a 5% (50 gL?). A suspensdo foi mantida sob agitacio
magnética por 30 min em temperatura ambiente antes da separacao por filtracdo em papel
filtro Whatman n. 1. O procedimento foi repetido 5 vezes para o bagaco ozonizado e para
0 bagaco hidrotérmico, seguido de secagem em estufa (45 °C, 24 h) antes dos
experimentos de hidrolise enziméatica. O bagaco OHT recebeu apenas uma etapa de
lavagem em temperatura ambiente, e outro procedimento, denominado lavagem extrativa,
foi realizado comparativamente neste bagago. A lavagem extrativa foi realizada baseada
na metodologia de preparo de amostra para analise de extrativos em biomassa (Sluiter et
al., 2008), a qual emprega solventes aquoso e organico sob altas temperaturas e ciclos
longos de lavagem em equipamento Soxhlet. A realizagdo da lavagem extrativa foi
motivada pela hipotese de remover intensamente os compostos fenolicos solUveis da
biomassa pré-tratada e, entdo, avaliar o desempenho do material com baixa concentracado
de inibidores na hidrolise enzimatica. Os compostos fendlicos séo tipicamente
responsaveis por ligar-se de maneira improdutiva as enzimas e, assim, reduzir sua
eficiéncia catalitica. Todas as amostras de bagaco lavado foram submetidas a hidrolise
em comparacao aos respectivos contetdos ndo-lavados, como controles, para estimar 0s
possiveis incrementos na conversdo de celulose para glicose na auséncia de compostos

inibidores tipicos da cada pré-tratamento.

2.2.3. Experimentos de hidrélise enzimatica

Os experimentos de hidrolise foram realizados em frascos erlenmeyer com
volume reacional total de 20 mL (Fig. 2) dispostos em incubadora ou banho-maria com
agitacdo. As condicdes experimentais fixas foram: solu¢do-tampéo citrato de sodio 0,05M
com pH final entre 4,9 - 5,1, 10% de solidos totais (m/v), temperatura de incubacao de 50
°C, agitacéo orbital de 150 rpm. O tempo de hidrolise e a carga enzimatica variaram entre

os diferentes experimentos e estdo discriminados junto aos resultados.
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A carga enzimatica foi padronizada pela concentragdo de proteinas totais por
grama de glucana, sendo empregada em torno de 10 mg proteina x g glucana™ entre os
diferentes experimentos de hidrdlise. A dosagem foi realizada a partir do preparo de uma
solucdo-mée das enzimas comerciais Cellic CTEC2 e HTEC2, misturadas na propor¢édo
de 4:1, respectivamente, e diluidas em tampao citrato de sédio 0,05M. Esta solugdo-mée
continha cerca de 7,5 mg proteina x mL™?, e as seguintes atividades enzimaticas: 180
FPUmML™ de atividade FPase, 13.213 UI'mL"* de atividade de xilanase e 7.240 Ul.mL
de atividade de B-glicosidase. Finalmente, a solucdo-mae foi utilizada nos experimentos
em diluicdo igual ou superior a 10%, de acordo com o volume necessario para obter a
concentracdo de 10 mg proteina x g glucana™ nos diferentes bagacos. A quantidade de
glucana variou em cada bagaco em funcao dos pré-tratamentos, e foi estabelecida a partir
das andlises quimicas de caracterizacdo de celulose nas biomassas. Alternativamente,
Solka Floc® 300, uma celulose comercial com 80% de glucana e 20% de xilana, foi
empregada como substrato sintético para fins comparativos de hidrélise na presenca de

licor sob as mesmas condicdes experimentais relatadas.

Figura 2. llustracéo do contetdo de bagaco com tampéo antes da hidrdlise enzimatica.

Legenda: (A) bagao néo-tratado’; (B) baga(;o ozonizado; (C) bagaco hidrotérmico; (D) bagago OHT
Fonte: autor.

A amostragem dos pontos experimentais durante a hidrolise foi realizada a partir

da coleta dos sobrenadantes da reacdo, que foram centrifugados (5.000 rpm, 10 min),
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diluidos em &gua ultrapura e filtrados em membranas de 0,22 um para quantificacdo de
glicose por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A conversdo da hidrolise

enzimatica (Ygi) foi calculada conforme a Equacéo 1.

Equacao 1. Conversdo da hidrolise enzimética.

[gli]x0,9
=100 ————
gl [ST] XTcel

Sendo:

- [gli] = concentragéo de glicose no sobrenadante do meio hidrolisado, em gL ?;

- [ST] = concentragdo de solidos totais (bagaco) em relagdo ao volume de tampao na reacdo de
hidrolise enzimatica, em g'L?;

- Teer = teor de celulose na biomassa de acordo com a analise de caracterizagdo quimica de cada
bagago na base recebida, sendo: 0,359 (35,9%) para bagaco ndo-tratado; 0,452 (45,2%) para
bagaco ozonizado; 0,471 (47,1%) para bagaco hidrotérmico; 0,725 (72,5%) para bagaco OHT.

- 0,9 = fator de corregdo estequiométrica na conversao de celulose para glicose.

2.2.4. Experimentos de fermentacdo alcodlica

Os sobrenadantes obtidos da hidrélise enzimatica de cada amostra de bagaco,
denominados meios hidrolisados, foram preparados para a etapa fermentativa atraves de
esterilizacdo por filtragdo em membrana de 0,22 um e dispostos em frascos erlenmeyer
de 50 mL vazios previamente esterilizados por autoclavacdo. A filtracao esterilizante foi
escolhida por preservar a composicdo quimica original do meio, uma vez que o objetivo
foi avaliar a fermentabilidade dos meios hidrolisados de forma integral a partir dos preé-
tratamentos, incluindo possiveis inibidores que poderiam ser volatilizados sob altas
temperaturas de esterilizacdo por autoclavacdo, por exemplo.

As linhagens JP-1, CAT-1, PE-2 da levedura S. cerevisiae foram inicialmente
reativadas a partir do contetido liofilizado em meio YM (composicéo: 3 gL de extrato
de levedura, 3 g'L™ de extrato de malte, 5 g'L* de peptona, 10 g'L de glicose) e incubadas
em estufa bacterioldgica a 32 °C, com agitacao de 120 rpm por 24 horas para a obtencéo
dos pré-indculos. Cada pré-indculo foi transferido ao nivel de 10% (v/v) para um novo
meio de cultura formulado com sacarose e sais para a propagacdo do inoculo para 0s

experimentos de fermentagdo com hidrolisado de bagaco. O meio de sacarose foi
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composto por: 5 gL de extrato de levedura, 20 gL de sacarose, 5 gL de fosfato
dipotassico (K:HPOQa4), 1,5 'L de cloreto de aménio (NH4CI) e 0,65 g'L™ de sulfato de
magnésio (MgSOg4) (Rabelo, 2011). Os indculos foram cultivados em frascos contendo
20 mL de meio de sacarose incubado (condigbes: 32 °C, 120 rpm, aerobiose) em
crescimento até atingir uma concentragdo celular equivalente a 3,0 g'L™ em peso seco,
que foi monitorada a cada 2 horas pela medida da densidade éptica a 630 nm em
espectrofotdbmetro. Os dados da densidade optica foram correlacionados com curvas de
crescimento celular [absorbancia x peso seco] de cada linhagem. A padronizagdo dos
indculos envolveu a coleta do sobrenadante do meio de sacarose, centrifugacao (5.000
rpm, 10 min) para a coleta das células precipitadas, lavagem com 10 mL de agua destilada
esterilizada, outra etapa de centrifugacéo para a coleta das células lavadas, e ressuspensédo
final em 5 mL de agua destilada esterilizada. Neste procedimento a quantidade de células
foi concentrada 4 vezes a partir da suspensdo inicial. Entdo, a suspensdo de inoculo
(células lavadas e concentradas) foi transferida volumetricamente para o meio hidrolisado
para a concentracéo final de 1 g'L de células no experimento. O procedimento de preparo

de indculo esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3. llustracéo do procedimento de preparo de indculo para a fermentacgéo alcodlica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

10% 3g/L +H.0 +H.0 1g/L
E —_—  —_—
E - sbn - sbn

()

Legenda: (1) Pré-inéculo em 5 mL de meio YM; (2) Incubacdo em estufa a 32 °C, 120 rpm,
aerobiose; (3) Inéculo em 20 mL de meio de sacarose a 10% v/v; (4) Incubagéo (32 °C, 120 rpm,
aerobiose) com monitoramento da concentragdo celular até atingir 3 g'L%; (5) Centrifugagdo (5.000
rpm, 10 min) para obtencédo do precipitado de células; (6) Descarte do sobrenadante (sbn) e lavagem
das células com 10 mL de 4gua destilada esterilizada; (7) Centrifugacéo (5.000 rpm, 10 min) para
obtencdo do precipitado de células lavadas; (8) Descarte do sbn e ressuspensdo das células em 5 mL
de 4gua destilada esterilizada; (9) Suspensédo celular concentrada 4 vezes; (10) Transferéncia do
volume da suspenséo celular correspondente a concentragéo final de 1 g'L™* no ensaio como inéculo;
(11) Fermentacdo alcodlica de meio hidrolisado esterilizado por filtracdo a 32 °C, anaerobiose.
Fonte: elaborado pelo autor.
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A fermentacgdo alcodlica dos meios hidrolisados foi realizada a 32 °C £ 1°C por

36 ou 42 horas em condigdo microaerofilica. Durante os experimentos de fermentacéao

foram retiradas aliquotas a cada 12 horas para 0 acompanhamento do consumo de glicose,

producdo de etanol e desenvolvimento celular. Os parametros empregados para avaliar o

desempenho da fermentacdo alcodlica foram:

e Producdo maxima de etanol (g L™): quantificacio da concentracéo total de etanol
no meio reacional no final do processo fermentativo.

e Produtividade em etanol (g L™ h): taxa de produtividade obtida pela correlagdo

entre a produgdo méaxima de etanol em funcéo do tempo total do processo, conforme

a Equacao 2.

Equagdo 2. Taxa de produtividade de etanol.

P — Py
tf

Qp =

Sendo: Qp: taxa de produtividade (g L™ h?)
Ps: concentragdo do produto (g L) no final de reagdo
Po: concentragdo do produto (g L) no inicio da reacdo
t: tempo final de fermentacédo (horas)

e Rendimento de conversdo de substrato em produto: fator de conversdo que
correlaciona a concentra¢do de produto formado em relacdo a concentracdo de

substrato consumido, segundo a Equagé&o 3.

Equacéo 3. Rendimento de conversao.

Pi— P,
Y, o =

Sendo: Ypss: fator de rendimento do produto
S,: concentracéo de substrato (g L) no inicio da reacéo
St. concentracéo de substrato (g L) no final da reagéo

e Eficiéncia da fermentacdo (E%): indice percentual que faz referéncia a formacéo de
etanol no processo em relacdo a concentracdo tedrica obtida em reacdo

estequiométrica a partir da glicose, conforme demonstrado na Equacao 4.
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Equacéo 4. Eficiéncia da fermentac&o.
£ (Ps— Py) 100
" = (s, —Sp) 0,511

Sendo: Px: concentragdo do produto (g L™) no final de reagdo
Po: concentragdo do produto (g L) no inicio da reacdo
S,: concentracéo de substrato (g L) no inicio da reacéo
S, concentracéo de substrato (g L) no final da reagéo
0,511: fator de conversdo estequiométrica de glicose em etanol.

2.2.5. Ensaios analiticos

A quantificacdo de carboidratos (glicose, xilose, arabinose, celobiose) foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em HPLC (marca Waters Corp.,
Milford, MA) equipado com coluna de troca ionica (Aminex HPX-87H, 300 mm x 7.8
mm, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) e conectado a uma bomba dosadora
(Milton Roy Co., lvyland, PA), amostrador automatico (WatersTM 717 plus autosampler)
e detector por indice de refracdo (WatersTM 2414).

As andlises do etanol produzido a partir dos meios hidrolisados foram realizadas
por cromatografia HPLC (Waters Corp., Milford, MA; coluna de troca ibnica Aminex
HPX-87H, 300 mm x 7.8 mm, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) ou,
opcionalmente, por micro-destilacdo seguida de quantificacdo em densimetro digital
(Antoon Paar, DMA4500 M).

A quantificacdo de proteinas totais nos extratos enzimaticos foi realizada por
espectrofotometria com acido bicinconinico utilizando kit Pierce™ BCA (ThemoFischer
Scientific), que se baseia na deteccdo da reacdo colorimétrica de cor purpura do acido
bicinconinico com cobre apds a reducdo de Cu?* para Cul* por proteinas em meio alcalino
(Smith et al., 1985).

As atividades enzimaticas foram determinadas a partir de metodologias padréo
adaptadas para reducdo de escala em 10 vezes, conforme descrito por Delabona et al.
(2016). A atividade de papel filtro (FPase) seguiu a metodologia proposta por Ghose

(1987), e as atividades de xilanase e P-glicosidase utilizaram como substratos p-
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nitrofenol-B-D-glicosidase (pPNPG) 1 mM (Sigma-Aldrich®) e birchwood xylan 0,5%,
respectivamente.

Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
amostras de bagaco ozonizado e hidrotérmico fixadas por 48 horas em solucdo 2,5% de
glutaraldeido/tampdo fosfato (0,1 M; pH 7,3) a temperatura ambiente, seguido de
lavagem com &gua destilada, pos-fixagdo em tetréxido de 6smio 0,5% no mesmo tampao
por 30 min, e desidratacdo em séries crescentes de solucdes alcodlicas. O material foi
seco em CO; liquido em aparelho de Ponto Critico CPD 010 (Balzers Union) e recoberto
com ouro em metalizador MED (Bal-Tec SCD 050, Balzers Union). A anélise do material
e a documentacdo fotografica foram realizados em microscopio eletrénico (Quanta 200,
Fei Company, Eindhoven, Holanda) utilizando voltagem de aceleracdo de 12,5 kV,
pertencentes ao Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da UNESP

de Botucatu.
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3. Resultados & Discussao

3.1.Conversao enzimética para bagaco ozonizado, hidrotérmico e OHT

Cinco amostras de bagaco de cana-de-agucar (ndo-tratado, ozonizado,
hidrotérmico, OHT e OHT com licor) foram submetidos a cinética de hidrolise enzimatica
buscando determinar seus potenciais de sacarificacdo frente a condi¢Oes reacionais
equivalentes. Neste experimento, a carga enzimatica dos experimentos foi uniformizada
em 9 mg de proteina x g* glucana. As respostas de concentragdo de glicose liberada ao
longo da cinética de hidrolise (Tabela 1) demonstraram uma intensa atividade
despolimerizante nas primeiras 24 horas, seguida de uma fase de menor producdo de
glicose entre 24 e 96 horas. Este fato é habitualmente explicado pela atividade catalitica
inicial sobre as cadeias de celulose amorfa, sendo que os rendimentos de conversao
tendem a diminuir a medida que restam proporcionalmente maior quantidade de celulose

cristalina no contetdo em hidroélise.

Tabela 1. Cinética de hidroélise enzimética baseada na liberagdo de glicose usando Cellic
CTEC2 e HTEC2 (total de 9 mg de proteina /g glucana).

Concentragao de glicose (gL ™)

Amostras de bagaco

24 h 48 h 72h 96 h
Naéo-tratado 8,0 £+0,3 9,2 +0,1 9,0 £0,2 9,1 0,1
Hidrotérmico 13,0 £0,1 14,2 0,2 16,2 +0,8 17,4 +0,1
Ozonizado 12,8 +0,1 17,6 +1,4 19,8 +0,8 215+1,1
OHT 30,5+1,3 36,5 +0,5 38,9 £3,1 42,9 +4,1
OHT com licor 4,0 +0,1 4,3 +0,5 5211 5814

Fonte: elaborado pelo autor.

Os rendimentos de conversdo da hidrolise revelaram que o bagaco OHT
apresentou o0 maior potencial de sacarificacdo, atingindo cerca de 43 g'L* de glicose em
96 horas, 0 que representou uma conversdo de 53% (Fig. 4). Os bagacgos obtidos de pré-
tratamentos individuais alcancaram conversdes intermediarias (43% na ozondlise; 33%

no hidrotérmico) e, conforme esperado, superiores ao material ndo-tratado (23%). Além
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disso, foi observado um rendimento de conversao irrisério (7%) na amostra de bagaco
OHT hidrolisada na presenca do licor, indicando elevada toxicidade deste conteido sobre

as enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.

Figura 4. Cinética de hidroélise enziméatica baseada no rendimento de conversdo de glicose
usando Cellic CTEC2 e HTEC2 (total de 9 mg de proteina /g glucana).

60%
53%
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|
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S 40%
S
33%
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£
5 p 23%
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o
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24 h 48 h 72 h 96 h

Tempo de hidrolise (h)

Legenda: (m) bagaco OHT; ( A) bagaco ozonizado; (@) bagago hidrotérmico; (#) bagago nio-tratado; (o)
bagaco OHT na presenca de licor. Fonte: elaborado pelo autor.

Uma série de fatores que incluem as questdes de acessibilidade, disponibilidade e
composicdo, interferem na performance enzimatica durante a hidrolise de materiais
lignocelulésicos. Os bagacos avaliados apresentaram composi¢fes quimicas distintas em
virtude dos pré-tratamentos aplicados e seus efeitos na despolimerizacdo da lignina e/ou
das hemiceluloses, que compdem a parte amorfa da matriz e, por isso, sdo mais
susceptiveis a solubilizacdo durante o pré-tratamento. Mesmo que 0s pré-tratamento néo
alterem estruturalmente a celulose, a remocao do conteudo amorfo quimicamente ligado
é determinante para sua maior digestibilidade na hidrélise (Mussatto et al., 2008). Cadeias
de hemiceluloses ndo-ramificadas (ex. xiloglucana, homoxilana, manana) ligam-se as

fibrilas de celulose através de ligacdes de hidrogénio, enquanto outras cadeias ramificadas
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ou com ligantes laterais de hemiceluloses (ex. arabinose ou &cidos urdnicos) estdo
covalentemente ligadas a lignina formando regides de extrema dificuldade de penetracéo
para as enzimas (Hu & Ragauskas, 2012). Correlacionando os dados da composicao
quimica das biomassas com seus respectivos fatores de conversdo de celulose a glicose
durante a hidrélise enzimética, & possivel observar uma relagdo direta entre a
solubilizacdo do contedo amorfo e o aumento da digestibilidade da celulose (Fig. 5). A
medida que as fibras de celulose estdo mais livres das interacfes covalentes e ligacdes de
hidrogénio com as hemiceluloses e a lignina, a acessibilidade do substrato é ampliada,
bem como a oferta de celulose é proporcionalmente maior no material a medida que as
outras fracbes sdo removidas. Portanto, conforme esperado, a conversao aumentou a
medida que os substratos continham maior disponibilidade de celulose livre dos demais

componentes amorfos da fibra lignocelulésica.

Figura 5. Relacdo entre composi¢do quimica de carboidratos estruturais e lignina com a
conversdo de celulose a glicose em bagago de cana-de-agucar.
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Legenda: (m) celulose; (¢) hemicelulose; (A) lignina; (@) rendimento de conversao de glucana.
Fonte: elaborado pelo autor.

Neste trabalho ndo foi possivel determinar a influéncia individualizada da
remog&o da lignina ou das hemiceluloses sobre a conversdo de celulose, uma vez que

ambas apresentaram perfis paralelos e inversamente proporcionais ao rendimento de

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



140

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

conversdo. Entretanto, Yan et al. (2015) concluiram que a remocdo de lignina e de
grupamentos acetil impactaram mais intensamente nas respostas de conversao em
hidrolise do que a remocédo de hemiceluloses em residuo de sorgo. Segundo os autores,
0s grupos acetila das hemiceluloses podem interferir no reconhecimento do sitio ativo das
enzimas, impedindo a ligacdo entre o dominio catalitico das celulases e a celulose e,
assim, reduzem a taxa de conversdo enzimética (Yan et al., 2015).

A deslignificagdo é amplamente aceita como uma estratégia que favorece a
digestibilidade dos materiais lignocelul6sicos destinados a hidrolise enzimatica (Ohgren
et al., 2007; Rezende et al., 2011; Yu et al., 2011b). Entretanto, a presenca de lignina no
material parece ndo estar associada somente a sua quantidade, mas especialmente a sua
natureza quimica e hidrofobicidade. Por exemplo, Wang et al. (2015) incrementaram a
conversdo enzimatica atraves da adicdo de lignina hidrofilica sulfonada em residuos
florestais, e Nakagame et al. (2011) reduziram o efeito de adsor¢do improdutiva entre
lignina e celulases pela adicéo de lignina enriquecida em &cido carboxilico. Estes fatos se
explicam porque os efeitos negativos de adsorcdo de enzimas e reducdo da atividade
enzimatica estdo associados as intera¢6es hidrofobicas da lignina (Van Dyk & Pletschke,
2012). Portanto, sua hidrofobicidade tem um papel determinante no desenvolvimento de
uma resposta positiva ou negativa durante a hidrdlise enzimatica. Além disso, a
composicdo quimica da lignina influencia em seu potencial inibitério, sendo reportado
que as ligninas com maior proporcdo de unidades de guaiacil sdo mais inibitorias durante
a sacarificacdo enzimatica (Nakagame et al., 2010).

A comparacéo entre a conversdo de celulose obtidos entre diferentes trabalhos é
dificultada pela heterogeneidade das condi¢cdes operacionais empregadas na hidrélise
enzimatica, especialmente quanto ao coquetel enzimatico empregado, a concentracao de
enzimas e o teor de sélidos totais que influenciam diretamente nas respostas. Entretanto,
nota-se que os indices de conversao do bagaco hidrotérmico foram baixos e podem estar
relacionados ao curto tempo de reacgdo (15 min a 190 °C). Sabe-se que o rendimento de
conversao tende a aumentar sob condigdes de severidade mais altas para madeira
(poplar), no qual a conversdo maxima de 61% de celulose a glicose foi atingida com
biomassa pré-tratada a 200°C por 30 minutos (Kim et al., 2014). A severidade do pré-

tratamento normalmente é estimada pela relagdo entre a temperatura e o tempo de
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residéncia no reator hidrotérmico, entretanto esta relacdo parece ndo ser diretamente
proporcional para o bagaco de cana-de-agUcar como é para madeira. Investigando as
melhores condicBes de pré-tratamento hidrotérmico especificamente para o bagaco de
cana-de-acgucar, Michelin et al., (2015) reportaram que a concentracdo de glicose mais
alta foi obtida a partir de amostras pré-tratadas em temperaturas menores (ex. 180°C) e
com maiores tempos de residéncia no reator (ex. 30 minutos), permitindo uma
despolimerizacdo mais adequada aos fins de hidrolise enzimatica neste material.

Foi verificado que o efeito inibitorio do licor sobre o bagaco OHT reduziu cerca
de 87% da conversdo de celulose a glicose em comparagdo ao mesmo bagaco na presenca
de solucdo-tampdo. O forte efeito inibitdrio do licor deve ser resultado dos produtos de
degradacéo de acgucares e da lignina durante os pré-tratamentos, conforme a composi¢éo
quimica do licor reportada na Tabela 2. Foram detectados compostos fendlicos
fragmentados, entre eles: acido p-hidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzaldeido, &cido
vanilinico e vanilina, que tem efeitos adversos sob enzimas celuloliticas amplamente
reconhecidos por mecanismos de inibicdo e desativacdo (Ximenes et al., 2010; Ximenes
etal., 2011; Tejirian, Xu, 2011).

Tabela 2. Composic¢édo quimica dos inibidores presentes em licor resultante do processo de
pré-tratamento combinado de ozondlise e hidrotérmico.

Classe Componente do licor Concent_[agao

(gL

Furfural 2,1

Subprodutos de Hidroximetilfurfural 0,5

carboidratos  Acido acético 2,1

Acido férmico 1,2

Acido p-hidroxibenzéico 0,18

Acido 4-hidroxibenzaldeido 0,15

Subprodutos da Acido siringico n.d.
lignina Acido vanilinico 0,016
Vanilina 0,04

Compostos fendlicos totais 29

(equivalente de acido galico)
pH ~2,0
*n.d. = ndo detectado. Fonte: elaborado pelo autor.
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A presenca dos compostos fenolicos estd associada aos processos de
despolimerizagéo da lignina nativa, que por sofrer sucessivas reacdes de desmetilacéo,
solubilizacdo e ruptura de ligacfes durante o pré-tratamento, libera fragmentos fendlicos
de menor massa molecular. Além dos fendis, o licor hidrotérmico também foi composto
por altas concentragdes de compostos furanicos (furfural e HMF) formados pela
desidratacdo de carboidratos, e acidos carboxilicos gerados especialmente da hidrélise de
grupos acetila durante a solubilizacdo das hemiceluloses (Jonsson, Martin, 2016).

Os compostos furanicos séo efetivamente inibidores de micro-organismos, como
as leveduras da fermentacdo, porém possuem baixo efeito inibitorio sobre as enzimas
(Jonsson & Martin, 2016). Entretanto, os acidos carboxilicos — especialmente acido
formico e acido acetico — presentes no licor e formados nas condi¢Ges de ozondlise e
hidrotérmico, respectivamente, sdo os responsaveis pela elevada acidez (pH 2,0) do meio
que limita a atividade enzimética e certamente colaborou para o baixo desempenho
catalitico observado na presenca do licor. A neutralizagdo dos &cidos organicos do licor
é um procedimento simples e foi realizado posteriormente, em uma segunda avaliacéo,
pela adi¢do de um agente alcalinizante (pérolas de hidréxido de sédio) para corrigir o pH
de 2,0 para 5,0 antes da sacarificagdo. Com este novo experimento de hidrélise usando
bagaco OHT e licor com pH ajustado foi possivel demonstrar que a conversao de celulose
a glicose pode ser incrementada de 7% para 37% de rendimento (Fig. 6A) apenas pela
correcdo do pH do meio. Entretanto, este percentual ainda foi 35% inferior ao rendimento
de glicose observado no experimento com bagago OHT diluido em tampéo, que chegou
a 53% de conversdo. Dessa forma, seria possivel descrever que o efeito inibitério do licor
bruto resultante da combinagdo de ozondlise e pré-tratamento hidrotérmico foi /3
derivados da agdo acidificante dos acidos carboxilicos, e /5 pela toxicidade dos demais
subprodutos, dentre o0s quais se estima que os fendis tenham maior contribuicdo inibitoria.

Buscando comprovar o efeito inibitorio dos fendis do licor em um substrato inerte
e livre de quaisquer outros inibidores, foi realizado um experimento de hidrélise
enzimatica empregando Solka Floc® 300, uma celulose comercial de alta concentragéo
de glucana (80%), ao invés de bagaco. Neste experimento, Solka Floc® foi hidrolisada na
presenca de licor com pH ajustado ou de solugdo-tampao, ambos com pH 5,0 para fins

comparativos. Foi detectada uma reducdo de aproximadamente 9% na conversdo de
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celulose a glicose na presenca do licor em relacdo ao tampdo (Fig. 6B). Portanto,
confirmou-se que a composicao do licor — livre de acidos organicos — também influenciou
negativamente na hidrélise enzimatica de um material de ampla acessibilidade de
substrato e sem lignina. Neste sentido, recomenda-se a separacdo do licor de pré-

tratamento dos solidos pré-tratados para garantir condigdes mais favoraveis a hidrélise
enzimética do bagaco OHT.

Figura 6. Influéncia do licor do pré-tratamento na conversdo de bagaco OHT e celulose

comercial Solka Floc® durante hidrélise enziméatica de 96 h com Cellic CTEC2 e HTEC2 (9
mg proteina / g glucana).
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Legenda: (A) bagago OHT; (B) Solka Floc®. Fonte: elaborado pelo autor.

3.2.Efeito da lavagem do bagaco pré-tratado na conversao enzimatica

Os bagagos ozonizado e hidrotérmico foram submetidos a 5 ciclos de lavagem a
temperatura ambiente visando a reducdo dos subprodutos que permaneceram sobre as
fibras ap0s cada pré-tratamento. A performance enzimatica na sacarificacao dos bagacos
lavados foi superior e crescente aos controles (amostras sem lavagem) em ambos pré-
tratamentos. Os beneficios da lavagem foram mais evidentes sobre o baga¢o 0zonizado,
no qual 33 g'L? de glicose foram obtidas a partir do material lavado 4 vezes, o que

representou um incremento de 67% na concentragdo de glicose em comparagdo ao
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controle, que obteve 19,7 g'L! de glicose (Fig. 7). O efeito da lavagem sobre o bagaco
hidrotérmico foi similar, entretanto os ganhos de conversao nas amostras lavadas foram
inferiores. A concentracdo maxima de glicose atingida foi 20 gLt com 3 etapas de

lavagem, representando um ganho de 22% sobre o controle (16.5 g'L ™).

Figura 7. Relacdo entre lavagem de bagaco e conversao de celulose a glicose em hidrolise
enzimatica de 72 horas utilizando Cellic CTEC2 e HTEC2 (11 mg proteina /g glucana).
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Legenda: (#) concentracdo de compostos fenolicos; (m) conversdo de celulose a glicose; (A) bagaco
ozonizado; (B) bagaco hidrotérmico. Fonte: elaborado pelo autor.

Estima-se que a eficiéncia superior na lavagem de bagago ozonizado em relacéo
ao bagaco hidrotérmico esteja fortemente relacionada a natureza do pré-tratamento.
Deve-se considerar gque a ozonolise, sendo um processo quimico gasoso, ndo gera uma
fase liquida de separagdo dos compostos solubilizados na reacdo, como acontece no
processo hidrotérmico, portanto, os sélidos ozonizados carregam todos 0s subprodutos
formados nas reagdes entre 0 0zonio e o material lignocelulésico. Entre estes subprodutos
da degradacdo parcial dos carboidratos e da lignina estdo, principalmente, &cidos
organicos fracos, como o acido acético e o acido formico e, potencialmente, acido oxalico
ou formico, além dos fragmentos fendlicos da deslignificacdo. Por outro lado, ndo é
comum o actumulo de furfural ou HMF na ozondlise (Travaini et al., 2016b). Dessa
maneira, a operacdo de lavagem ap0s o pré-tratamento apresentou-se como uma

alternativa efetiva de detoxificacdo dos solidos ozonizados. Efeitos positivos de
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operacOes de lavagem de diferentes biomassas apds pré-tratamentos hidrotérmico e
ozondlise sdo reportados por outros autores (Kim et al., 2013; Toquero & Bolado, 2014;
Travaini et al., 2016a).

A maior digestibilidade do bagaco ozonizado lavado em comparagdo ao bagaco
hidrotérmico lavado pode ainda estar relacionada a questdes de organizacao estrutural e
acessibilidade do substrato. Quando observamos a estrutura fisica de cada uma das
biomassas apds o0s pré-tratamentos, constatamos que a porosidade parece ser
especialmente superior no bagaco ozonizado e, portanto, a permeabilidade das enzimas
tende a ser favorecida, apesar de ambos apresentaram rupturas bastante intensas em seus
tecidos. A representacdo das estruturas celulares esta apresentada através da microscopia

eletrbnica de varredura na Figura 8.

Figura 8. Eletromicrografias (MEV) de bagaco pré-tratado com lente de 1000x.
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spP 1000x|12 5 kV|ETD|12.5 mm CME-IBB-UNESP

o; B) bagaco hidrotérmico. Fonte: elaborado pelo autor.
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A superficie da célula vegetal atacada pelo 0zonio mostra-se mais exposta pela
remog¢ao quase integral de sua “cobertura”, permanecendo, entretanto, integra quanto a
sua compartimentacdo, permitindo nitidamente observar a estrutura das células vegetais
individualizadas. Por outro lado, as células resultantes da acdo da agua quente
apresentaram principalmente danos longitudinais e fraturas aleatérias, caracterizando-a

como uma estrutura mais irregular. Tais constatagdes vao de encontro com a maior
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especificidade de reagcdo do ozOnio e suas condi¢cbes mais brandas de operacéo,
especialmente no que diz respeito a baixa temperatura de reagdo, que possivelmente teria
preservado melhor a estrutura celular original, ao contrario do pré-tratamento
hidrotérmico, que em condicGes operacionais mais severas (elevada temperatura e
pressao), tende a promover um desarranjo mais destrutivo e inespecifico. Desta maneira,
destaca-se que a organizacao estrutural das biomassas pré-tratadas pode ter contribuido
diretamente na acessibilidade das enzimas ao substrato e, portanto, teria uma resposta
direta na conversédo de celulose a glicose observados na sacarificacdo enzimatica destas

amostras.

3.3.Lavagem e conversdo enzimatica do bagaco OHT

Motivado pelas respostas positivas de lavagem observadas nas amostras
anteriores, foi realizado um estudo comparativo envolvendo lavagem simples e lavagem
extrativa do bagaco OHT a fim de estimar as conversdes de celulose a glicose em trés
concentragdes decrescentes de enzimas (12,0, 6,0 e 3,0 mg proteina x g% glucana), usando
0 bagaco ndo-lavado como controle. Tomando como pardmetro a redugdo na
concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT), pode-se afirmar que a lavagem
simples atingiu uma eficiéncia de remocao de 75%, enquanto a lavagem extrativa obteve
98% de reducdo de CFT empregando sequencialmente extracdo com agua a 84 C e etanol
a 70°C. Surpreendentemente, a biomassa praticamente livre de CFT (~0,01 g'L?) ndo
produziu a maior concentracdo de glicose via sacarificacdo enzimatica, ao contrario, a
conversdo foi negativamente afetada para este substrato em relacdo aos demais (Tabela
3). Enquanto o controle e o bagaco OHT lavado em temperatura ambiente acumularam
52 gLt e 54 gLt de glicose, respectivamente, o bagaco submetido a lavagem extrativa
rendeu apenas 43 gL (Fig. 9). O mesmo perfil de conversdo enzimatica foi observado
para as trés concentragcfes de enzimas testadas, deixando claro que o processo de lavagem
extrativa desfavoreceu a sacarificacdo, enquanto a lavagem simples contribuiu levemente

para o incremento dos indices de converséo do bagago OHT.
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Tabela 3. Converséo de celulose a glicose obtidos na sacarificacdo de bagaco OHT lavado
por lavagem simples e extrativa.

Concentracéo de Conversao (%)

Amostra de t

bagaco OHT . FIQmDOS OS-L'l 12 mg proteina 6 mg proteina 3 mg proteina
endlicos (mg-L™) /g glucana /g glucana /g glucana

Nao-lavado 6813 +505 66% 45% 32%

(controle)

Com lavagem 170,8 +25,7 67% 48% 37%

simples

Com lavagem 10,6 +0,7 54% 40% 27%

extrativa

Fonte: elaborado pelo autor.

E importante destacar que apesar do pequeno incremento de conversio promovido
pela lavagem simples, nota-se que a sua relevancia tende a crescer a medida que se reduz
a carga enzimatica na sacarificacdo. Empregando um teste de comparacdo de medias
(teste de Tukey 95% IC), € possivel notar que a diferenca entre a conversdo do bagaco
lavado e a conversdao do bagaco-controle foi significativa apenas sob a menor carga
enzimatica de 3,0 mg proteina x g glucana (Fig. 9). Dessa forma, considera-se que em
condicBGes mais exigentes de hidrélise, vislumbradas por reduzir o custo operacional do
processo, a lavagem simples do bagaco OHT assume um papel colaborativo na remocao
de subprodutos dos pré-tratamentos e favorece a acdo enzimatica, garantindo indices de
conversao superiores. Entretanto a lavagem em condicdes severas, como aquelas aplicada
na lavagem extrativa, parece prejudicar a acessibilidade das enzimas ao substrato e
reduzir a conversao, sendo, portanto, ndo recomendada para estes fins.

A hipotese que explicaria o efeito negativo da lavagem extrativa sobre o bagaco
de cana-de-acucar baseia-se no fato de que, possivelmente, 0 contato excessivo do
material lignocelulésico com o solvente organico utilizado no procedimento para
solubilizar os compostos fendlicos também afetou a organizacdo das microfibrilas de
celulose, resultando em um arranjo estrutural menos susceptivel a hidrélise por via
enzimatica. A provavel agregacéo da celulose seria causada principalmente pela remogéo
dos demais componentes da parede celular que sdo mais facilmente solubilizados pelo
etanol, entre esses estdo a xilana e a prépria lignina (Boeriu et al., 2014; Ishizawa et al.,

2009). Estudos de Zhuang et al. (2016) comprovaram atraves de modelos sintéticos que
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filmes contendo uma proporgdo mediana de lignina e celulose sdo mais facilmente
hidrolisaveis por enzimas do que filmes contendo menor proporc¢éo de lignina, ou mesmo
filmes isentos de lignina. Segundo os autores, a presenca da lignina aumentou a
porosidade e aspereza dos filmes, garantindo maior superficie de contato que,

consequentemente, resultou em um material mais susceptivel a hidrolise.

Figura 9. Sacarificacdo de bagago OHT submetido a lavagem simples e extrativa seguida de
hidrolise em diferentes concentragdes enzimaticas de Cellic CTEC2 e HTEC2 em 96 horas.
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i / N < Covegom vt
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Dose de enzima (mg proteina /g glucana)

Legenda: letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica significativa ao nivel de 95% confianca.
Fonte: elaborado pelo autor.

3.4.Conversado enzimatica do bagaco OHT a partir de ozondlise em meio acido e
alcalino

O desenvolvimento da ozondlise para a obtencdo do bagaco OHT até entdo foi
realizado empregando apenas agua destilada como agente umidificante do bagaco in
natura, e atingiu 48% de conversao de celulose a glicose em 72 horas usando 9 mg de
proteina / g glucana. O emprego de solugdes acidas (H2SO4) e alcalinas (NaOH) foi
avaliada nesta etapa em substituicdo & agua como agente umidificante da ozondlise,
visando um entendimento mais amplo dos produtos gerados pela interacdo do 0z6nio em
meio &cido e alcalino, bem como a expectativa de incremento dos indices de converséo a

partir da hidrélise enzimatica destas biomassas.
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Empregando 8 combinacdes de ozonolise realizadas em duplicata, cada solucéo
(&cida ou baésica) foi avaliada em duas concentragdes molares e dois tempos de reacdo
durante o pré-tratamento, conforme apresentado na Tabela 4. O procedimento
hidrotérmico subsequente foi realizado conforme ja descrito anteriormente, de forma
padronizada para todas as 8 combinagBes. As respostas da hidrélise enzimaética
demonstraram uma ampla faixa de resultados quanto a concentracdo de glicose liberada
destas diferentes biomassas pré-tratadas, que variou entre 33 e 47 gL no meio
hidrolisado, correspondente a conversdes de 41% a 59%. De maneira geral, foi possivel
notar uma predominancia de conversdes superiores nas amostras de bagaco acidificadas

em relacdo as amostras alcalinizadas durante a ozondlise.

Tabela 4. Concentragdes de glicose obtidas pela sacarificacdo do bagaco OHT a partir de
ozondlise em meio acido e alcalino submetido a hidroélise enzimatica com Cellic CTEC2 e
HTEC2 (9 mg proteina /g glucana) em 72 horas.

Trata- Fatores (niveis codificados) Fatores (niveis reais) Respostas
mento Meio Concen- Tempo Solugdo Concentracdo Tempo Glicose
tracdo umidificante  molar (M)  (min) (gL
OHT-1 -1 -1 -1 H>SO04 0,1 30 47,4 £10,5
OHT-2 1 -1 -1 NaOH 0,1 30 37,3£1,3
OHT-3 -1 1 -1 H,SO4 0,5 30 33,3+0,8
OHT-4 1 1 -1 NaOH 0,5 30 38,915
OHT-5 -1 -1 1 H.SO4 0,1 60 41,8+0,4
OHT-6 1 -1 1 NaOH 0,1 60 41,0 £0,8
OHT-7 -1 1 1 H,SO4 0,5 60 42,4 57
OHT-8 1 1 1 NaOH 0,5 60 38,5+0,4
OHT-R - - - H-0 - 60 38,9+3,1

Fonte: elaborado pelo autor.

Para facilitar a interpretacéo das respostas das combinacdes de pré-tratamento, as
amostras foram reordenadas de forma crescente quanto a converséo de celulose a glicose,
conforme apresentado na Figura 10. Observamos que a menor conversao (41%) foi obtida
com 30 minutos de ozondlise utilizando acido sulfurico 0,5M (OHT-3), enquanto a maior
conversdo (59%) também foi obtida com 30 minutos de ozonodlise com acido sulfirico,

porém sob concentracdo molar inferior e correspondente a 0,1 M (OHT-1). Neste ponto,
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parece que a molaridade do &cido foi determinante para o desenvolvimento de uma
resposta positiva ou negativa sob a celulose nas condicGes testadas na ozondlise. O
rendimento do tratamento OHT-3 (41%) foi ainda sensivelmente inferior ao tratamento
de referéncia com agua (48%), demonstrando o potencial depreciativo do acido sulfarico

de maior concentracéo.

Figura 10. Conversao de sacarificacdo de bagaco OHT a partir de ozondlise em meio 4cido
e alcalino em hidrolise enziméatica com Cellic CTEC2 e HTEC2 (9 mg proteina /g glucana)
em 72 horas.

OHT-1 Acido 0.1M, 30 min 59%

OHT-7 Acido 0.5M, 60 min

OHT-5 Acido 0.1M, 60 min 52%
OHT-6 Alcalino 0.1M, 60 min 51%
OHT-4 Alcalino 0.5M, 30 min 48%
OHT-Referéncia agua, 60 min 48%
OHT-8 Alcalino 0.5M, 60 min 48%

OHT-2 Alcalino 0.1M, 30 min 46%

OHT-3 Acido 0.5M, 30 min 41%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Converséo (%)
Fonte: elaborado pelo autor.

A reatividade do ozénio é especialmente dependente da condi¢do de pH do meio
porque a sua depreciacao é acelerada na presenca de ions hidroxila (OH"). Desta maneira,
é habitual observar um incremento na reatividade de ozonio em condicBes &cidas,
especialmente aquelas inferiores a 4,0 (Pan et al., 1984). Quando se promove a ozonolise
de material lignocelul6sico em meio aquoso, como o pre-tratamento de referéncia deste
trabalho, o procedimento inicia-se com o pH da agua, que € proximo da neutralidade, e
rapidamente € reduzido até pH 2,0 pela formacé&o e acimulo dos &cidos carboxilicos como
subprodutos da ozondlise, criando naturalmente um ambiente mais favoravel a
reatividade do gas 0zonio ao longo do processo. Esta acidificacdo intrinseca ao processo
explica o fato de que a maioria dos trabalhos com ozondlise obtém altos niveis de
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conversdo de acUcares e deslignificacdo utilizando apenas agua. A partir da substituicdo
da &gua por um &cido de baixa molaridade no sistema, estima-se que a condigdo 6tima de
reacao para o gas ozonio foi antecipada, abreviando a fase de acidificagdo natural e, assim,
permitindo atingir indices de conversdo similares ou superiores com menor tempo de
ozondlise. Neste trabalho, foi observada uma reducéo de 50% do tempo de processo e um
ganho de 23% na conversao de celulose na presenca de &cido sulfurico 0,1 M em relagéo
a agua. Portanto, destaca-se que o emprego de acido de baixa molaridade melhorou a
eficiéncia da ozondlise em bagaco de cana-de-acucar.

O uso de bagaco acidificado em ozondlise foi anteriormente relatado por aumentar
4 vezes a producdo de glicose em relagdo ao tratamento controle feito apenas com &cido
sulfurico diluido (Gitifar et al., 2013). De maneira similar, outros residuos florestais
alcancaram melhores indices de deslignificacdo e maior concentracdo de glicose na
sacarificacdo de biomassa pré-tratada com ozénio em pH 2,0 do que pH 7,0 (Yu et al.,
2011a). Em contrapartida, a ozon6lise em condigdes alcalinizadas tende a diminuir a
deslignificacdo promovida pelo ozonio, além de potencialmente aumentar a degradagéo
de carboidratos, especialmente das hemiceluloses (Garcia-Cubero et al., 2009). Nesse
trabalho, os tratamentos em meio alcalino ndo foram substancialmente diferentes do
tratamento de referéncia em termos de rendimento de glicose na sacarificagdo. A
expectativa de uso de meio alcalinizado foi motivada pelo uso recorrente de solucdes
alcalinas em procedimentos de deslignificacdo de materiais lignocelulosicos, entretanto,
esta condicdo ndo se mostrou compativel com a ozonolise, ja que os possiveis efeitos
secundarios de deslignificacdo a partir das solucGes alcalinas ndo superaram as perdas de
reatividade do gas 0zonio no processo.

Apesar dos ganhos de producao de glicose promovidos pelo uso de &cido sulfurico
de menor molaridade na ozonolise, 0 emprego de quimicos pode ser agressivo e estimular
a degradacdo dos carboidratos gerando, consequentemente, o acumulo de maior
quantidade de produtos inibitérios em relacdo ao procedimento realizado apenas com
agua. A partir desta preocupacdo foram monitorados os produtos de degradacéo
originados em cada combinacéo de pré-tratamento analisando o licor resultante na etapa
hidrotérmica de cada bagaco, conforme apresentado na Figura 11. Foram estimadas as

solubilizages de glicose e xilose no licor, bem como a formac&o de acido acético, furfural
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e hidroximetilfurfural, e a liberagdo de compostos fenolicos e determinacéo do pH final,
que variou no intervalo entre 1,88 a 2,76.

Constatou-se que a solubilizacdo de glicose no licor foi mais intensa nos pré-
tratamentos acidos (~5 g'L* ou superior) do que nas amostras de bagaco alcalinizado (Fig.
11-A). Além disso, as maiores solubilizacBes foram registradas para as duas amostras
(OHT-7 e OHT-3) que receberam acido sulfrico a 0,5 M, sugerindo que 0 emprego de
acidos de menor concentracdo minimiza este efeito indesejavel. Por outro lado, a
solubilizacdo das hemiceluloses, estimada pela concentracdo de Xilose e acido acético no
licor, foi claramente favorecida pelas solugdes alcalinas durante a ozondlise (Figs. 11-B
e 11-E). O pré-tratamento com agua foi o mais agressivo para a solubilizacdo das
hemiceluloses, liberando cerca de 23 g'L* de xilose no licor hidrotérmico.

A formacédo dos inibidores de grande preocupacao para a etapa fermentativa, como
furfural e HMF, foi intensificada na condicdo acida, e bastante reduzida no tratamento
com agua, que apresentou concentracdes na ordem de 0,5 g'L* de HMF e 2,0 gL de
furfural, enquanto o tratamento acido OHT-3 chegou a 1,9 g'L™ de HMF e mais de 7,0
gL de furfural (Figs. 11-C e 11-D), indicando intensa desidratagdo dos carboidratos e
sintese de furanos na presenca de acido sulfdrico. Na presenca de hidréxido de sddio
também houve aumento na producéo de furfural e HMF em relacéo ao controle, porém
em menores concentracdes do que nas amostras acidificadas. Por fim, a liberacdo de
compostos fendlicos seguiu a mesma tendéncia e foi menor no pré-tratamento de
referéncia com agua (2,3 g'L1), sequida de acimulo crescente para os demais tratamentos,
tanto acido quanto alcalino, chegando a até 3,0 g'L™. Portanto, a presenca dos reagentes
quimicos na reacdo de ozonoOlise parece ter potencializado a solubilizacdo da lignina
nestas amostras (Fig. 11-F).

De maneira geral, destaca-se que foi possivel atingir maiores conversdes em
glicose a partir da incorporagdo de acido sulfurico diluido e de baixa molaridade ao
bagaco durante a ozondlise seguida do tratamento hidrotérmico, ao mesmo tempo em que
séo gerados licores de maior grau de toxicidade. Portanto, parece haver uma relagéo direta
e dependente de agressividade do pre-tratamento e sacarificacdo de celulose. Diante desta

caracteristica, torna-se inevitavel atribuir adequadas operaces de downstream para o
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fracionamento dos produtos (bagagco OHT e licor OHT) gerados nesta combinagéo de

pré-tratamentos.

Figura 11. Composicao dos licores resultante dos pré-tratamento combinado (ozondlise com
hidrotérmico) em diferentes condigdes &cidas e alcalinas para obtencéo de bagaco OHT.
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Legenda: (A) glicose; (B) xilose; (C) hidroximetilfurfural; (D) furfural; (E) éacido acético; (F)
compostos fendlicos totais. Fonte: elaborado pelo autor.
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3.5.Cultivo de leveduras em meio hidrolisado de bagaco ozonizado

Inicialmente a capacidade de crescimento das leveduras Saccharomyces
cerevisiae foi testada no meio hidrolisado obtido do bagaco ozonizado visando
comprovar a sua fermentabilidade para a producédo de etanol. Poucos estudos anteriores
relatam o uso de material lignocelulésico ozonizado em experimentos de fermentagao
(Cassia Pereira et al., 2016; Travaini et al., 2016a). O desenvolvimento dos experimentos
iniciais de cultivo e fermentacdo das trés leveduras industriais (CAT-1, PE-2 e JP-1) foi
feito a partir de um conteGdo Unico hidrolisado obtido da homogeneizacdo dos
sobrenadantes de uma série de experimentos de hidrélise enzimética, que geraram um
substrato homogéneo com 17,5 + 0,3 g'L* de glicose como fonte de carbono.

Ensaios de cultivo em microplacas revelaram efeitos negativos da composi¢cdo do
meio hidrolisado ozonizado sobre o desenvolvimento celular das leveduras. Nestes
experimentos, o crescimento das leveduras foi comparativamente avaliado entre 0 meio
hidrolisado e um meio sintético, composto por sacarose na mesma concentracao de fonte
de carbono e livre de inibidores. Com 20 horas de cultivo — correspondente ao final da
fase exponencial de crescimento — foram observados niveis de inibi¢&o celular de cerca
de 52% para CAT-1, 43% para JP-1 e 37% para PE-2, deixando evidente a agéo
antagonistica do meio. As curvas de crescimento celular de cada linhagem séo
apresentadas através da Figura 12. Estes dados ainda revelaram que a levedura CAT-1
obteve a maior densidade celular em meio com sacarose, indiretamente medida pela
densidade 6ptica e que correspondeu a aproximadamente a 1,3 g'L de células, enquanto
a levedura PE-2 multiplicou-se mais rapidamente que as demais, atingindo a fase
estacionaria entre 10 e 12 horas ap6s o indculo em sacarose. O crescimento em meio
hidrolisado foi semelhante para todas as leveduras, que iniciaram com aproximadamente
0,2 gL de biomassa e atingiram cerca de 0,5 gL nas condi¢cbes do ensaio em

microplaca.
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Figura 12. Cultivo comparativo de leveduras Saccharomyces cerevisiae industriais em meio
sintético de sacarose e meio natural de hidrolisado de baga¢o ozonizado.
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Legenda: (A) linhagem CAT-1; (B) linhagem PE-2; (C) linhagem JP-1; (m) meio de cultura com sacarose;
(®) meio de cultivo hidrolisado. Fonte: elaborado pelo autor.

Uma vez comprovada a capacidade de consumo da fonte de carbono do meio
hidrolisado de bagago ozonizado, foram realizados experimentos de cinética de
fermentacao de 36 horas visando produzir etanol para atestar a fermentabilidade do meio
e selecionar a levedura mais compativel com o processo. Diferentes perfis de consumo
de substrato foram observados para cada uma das linhagens industriais nas condicdes de
fermentacdo, evidenciando um desempenho superior da levedura JP-1 na producéo de

etanol. Contrariando as expectativas decorrentes do experimento anterior em microplaca,
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a levedura JP-1 parece ter se adaptado melhor ao meio hidrolisado pois consumiu toda a
glicose em 36 horas, resultando na maior concentragio de biomassa (1,5 g'L™) e maior

producéo de etanol (8,6 g'L™) dentre as trés leveduras avaliadas (Figs. 13 e 14).

Figura 13. Cinética de fermentagdo alcodlica da levedura JP-1 em meio hidrolisado de
bagaco ozonizado.
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Legenda: (#) glicose; (A) células; (m) etanol. Fonte: elaborado pelo autor.

A fonte de carbono ndo foi esgotada pelas leveduras CAT-1 e PE-2, restando ainda
cerca de 12% e 45% do substrato em 36 horas de fermentacéo, respectivamente. Dessa
maneira, os indicadores de rendimento e eficiéncia para estas linhagens foram inferiores
aqueles observados para JP-1, que atingiu um rendimento maximo de substrato em
produto de 98% (Tabela 5) e se mostrou como a linhagem mais compativel com o
substrato derivado da sacarificacdo do bagago de cana-de-aclcar pre-tratado por
ozonolise. Assim, a levedura comercial JP-1 foi escolhida para os experimentos
posteriores de fermentacdo envolvendo os meios hidrolisados dos diferentes pré-

tratamentos em bagaco de cana-de-agucar.
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Figura 14. Cinética de fermentacédo alcodlica da levedura CAT-1 e PE-2 em meio hidrolisado
de bagaco ozonizado.
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Legenda: (#) glicose; (A) células; (m) etanol; (A) CAT-1; (B) PE-2. Fonte: elaborado pelo autor.

De maneira geral denota-se que o tempo de fermentacéo foi longo (36 horas ou
superior). Este é um efeito tipico em meios de cultivo contendo compostos inibitorios,
como o0s meios resultantes da hidrélise de material lignoceluldsico. Devido ao ataque do
0z0nio sobre a estrutura polimérica da lignina, uma série de compostos fenélicos de baixa
massa molecular foi liberada como subprodutos de degradacéo, sendo estes parcialmente
removidos pelas operagdes de lavagem realizadas ap0s o pré-tratamento. Entretanto, outra
parte de compostos fendlicos parece permanecer no hidrolisado e afetar o desempenho
das leveduras na fermentacdo. Estes compostos fendlicos devem ser originados da porcao
de lignina insoluvel ndo afetada pelo pré-tratamento que ainda permanecia
covalentemente ligada a celulose. A partir da despolimerizacdo da celulose, promovida
pelas enzimas durante a hidrdlise, estima-se que haja uma liberacdo simultanea de
residuos fendlicos devido ao rompimento destas ligacGes intermoleculares. Portanto,
atribui-se especialmente aos compostos fenolicos o efeito de retardo do processo
fermentativo por inibi¢do parcial das leveduras.

O efeito antagonistico de fendlicos e outros aromaticos sobre células microbianas
é bastante dependente dos grupos funcionais especificos presentes no meio, entretanto,

de maneira geral assume-se que 0s compostos fenolicos sdo capazes de interferir em
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funcgdes fisioldgicas e alterar a propor¢do de lipidios e proteinas na membrana celular
(Jonsson et al., 2013). Ainda assim, S. cerevisiae é capaz de converter alguns compostos
fenolicos em produtos de menor toxicidade, garantindo sua sobrevivéncia nestes meios
(Larsson et. al, 2000). Este processo de adaptacdo envolve a ativacdo da expressao de
determinados genes capazes de direcionar este novo metabolismo, por isso, observa-se
um aumento da fase lag de adaptacdo e, consequentemente, a extensao do tempo total de
fermentacdo. Cunha et al. (2015) observaram aumentos significativos na fase lag de S.
cerevisiae de 6,5 horas em meio sintético de glicose sem inibidores, para periodos entre
12 e 28 horas em meios hidrolisados contendo inibidores lignocelul6sicos. Normalmente
0 uso de indculos mais concentrados minimiza tais efeitos e reduz o periodo de fase lag,
que foi minimamente observado nestes experimentos por empregar elevada concentragdo

celular inicial (1 g'L™).

Tabela 5. Resumo de indicadores da fermentacdo alcodlica de hidrolisado de bagaco
ozonizado por leveduras industriais.

_ Linhagens
Indicadores

PE-2 CAT-1 JP-1
Concentragdo (g-L?) 3,93 7,14 8,64
Producdo total (%) 0,5% 0,9% 1,1%
Produtividade* (g'L*h?) 0,1 0,2 0,2
Rendimento (Yess) 0,414 0,460 0,500
Eficiéncia (%) 81% 90% 98%

*Produtividade calculada para 36 h de tempo total de processo. Fonte: elaborado pelo autor.

3.6.Fermentacao alcodlica de hidrolisados de bagaco ozonizado, hidrotérmico e
OHT

Os produtos da sacarificacdo dos bagacos ozonizado, hidrotérmico e OHT foram
utilizados como substrato de fermentacao visando estimar o potencial de fermentabilidade
de cada meio com a levedura comercial JP-1, que obteve o melhor desempenho nos
experimentos anteriores. Além de JP-1, a linhagem de S. cerevisiae Y-150 foi testada

comparativamente em todos os meios por ser uma linhagem adaptada por exposicao e
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crescimento em licor hidrotérmico de madeira poplar. O objetivo desta comparacédo foi
avaliar se a melhoria adaptativa da linhagem aos compostos fendlicos da madeira seria
capaz de atribuir alguma vantagem tecnoldgica frente a uma levedura nativa no processo
fermentativo de hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar, no qual ndo havia sido avaliada
anteriormente. As fermentacGes de ambas leveduras foram realizadas apos a
uniformizacdo dos sobrenadantes dos varios experimentos de hidrolise enzimaética,
resultando nos substratos hidrolisados de composi¢cdo quimica conforme apresentado na
Tabela 6 que foram empregados nas replicatas de fermentacdo. Destaca-se que 0s
compostos fendlicos estdo presentes em todos os meios hidrolisado, entretanto, ndo foi
detectada a presenca de acido acético no meio hidrolisado de bagaco OHT, possivelmente

liberado em sua totalidade através do licor de pré-tratamento.

Tabela 6. Composi¢do quimica de meios hidrolisados obtidos dos diferentes pré-tratamentos
em bagaco de cana-de-acucar.

Concentragao (gL ™)

Composigdo

Ozonizado Hidrotérmico OHT
Glicose 18,68 13,82 29,97
Xilose 9,72 5,05 3,55
Arabinose 0,88 n.d. n.d.
Acido acético 0,99 0,96 n.d.
HMF n.d. n.d. n.d.
Furfural n.d. n.d. n.d.
pH 4,52 4,69 4,53
Compostos fendlicos totais 0,80 0,53 0,59

*n.d. = ndo detectado. Fonte: elaborado pelo autor.

A producdo méxima de etanol obtida por ambas linhagens no meio hidrolisado
ozonizado foi muito similar (~9,7 g'L™}), entretanto destaca-se que apesar da densidade
celular superior de JP-1, a levedura Y-150 consumiu toda a glicose em tempo inferior que
JP-1 (Fig. 15). Este mesmo comportamento foi observado para o meio hidrolisado
proveniente do bagaco hidrotérmico que continha cerca de 14 gL de glicose e foi
rapidamente consumida em 12 horas por Y-150, e em 20 horas por JP-1, ambas

acumulando cerca de 7,0 gL de etanol em 30 horas (Fig. 16). Dessa maneira, a
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fermentabilidade dos hidrolisados de bagaco ozonizado e hidrotérmico foi confirmada
mesmo na presenca de &cido acético e compostos fendlicos resultantes da degradagéo da

lignina nos pré-tratamentos.

Figura 15. Cinética de fermentacgdo alcodlica em meio hidrolisado de bagaco ozonizado para
leveduras JP-1 e Y-150.
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Legenda: (#) glicose; (A) células; (m) etanol; (A) JP-1; (B) Y-150. Fonte: elaborado pelo autor.

O meio hidrolisado obtido dos experimentos de hidrdlise do bagaco OHT foi
composto de cerca de 30 g'L! de glicose e, portanto, demandou um maior tempo para o
consumo dos carboidratos no processo fermentativo, que foi estendido até 42 horas e

resultou no acumulo de cerca de 13,4 g'L! de etanol para ambas leveduras (Fig. 17).

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

161

Figura 16. Cinética de fermentacao alcoolica em meio hidrolisado de bagaco hidrotérmico

para leveduras JP-1 e Y-150.
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Concentracdo (gL?)

Figura 17. Cinética de fermentacdo alcotlica em meio hidrolisado de bagaco OHT para

leveduras JP-1 e Y-150.
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As respostas do estudo comparativo entre as leveduras JP-1 e Y-150 para a
fermentacdo de hidrolisados estd sumarizado através da Tabela 7. Assume-se que o
desempenho global de ambas as linhagens foi equiparado quanto a producdo total de
etanol em todos 0s meios, porém outras consideracdes devem ser destacadas. Por um lado,
a linhagem Y-150 apresentou uma vantagem tecnoldgica na produtividade, atingindo os
mesmos indices de producédo da JP-1 em menor tempo de fermentacéo. Este critério tem
elevada relevancia para processos industriais e pode ser entendido como um indicativo
de sucesso do processo de adaptacdo fisiologica aos compostos fendlicos, apesar de ndo
terem sido realizados estudos com a mesma linhagem nativa como controle para validar
tal suposicgdo. Por outro lado, a linhagem JP-1 apresentou maior eficiéncia na conversao
de substrato em produto do que Y-150, atingindo rendimentos maximos nos meios
hidrolisados da ozondlise e hidrotérmico, exceto no meio hidrolisado OHT, onde a
eficiéncia foi de 90% para JP-1 e 92% para Y-150, reforcando que a aquisicdo de
tolerancia a fendlicos em algum nivel é positiva para a fermentacdo de meios derivados
de substrato lignoceluldsico. A eficiéncia superior da levedura JP-1 poderia ser justificada
pelo fato de ser uma linhagem comercial j& empregada na industria de etanol de primeira
geracgdo, porém ndo preparada para 0s possiveis agentes inibitdrios presentes no contetdo
hidrolisado de etanol de segunda geracao.

Tabela 7. Resumo de indicadores da fermentacdo alcodlica dos trés meios hidrolisado de
bagaco ozonizado, hidrotérmico e OHT pelas leveduras JP-1 e Y-150.

] Linhagem JP-1 Linhagem Y-150
Indicadores
Ozon. Hidrot. OHT Ozon. | Hidrot. OHT
Concentragdo (gL ?) | 9,71 7,11 13,30 9,69 6,86 13,43
Producao total (%) | 1,2% 0,9% 1,7% 1,2% 0,9% 1,7%
Produtividade* (g'L""h?) | 0,40 0,36 0,32 0,48 0,57 0,32
Rendimento (Ypss) | 0,511 0,511 0,444 0,511 |0,482 0,469
Eficiéncia (%) | 100% 100% 90% 100% | 94% 92%

*Produtividade calculada no tempo final de consumo de glicose de cada processo.
Fonte: elaborado pelo autor.

A maior produgéo de etanol atingiu 1,7% (v/v) no caldo fermentado do bagaco

OHT. Apesar da alta eficiéncia fermentativa observada, ha uma necessidade de
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incremento na concentracdo total de etanol para viabilizar um possivel processo de
destilacdo. Em geral, assume-se que caldos com 4% (v/v) ou mais de etanol s&o
economicamente viaveis e, portanto, demanda-se de, pelo menos 8% (v/v) de glicose no
meio hidrolisado (Modenbach & Nokes, 2013). Para atingir 80 gL de glicose no final
da sacarificacdo utilizando a melhor condigdo observada neste trabalho (ozondlise &cida
e pré-tratamento hidrotérmico), que apresentou rendimento de 59% na conversao de
celulose a glicose (47 gL de glicose), seriam necessarios, no minimo, 135 gL de
bagaco OHT, ou seja, teoricamente 13,5% (m/v) de sélidos totais na hidrélise. Entretanto,
deve-se considerar que processo de sacarificagdo em alta concentracdo de sélidos tendem
a ser menos eficientes devido as dificuldades de transferéncia de massa, aumento de
viscosidade e menor acessibilidade das enzimas em um conteido com maior massa seca
e menor disponibilidade de dgua livre (Cassia Pereira et al., 2016; Modenbach & Nokes,
2013). Assim, estima-se que um processo adequado deveria considerar niveis de 15%
(m/v) ou superiores de s6lidos pré-tratados em suspensdo durante a etapa de sacarificagdo

nas condicdes apresentadas.

3.7. O processo global

A producéo de etanol celulosico utilizando como substrato o bagago de cana-de-
acucar foi estudada empregando as técnicas de ozondlise e tratamento hidrotérmico na
etapa de pré-tratamentos, seguido da sacarificacdo com enzimas comerciais como
estratégia de hidrolise, e, por fim, a fermentacdo alcoodlica foi realizada por leveduras
Saccharomyces cerevisiae industriais para a conversao da glicose em etanol. A associacédo
dos pré-tratamentos, nominada como Tratamento Hidrotérmico acidificado com Ozbnio
(THAO), foi vantajosa por produzir a biomassa pré-tratada — o bagaco OHT — mais rica
em relacdo ao substrato de interesse, chegando a 72% de celulose, e com 48% de
eficiéncia no processo. Além disso, 0 bagaco OHT mostrou-se mais acessivel para as
enzimas celuloliticas durante a hidrélise enzimatica, permitindo uma conversao de até
67% da celulose em glicose. A levedura JP-1 apresentou o melhor desempenho cinético

no meio hidrolisado derivado do bagaco ozonizado, e atingiu uma eficiéncia fermentativa
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de 90% no hidrolisado de bagaco OHT, acumulando cerca de 1,7% (v/v) de etanol no
meio fermentado. Assumindo estes fatores de conversdo em cada etapa, bem como os
fatores estequiométricos de celulose para glicose (1,11), e de glicose para etanol (0,511),
0 processo THAO apresentou um rendimento global de 10% (substrato: bagaco; produto:
etanol), e um rendimento especifico de 28% em relacdo a fracdo C6 de hexoses da
biomassa lignocelul6sica. O rendimento foi calculado através de balan¢o de massas
utilizando uma base de célculo de 10 g de bagaco na base seca, correspondente a 3,6 g de

celulose, no qual se obtém 1,0 g de etanol (Tabela 8).

Tabela 8. Balanco de massas para processo THAO.

Produto Entrada (g) Saida (g)
Bagaco 10,000 10,000
Ozbnio 0,760 0,760
Agua 295,700 295,700
Glicose 2,200 2,200
Residuo solido 1,880 1,880
Etanol 1,012 -

Fonte: elaborado pelo autor.
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4. Conclusoes

Este capitulo tratou do desenvolvimento das etapas de sacarificacdo e fermentacdo

alcoolica de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por ozondlise, pré-tratamento

hidrotérmico, e pela combinacdo de ambos processos na obtencdo do bagaco OHT. Foi

possivel observar que:

H& uma relacdo diretamente proporcional entre a remocdo do conteddo amorfo,
representado por hemiceluloses e lignina, e 0 aumento da converséo de celulose
na hidrdlise enzimatica em bagaco de cana-de-acucar;

A digestibilidade do bagaco OHT por enzimas celuloliticas é superior aos bagacos
ozonizado e hidrotérmico, comprovando que a combinacdo das técnicas pode
liberar mais de 50 g'L™ de glicose no meio hidrolisado, atingindo uma convers&o
correspondente a 67% de rendimento com 96 horas de hidrolise;

A elevada toxicidade do licor gerado junto ao bagago OHT inviabiliza sua
utilizacdo na hidrolise enzimatica, sendo, portanto, necessaria a separacdo e
destinacgdo a outras aplicacOes tecnoldgicas;

A incorporacdo de &cido de baixa molaridade a ozonolise potencializa a acéo
oxidativa do ozonio e resulta na reducdo de 50% do tempo de ozondlise com
ganho de 23% da conversdo de celulose a glicose na hidrdlise do bagaco OHT;
Os substratos hidrolisados de bagaco ozonizado, hidrotérmico e OHT séo
fermentesciveis, porém demandam de um longo tempo de fermentacdo para o
consumo de glicose, que pode ser explicado por efeitos retardatarios devido a
presenca de compostos inibitorios da composic¢do do meio sobre as leveduras;

A levedura JP-1 foi a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae melhor
adaptada as condi¢es ambientais do meio hidrolisado de bagago ozonizado e
obteve desempenho similar a linhagem Y-150 com adaptacdo fisioldgica a
compostos fenolicos, atingindo 90% de eficiéncia de fermentacéo do hidrolisado
de bagaco OHT.
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Anexos: Dados suplementares de utilizacéo bioldgica
do licor de pré-tratamento

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



171

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

Apresentacao

Os anexos reunem dados de experimentos complementares de selecdo de micro-
organismos fungicos — leveduriformes e filamentosos, com habilidade de crescer e
consumir a fonte de carbono baseada em xilose presente no licor resultante da combinagéo
dos pré-tratamento ozonolise e hidrotérmico. O licor representa, em principio, um
subproduto do beneficiamento do bagaco de cana-de-agucar para a producao de etanol de
segunda geracdo. Devido a sua composic¢do quimica composta por fragmentos fenélicos
da degradacdo da lignina, e compostos furanicos da degradacgéo de carboidratos, além dos
carboidratos monoméricos xilose, glicose e arabinose, sua metabolizacdo representa um
grande desafio biolégico em termos de tolerancia e possivel assimilacdo de compostos
inibitorios derivados da biomassa lignoceluldsica. Os experimentos reportados a seguir
representam sugestdes com perspectivas de utilizacdo deste subproduto com vistas a
agregar valor ao material residuario por meio de bioprocessos que possam ser

desenvolvidos futuramente a partir dos micro-organismos selecionados.
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Anexo 1 — Cultivo de leveduras em licor

Vinte isolados de leveduras fermentadoras de pentoses foram selecionados para
estudos de triagem a partir do banco de linhagens do Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada da Universidade Estadual Paulista, UNESP S&o José do Rio
Preto. As linhagens foram previamente isoladas e identificadas por diferentes autores
(Baffi et al., 2011; Bezerra-Bussoli et al., 2013; Martins, 2015).

Os ensaios de triagem de leveduras foram realizados em 3 etapas visando
selecionar as cepas com maior capacidade de crescimento na presenca de compostos
inibitdrios resultantes da degradacdo da lignina e da desidratacdo acida dos préprios

carboidratos, gerando compostos furanicos, conforme ilustrado a seguir (Fig. 1):

Figura 1. Representacdo esquematica da selecdo de leveduras em licor.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Inicialmente as 20 linhagens foram reativadas a partir do estoque de culturas
congeladas (freezer -80°C) em meio solido YEPD (20 gL glicose; 20 gL peptona; 10
gL extrato de levedura, 15 g'L™ &gar), seguido pela transferéncia de colbnias para caldo
YEPX (20 gL ! xilose; 20 g'L ! peptona; 10 g'L* extrato de levedura) incubado em shaker
a 30C e 200 rpm por 36 horas. As suspensdes celulares obtidas em caldo YEPX foram
utilizadas como indculo nos ensaios de selecdo realizados em microplacas de 96 pogos
com inoculo padronizado como 10% (v/v) da suspensdo celular nos experimentos.

O licor bruto utilizado na primeira fase da selecao foi preparado através de ajuste
de pH de 2,0 para 4,5 usando hidroxido de sodio, seguido de dilui¢Bes 1:2, 1:5e 1:10 com
agua destilada e filtragdo em membrana de 0,22 um. Neste primeiro ensaio o objetivo foi
determinar quais dos 20 isolados apresentava alguma tolerancia a composicao do licor e
seria capaz de multiplicar-se em diferentes niveis de diluicdo. O caldo YEPX foi utilizado
como controle positivo de crescimento livre de inibidores. Cada formulagdo de licor
diluido e do controle foi distribuida em triplicata em pocos das placas de micro dilui¢do
em um volume de 270 pL em cada poco, e outros 30 pL foram adicionados como indculo
de cada isolado. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30 ‘C por até 60
horas. O crescimento celular foi estimado através de leitura da densidade Optica em
espectrofotdmetro equipado com leitor de microplacas a 630 nm nos tempos de 10h, 20h,
40h e 60h de incubagdo. A média de leitura de absorbancia em “branco” — pocos que
receberam agua destilada esterilizada ao invés de indculo em cada formulacdo — foi
subtraida das médias de leitura das amostras inoculadas. O incremento na turbidez dos
pocos ao longo do tempo foi considerado como resultado positivo de crescimento celular.
Nesta primeira fase apenas 10 dos 20 isolados avaliados foram capazes de consumir as
fontes de carbono na presenca dos inibidores (dados ndo apresentados). Os isolados pré-

selecionados estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Relagdo de 10 leveduras pré-selecionadas com consumo carboidratos na presenga
de inibidores do licor de pré-tratamento combinado.

Identificacdo deste  Identificacdo original

trabalho da cepa Espécie
S1 All Trichosporon multisporum
S2 B2 Debaryomyces sp.
S3 BR6-2AY Candida shehatae var. Insectosa
S9 U2 Cryptococcus laurentii
S10 PT1-1BASP Candida shehatae var. Shehatae
S11 LB3.1 Aureobasidium pullulans
S13 - Pichia sp.
S14 - Trichosporon laibachii
S16 - Pichia kluyveri
S17 G7.1 Hanseniaspora sp.

Fonte: elaborado pelo autor.

As 10 espécies pré-selecionadas foram a seguir testadas quanto a taxa de inibicéo
do licor na concentracdo de 50% (segunda etapa), sendo que a dilui¢do do licor foi
realizada com meio de cultura YEPXAD ao invés de agua destilada, visando manter uma
proporcéao equivalente de aclcares entre o meio natural (licor diluido) e o meio sintético
como controle (YEPXAD). O meio YEPXAD foi uma composicdo propria e derivada do
meio YEPD adaptado a composicdo de acucares presente no licor. Assim, 0 meio
YEPXAD foi composto por: 10 g-L* de extrato de levedura, 20 gL de peptona, 5 gL
de glicose, 10 gL de xilose, e 5 g'L™* de arabinose.

O ensaio de inibicdo envolveu o preparo da formulacdo de licor diluida na
proporcao de 50%, seguido de ajuste de pH e filtragdo, conforme ja& descrito. O pre-cultivo
das 10 linhagens e preparo dos inoculos (10% v/v) foram iguais, e 0 ensaio utilizou o
meio YEPXAD puro e adicionado de inéculo de cada linhagem como controle positivo
(sem inibidores), e meio de cultivo natural (licor 50%) com inéculo de cada linhagem
como teste. Também foram incluidos “brancos” para descontar a leitura de absorbancia
da cor de cada meio, conforme ilustrado através da Figura 2. A placa de micro dilui¢éo
permaneceu incubada em estufa bacterioldgica a 30 C com agita¢do de 150 rpm por 72h

até a leitura da densidade Optica em 630 nm. A diferenca de absorbéncia entre as médias
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de cada amostra e a média de seus respectivos controles positivos foi definida como
inibicéo relativa, expressa em percentual (%) de inibi¢do de crescimento.

Figura 2. Esquematizacao do ensaio de inibicdo em microplaca.

Branco Controle
para meio positivo
YEPXAD [ para meio
YEPXAD
Branco
pa[)a licor Area de
50% teste para
[ amostras em
licor 50%

Neste ensaio de inibicdo, comparando o crescimento relativo de cada linhagem no
meio sintético (sem inibidores) e no meio natural com 50% de licor, observamos que
dentre as 10 linhagens pré-selecionadas, cinco delas (S1, S9, S10, S11 e S17) foram
bastante sensiveis a formulacdo e seus indices de inibicdo foram estimados em mais de
80% (Fig. 3), revelando menor capacidade de tolerancia aos compostos inibitdrios do
licor. Dessa maneira, 0s outros 5 isolados (S2, S3, S13, S14 e S16) com 0S menores
indices de inibic&o, que variou entre 7% e 38%, foram selecionados para o préximo ensaio

de toleréncia em dilui¢Ges crescentes do licor.
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Figura 3. Experimento de inibi¢&o utilizando meio YEPXAD com 50% de licor em
72h de cultivo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na terceira etapa de selecdo de leveduras foram testados apenas as cinco melhores
linhagens, ou seja, aquelas com menor taxa de inibi¢do relativa. Neste experimento as
respostas de crescimento celular foram avaliadas frente a concentragdes crescentes de
inibidores, obtidas pela dilui¢do do licor bruto nas proporcées de 30%, 50%, 70% e 90%
em meio YEPXAD. Nestas formulacGes a concentracdo estimada (calculada) dos
principais inibidores foi aquela descrita na Tabela 2. O ensaio foi realizado em microplaca
e preparado conforme descrito anteriormente, com incubacdo em estufa bacterioldgica a
30T com agitacdo de 150 RPM. As leituras de densidade optica (630 nm) foram feitas
em 24, 48, 72 e 140 horas de cultivo. O incremento da absorbancia ao longo do tempo
indicou resisténcia e capacidade de multiplicacdo celular naquela concentracdo de
inibidores, enquanto a auséncia de turbidez indicou sensibilidade a determinada

concentragéo de licor.
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Tabela 2. Composi¢ado estimada dos compostos inibidores em licor diluido.

Componente Concentracéo calculada (gL™)
Licor 30% Licor 50% Licor 70% Licor 90%
Furfural 1,8 3,0 4,2 54
HMF 0,3 0,5 0,7 0,9
Acido acético 0,6 1,1 1,5 1,9
Acido férmico 0,3 0,6 0,8 1,1
Fendlicos totais 0,6 1,1 15 2,0

Fonte: elaborado pelo autor.

Em 24 horas de cultivo (Fig. 4A) foi detectado crescimento apenas na formulacéo
com 30% de licor para todos os isolados, exceto S2. Progressivamente todos
demonstraram habilidade de crescimento nesta formulacdo ao longo do tempo de
incubacdo. Empregando a formulacdo com 50% de licor, os isolados S3, S14 e S16
demonstram algum indicativo de crescimento em 48 horas, e crescimento vigoroso para
todos em 72 horas, exceto para S2, que se mostrou sensivel a concentracdo de 50% de
licor neste experimento. Ja as concentracfes de 70% e 90% de licor ndo permitiram
crescimentos celulares consideraveis, haja visto as elevadas concentracdes de inibidores.
Tendo em vista tais respostas, ndo se recomenda a utilizacdo de licor com mais de 50%
de concentragdo para as leveduras testadas.

Assim, considerou-se que as leveduras mais promissoras para 0 possivel
desenvolvimento de processos fermentativos utilizando licor como substrato foram: S3-
Candida shehatae var. Insectosa BR6-2AY, S13- Pichia sp., S14- Trichosporon
laibachii, e S16- Pichia kluyveri G1.1, que demonstraram habilidade de multiplicar-se
adequadamente em meio de cultivo com concentracdes estimadas de 3,0 g'L de furfural,

0,5gL*de HMF e 1,1 gL de fenois como principais componentes toxicos do licor.
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Figura 4. Ensaio de resisténcia para cinco linhagens de leveduras selecionadas sob
concentracao crescente de licor em meio de cultura YEPXAD.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Anexo 2 — Cultivo de fungos filamentosos em licor

O potencial de sintese de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas a partir de
fungos filamentosos foi estudado empregando o licor como substrato de pré-cultivo de
baixo custo, especialmente pela fonte disponivel de carboidratos (majoritariamente
xilose). Entretanto, a composi¢éo de subprodutos inibitorios representava o maior desafio
para a assimilacdo e crescimento celular neste meio de cultivo, como previamente
observado para as leveduras.

Vinte e cinco fungos filamentosos isolados de diferentes &reas da regido
Amazonica brasileira e pertencentes ao Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE/CNPEM) foram avaliados em estudos de triagem para cultivo em licor
seguido de indugdo enzimatica com substrato sélido. O cultivo de fungos filamentosos
foi realizado em agar PDA (Potato dextrose agar), e 0 meio de inducdo para sintese
enzimatica por fungos foi preparado de acordo com Delabona et al. (2016), conforme
descrito na Tabela 1. Os reagentes quimicos utilizados na formula¢do dos meios de

cultivo foram da marca Sigma-Aldrich® ou equivalente.

Tabela 1. Composi¢do quimica de meios de inducéo para fungos filamentosos.

Componente Concentragéo (g'L?)
Peptona 1,0
Fosfato Monopotassico (KH2PO,) 2,0
Sulfato de Amédnio ([NH4]2SO.) 1,4
Cloreto de Calcio (CaCl..2H,0) 0,4
Sulfato de Magnésio (MgSQ.) 0,3
Sulfato de Ferro (FeSOa) 0,005
Sulfato de Manganés (MnSQ.) 0,0016
Sulfato de Zinco (ZnS0.) 0,0014
Cloreto de Cobalto (CoCly) 0,002
Ureia 0,3

Fonte: adaptado de Delabona et al. (2016).
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Os ensaios iniciais envolveram a tentativa de cultivo de 25 linhagens fangicas,
sendo destas 20 isolados de identificagdo taxondmica desconhecida, e 5 linhagens
identificadas e utilizadas como referéncias. Inicialmente todas as linhagens foram
reativadas em placas de 4gar PDA a partir das culturas em estoque e incubadas em estufa
bacterioldgica a 29°C por um periodo de 5 a 7 dias para crescimento e obtencdo dos
indculos para os experimentos com licor. Os indculos foram feitos pela transferéncia de
um disco de aproximadamente 2 cm de diametro, recortado da superficie do agar
recoberto pelos micelios crescidos, para frascos erlenmeyer contendo 25 mL de licor
diluido a 50% em meio de indugdo, composto por &gua peptonada 0,1% e sais (vide
Tabela 1). A formulagdo foi tamponada utilizando Biftalato de potassio/NaOH até pH 5,2
e filtrada em membrana de 0,22 um para esterilizacdo a frio antes da adicdo dos discos
de in6culo. Os 25 cultivos foram mantidos em shaker a 29 C com agitacdo de 200 rpm
por até 7 dias para o desenvolvimento de pellets ou turbidez como indicativos de
crescimento celular. Apenas os fungos capazes de metabolizar os carboidratos na
presenca dos inibidores do licor a 50% de concentracdo na fase de triagem foram
utilizados nos ensaios de inducdo enzimatica.

A presenca dos compostos toxicos (furanos e compostos fendlicos especialmente)
na composi¢do do licor exerceu forte efeito inibitdrio sobre o desenvolvimento celular
dos fungos filamentosos, sendo que das 25 linhagens submetidas ao cultivo, apenas 6
foram capazes de metabolizar os carboidratos e formar hifas na formulacdo com 50% de
diluicdo. Os fungos selecionados estéo listados na Tabela 2 e ilustrados na Figura 1.

Estes fungos foram entdo pré-cultivados em um meio minimo com baixa
concentracio de glicose (4 g'L™?) e sais para obtencéo de pellets no desenvolvimento dos
indculos. Nesta fase, um modelo de cultivo celular com alimentacdo pulsada de licor a
partir do pré-cultivo em glicose foi desenvolvido visando o acimulo de biomassa de hifas

para os experimentos de indugédo enzimatica posteriores (Fig. 2).
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Tabela 2. Relacdo de fungos selecionados com consumo carboidratos na presenga de
inibidores do licor de pré-tratamento combinado.

Identificacéo Espécies Fonte / origem de isolamento
MCO08 Sem identificagdo Isolado de mandioca
826 Sem identificagéo Isolado de serragem
839 Sem identificagéo Isolado de serragem
840 Sem identificagéo Isolado de serragem
848 Sem identificagdo Isolado de serragem

Isolado de solo do bioma

P49P11 Trichoderma harzianum amazonico (Delabona et al., 2012)

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 1. Representacdo dos fungos selecionados na triagem em placas de PDA com 5a 7
dias de cultivo.

Fonte: autor.
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Figura 2. Modelo de cultivo de fungos filamentosos em meio basal de glicose seguido
de pulsos de alimentagao com licor para producéo de biomassa.

—e—MC08 —10-826 ¢ 839 4 840 —m—848 = P49P11

Aclcares Redutores Totais (g-L1)

0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo de cultivo (h)

Fonte: elaborado pelo autor.

Neste modelo cada um dos 6 fungos selecionados foi inoculado (1 disco de 2 cm
de diametro de micélio crescido em agar PDA) em 15 mL de meio minimo de glicose
como fonte de carbono, e mantido a 29°C / 200 RPM por 96 h para a formacao dos
primeiros pellets (Fig. 3). Sequencialmente, & medida que se observou o esgotamento da
fonte de carbono sintética (glicose), foi adicionado substrato natural (licor), sendo que o
primeiro pulso de alimentacdo de 5 mL de licor diluido 50% foi feito com 96 h, e o
segundo com 120 h de cultivo. O conteudo total de 25 mL permaneceu incubado por até
192 h para o consumo de acUcares redutores totais do meio. Depois disso, a biomassa
formada foi utilizada nos experimentos de inducéo enziméatica como in6culo ao nivel de
10% (v/v).

O acompanhamento do consumo dos agucares redutores totais foi realizado pelo
método de Miller (DNS) adaptada para escala de microplaca. A reacgéo foi obtida pela
mistura de 100 pL da amostra (diluida ou ndo) e 100 uL do reagente DNS, submetida ao
aguecimento a 99C por 5 minutos em equipamento termociclador (Applied

Biosystems™ Veriti™ Thermal Cycler 96-well) para reagdo. A leitura em

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



183

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

espectrofotometro a 540 nm foi realizada a partir da transferéncia de 100 pL da reacéo

para placa de leitura de 96 pogos.

Figura 3. Cultivo de fungos filamentosos em meio basal de glicose para producéo de pellets
(a esquerda) e aumento da biomassa com metabolizacdo de licor (a direita).

Fonte: autor.

O cultivo alimentado com licor simulou um ambiente de decomposicao, que foi
mantido sob baixa concentracdo de fonte de carbono e continua exposicéo aos inibidores
pela alimentacdo fracionada por pulsos. Assim foi possivel promover o crescimento
celular submerso dos fungos filamentosos e utilizar este contetdo como in6culo para a
producdo de enzimas utilizando o método de inducdo com substrato lignocelulésico,
conforme descrito por Delabona et al. (2016). A biomassa celular de cada fungo obtida
em licor esta representada através da Figura 4.

Os experimentos de inducdo enzimatica foram realizados em frascos erlenmeyer
de 500 mL contendo 225 mL de meio de induc&o, e 10 g'L ! de bagaco de cana-de-aglcar
em suspensdo como indutor. Bagaco in natura e bagaco OHT foram os indutores testados.
O conteudo (meio de inducdo com indutor) foi esterilizado por autoclavacdo e entdo
adicionados dos 25 mL de indculo de cada biomassa pre-cultivada em licor. Os frascos
permaneceram incubados em shaker a 29C e 200 RPM de agitacdo por 144 h para a
producdo de enzimas. As atividades enzimaticas de xilanase, B-glicosidase e FPase foram
monitoradas pela amostragem de 5 mL do sobrenadante do cultivo em 72, 96, 120 e 144
h. O perfil de inducdo do bagaco pré-tratado e ndo-tratado foram comparados quanto a

sintese de enzimas hidroliticas extracelular.
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Figura 4. Biomassa de hifas produzidas em licor ao final de 196 h de cultivo.

Fonte: autor.

As atividades enzimaticas foram determinadas a partir de metodologias adaptadas
para reducdo de escala em 10 vezes, conforme descrito por Delabona et al. (2016). A
atividade de papel filtro (FPase) seguiu a metodologia proposta por Ghose (1987), e as
atividades de xilanase e B-glicosidase foram realizadas em microplacas de 96 pocos. A
atividade de B-glicosidase foi medida em pH 4,8 utilizando 80 pL de p-nitrofenol-f-D-
glicosidase (pPNPG) 1 mM (Sigma-Aldrich®) como substrato e 20 pL de amostra do
sobrenadante livre de células, ambos diluidos em tampéo citrato de sédio 50 mM (pH
4,8). A mistura foi incubada para reagdo a 50T por 10 minutos em termociclador
(Applied Biosystems™ Veriti™ Thermal Cycler 96-well). A reacéo foi paralisada pela
adicdo de 100 pL de solucéo de carbonato de sodio 1 M (Na2COz) e a absorbéancia foi

Tese de doutorado — Sidnei Emilio Bordignon Jr.



185

Bioprocesso de producéo de etanol celulésico via tratamento com oz6nio e hidrotérmico

medida a partir de 100 pL de reacdo em espectrofotdbmetro a 400 nm. A atividade de
xilanase foi determinada através da mistura de 50 pL de substrato birchwood xylan 0,5%,
40 uL de tampao citrato de sodio 50 mM (pH 4,8), e 10 uL de amostra do sobrenadante
livre de células diluida no mesmo tampéo. A mistura foi incubada a 50 C por 10 minutos
em termociclador e a reacdo foi paralisada pela adicdo de 100 pL de reagente DNS. A
absorbancia foi medida a partir de 100 pL de reacdo em espectrofotometro a 540 nm
utilizando xilose como padréo.

As respostas de inducdo com 1% de bagaco estdo apresentadas na Tabela 3 com
0s picos de producdo sublinhados. De maneira geral os indices de atividade enzimética
encontrados foram baixos, entretanto, nota-se uma influéncia positiva no uso do bagaco
pré-tratado ao invés do bagaco ndo-tratado como indutor. Por exemplo, as atividades
FPase ¢ B-glicosidase (exceto para fungo 848) foram incrementadas na presenca do
bagaco OHT. Ja para a atividade de xilanase os indices foram similares ou inferiores com
bagaco OHT e isso pode ser explicado pela baixa composi¢édo de hemicelulose (4%)
restante no material apds os pré-tratamentos ozonolise e hidrotérmico combinados, sendo,
portanto, ndo apropriado para a inducéo de enzimas do complexo xilanolitico. A linhagem
de Trichoderma harzianum P49P11 atingiu os picos de produgdo com bagagco OHT em
96 horas com 0,32 FPU'mL™? de FPase, 29 UI'mL? de xilanase e 3,1 UI'mL? de B-
glicosidase, sendo, entretanto, cerca de metade da producdo atingida preliminarmente
com 10 gL de glicose como pré-inoculo e 1% de bagaco DSB (explosdo a vapor e
deslignificado) como indutor (Delabona et al., 2016).

De maneira geral, destaca-se que a linhagem 840 demonstrou um potencial
relevante na obtencdo de enzimas celuloliticas em bagaco tratado, com evidente
incremento nas atividades enzimatica de FPase e B-glicosidase a partir do bagaco OHT,
sendo, portanto, um isolado com perspectivas de melhoria e possibilidade otimizacédo para
a atribuicdo das condi¢cbes ambientais Otimas a indugcdo da producdo de enzimas.
Adicionalmente, outros materiais lignocelulésicos de diferentes composi¢des podem ser

estudados a fim de determinar o potencial de inducéo de cada biomassa.
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Tabela 3. Atividades enziméaticas em sobrenadante de cultivo de fungos com bagago in
natura e bagaco OHT como substrato indutor.

Atividades Bagaco in natura Bagaco OHT
Linhagem o
enzimaticas* | 72h  96h 120h 144h |72h 96h 120h 144h
Xilanase 6,13 7.8 141 157 |51 15,3 20,6 244
MCO08 B-glicosidase | n.d. nd. nd. n.d. nd. nd nd n.d.
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. 0,11 0,27 0,30 0,30
Xilanase 6,1 7,5 129 136 |19 12,0 13,7 139
826 B-glicosidase | n.d. nd. n.d. n.d. nd. 010 0,12 0,12
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,12 0,26 0,30
Xilanase 53 6,8 112 116 |15 6,9 9,6 145
839 B-glicosidase | 0,10 0,13 0,17 0,18 |n.d. 0,42 0,71 0,12
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,17 0,16
Xilanase 113 134 175 176 |34 13,1 10,6 138
840 B-glicosidase | 0,24 0,26 031 034 (018 221 255 3,46
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,30 0,43 0,45
Xilanase 151 154 20,7 209 |24 3,3 3,5 74
848 B-glicosidase | 0,55 056 062 063 (067 1,32 141 180
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,10 0,13
Xilanase 17,0 171 247 233 |284 288 16,7 9,4
P49P11 B-glicosidase | 0,50 053 052 057 |[284 312 2,77 3,00
FPase n.d. n.d. n.d. n.d. 0,27 032 0,31 0,32

n.d. = nfo detectado. *Atividades enzimaticas de xilanase e B-glicosidase em UI'mL™, e atividade FPase
em FPU'mL™. Fonte: elaborado pelo autor.
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