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RESUMO

A utilizagdo de solvente Organosolv em condi¢des de acidez e temperaturas elevadas para a
realizacdo da deslignificacdo de bagaco de cana e hidrdlise da fragio de hemicelulose tem
sido muito estudada e existem muitos pardmetros experimentais ja descritos na literatura. Tem
sido obtidos bons resultados de deslignificagdo e hidrélise parcial do bagago a partir do pré-
tratamento acido com solvente Organosolv utilizando misturas de etanol e 4gua, normalmente
em propor¢des iguais de volume de cada.

Este estudo descreve um método de deslignificagdo e hidrolise da hemicelulose do bagaco da
cana combinando a utilizagdo da mistura dos solventes organicos, acetona e alcool, com agua
e soluglo acida diluida. A mistura do solvente organosolv (acetonatalcool/agua — 1:1 v/v),
concentracdo acida de 0,5 - 2,0% de H,SOy, € tempo de reagdo de 30 a 120 minutos e 5,0% de
bagaco (p/v) foi realizado para o pré-tratamento. O efeito do acido, solvente e temperatura no
rendimento e extensdo da deslignificagdo e hidrdlise da oram estudados.

Os resultados obtidos indicam importantes diferengas no pré-tratamento acido com solvente
Organosolv, devido ao uso da acetona e concentragdo acida empregados nos experimentos
deste estudo. Os melhores resultados foram obtidos com 1,0% de H,SO4 e 120 °C. Sob estas
condi¢des o rendimento de agucares obtidos da hidrdlise 4acida da por¢@o de hemicelulose do
bagaco de cana foi de 7.53%. Estes resultados demonstram um rendimento de acucares
fermentesciveis que podem ser utilizados como fonte de carbono para a fermentagéo alcodlica
por Pachysolen tannophilus.

A conversdo de Xilose em etanol por Pachysolen tannophilus é relativamente ineficiente nas
condi¢des de fermentagdo estudada. Esta ineficiéncia ¢ atribuida em partes, ao consumo de
etanol pela levedura concorrente a sua produgfo, baixa eficiéncia de fermentagdo e a
formacdo de xilitol e outros subprodutos. A concentragdo de xilose utilizada no mosto foi de
2,0% para 120 horas de fermentagdo. Os melhores resultados de rendimento de teor alcoolico
foram obtidos nas primeiras 24 horas de fermentacdo, assim que se inicia o consumo de etanol
¢ a concentracdo de etanol diminui o rendimento de teor alcodlico cai. O rendimento de etanol
obtido com 24 horas de fermentacdo foi de 0,21% ¢ o tempo de fermentacdo com maior

eficiéncia de rendimento foi de 0,234 com 12 horas de fermentag&o.
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ABSTRACT

The utilization of Organosolv solvents under acid and high temperature conditions in the
delignification and hemicelulose and cellulose hydrolysis of wood and bagasse has already
been reported in the literature for several experimental parameters. Organosolv treatment of
sugarcane bagasse has also been reported and has shown good results with ethanol-water
mixtures, normally at volume ratios close to unit. This study describes a method of the
delignification hemicelulose hydrolysis of sugarcane bagasse combining the use of
ethanol+acetone/water mixtures and diluted acid solutions. Ethanol+acetone/water mixture
(1:1 v/v), acid concentration of 0,5 - 2,0% of H,SOy, reaction times from 30 to 120 min, and
5,0% of sugarcane bagasse (w/v) was carried out for bagasse pre-treatment. The effect of acid,
solvent and temperature on the yield and extent of delignification and hemicelulose hydrolysis
was studied.

The obtained results indicate important differences from the Organosolv process, which may
be due to the presence of acetone and acid concentration employed in this work. The best
results were obtained at 1,0% of H,SO,4 and 120 °C. Under these conditions the sugar yield
obtained from hemicelulose hydrolysis from sugarcane bagasse 7.53%. These results shows
that the sugar yield obtained can be used as carbon source for Pachysolen tannophilus
fermentation to produce ethanol.

The conversion of D-xylose to ethanol by the yeast Pachysolen tannophilus is relatively
inefficient in batch culture. The inefficiency has been attributed in part to concurrent
utilization of ethanol, slow fermentation metabolism of the yeast and to the formation of
xylitol and other by-products. The xylose concentration in the must was 2,0% during 120
hours of fermentation. The best ethanol yield was obtained in the first 24 hours, as the ethanol
began to be consumed and the sugar concentration became low the yield became low. The
yield of ethanol obtained with 24 hours of fermentation was 0,21% and the efficiency of the

process was 0,234 with 12 hours of fermentation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil defronta-se com a perspectiva de um aumento significativo da
demanda de alcool combustivel. Esta previsdo sustenta-se em trés realidades de mercado:
aumento interno do consumo de alcool hidratado pelo sucesso da introdugdo da alternativa
flex-fuel no mercado de veiculos automotivos leves; expansdo das exportagdes brasileiras de
alcool em fungdo do crescente interesse mundial pela mistura do alcool a gasolina; opgdo
brasileira pela producdo do biodiesel utilizando etanol na transesterificagdo dos oOleos

vegetais.

Uma visdo realista projeta a necessidade de dobrar a produgéo de alcool brasileiro nos
proximos 5-10 anos. Este importante salto de producdo que comeca a tornar-se realidade pela
implantagdo de novas usinas, abrindo novas fronteiras agricolas para cana-de-agucar, exigira
paralelamente, um esfor¢o concentrado na busca de um aumento significativo na
produtividade alcangada em litros de alcool produzido por hectare-ano de cana plantada. Este
aumento poderd ser alcangado por duas rotas tecnoldgicas. A primeira rota em seu foco
voltado para area agricola e buscard por meio da ampliagdo do atual programa de introdugéo
de novas variedades de cana e futuramente pelo emprego de cana transgénica, estender e, se
possivel, potencializar o atual nivel de aumento de produtividade em toneladas de
cana/hectare-ano, que gira em torna de 2,5 % ao ano. A segunda rota focada no setor
industrial buscara desenvolver tecnologias que permitam o aproveitamento integral da cana-
de-agticar na producdo de etanol ou outros combustiveis renovaveis ou mesmo pelo conceito

da biorefinaria, agregar valor a cadeia da cana, pela produg@o de novos produtos. Estas novas
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tecnologias concentram-se em duas linhas principais: a hidrélise do material lignoceluldsico
para a produ¢do de agticares fermentesciveis (rota quimica e bioldgica) e a gaseificagdo deste
material seguida pela sintese de combustiveis liquidos (rota térmica) (BONOMI, 2006).

O recente aumento do interesse pela produgdo de etanol como substituto de
combustiveis fosseis € previsivel, uma vez que ndo contribui para o efeito estufa (MARTIN,
2002), e o Brasil encontra-se em um estado promissor na produ¢do de alcool e materiais
lignocelulodsicos, mas a produgdo de etanol em paises tropicais é baseada, principalmente na
fermentacdo do caldo de cana-de-agucar. A disponibilidade destes substratos, contudo, néo ¢
suficiente para satisfazer toda a demanda potencial de alcool combustivel.

A biomassa representa um dos Unicos recursos energéticos renovaveis que pode ser
explorada significativamente para a necessidade de energia, ao longo dos proximos anos. No
Brasil, o uso da cana-de-agucar para obtencdo de alcool é muito importante e sua producdo e
consumo vém crescendo a cada ano. O alcool pode ser obtido também a partir do melago da
producdo de agucar nas usinas, como este ultimo ¢ um produto muito importante para
alimentacdo, industrias farmacéuticas e outros ndo ¢ economicamente viavel a sua utiliza¢do
somente para a fermentagdo alcodlica e novas fontes de glicose devem ser encontradas para
suprir a crescente demanda de alcool combustivel no mundo.

Devido também a crescente preocupagcdo com o efeito estufa, o alcool tem sido
considerado por um numero cada vez maior de paises como uma alternativa eficaz de
substituicdo de combustiveis fosseis. Residuos ricos em celulose, que atualmente sio
utilizados para producdo de ragdes, adubo e producio de energia a partir de sua queima tém
um potencial promissor na produgio de etanol por serem abundantes e de baixo custo. O
bagaco da cana-de-agtcar ¢ uma fonte alternativa e renovavel. Além disso, ¢ produzido no
proprio territério nacional, nio havendo, em conseqiiéncia, o risco de sofrer grandes

alteragdes no preco por causa do ddlar.

Nas Usinas de agucar e alcool, uma grande quantidade de material lignocelulésico
(bagago) € produzida para a extra¢do do caldo da cana e este residuo poderia ser utilizado para
a produgdo de alcool, a partir da hidrélise da celulose e hemicelulose do bagago. A produgio
de alcool a partir do bagagco da cana-de-agticar poderia ser uma forma importante de
diminui¢do da emissdo de gas carbonico, além dos bicombustiveis serem muito eficientes e
apresentarem alto rendimento. O uso do etanol nfo aumenta o impacto ambiental causado

pela emissdo de poluentes, desta forma, sua produgéo a partir de residuos como o bagago da
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cana-de-actUcar ird contribuir com paises em desenvolvimento, tanto ecologicamente quanto
economicamente.

A produgdo mundial de etanol atingiu os 36,5 bilhdes de litros em 2006, dos quais
42,5% eram produzidos pelo Brasil com a cana-de-agucar, e 44,5% pelos EUA com o milho.
O Brasil produzindo atualmente 21 bilhdes de litros de alcool poderia, de acordo com
Schuchardt et al. (1988), com o uso de processos melhorados para a hidrélise do bagaco da
cana-de-actcar, dobrar o rendimento de agucar ou alcool por hectare plantado resultando
numa produc¢do de, pelo menos, 40 bilhdes de litros anuais. De acordo com Berthelot et al.
(1943), uma tonelada de madeira poderia render, teoricamente, 61,1% de agticares da série C6
ou 83,3% de acgucares das séries C6 e C5. Praticamente 200-300 litros de etanol seriam
obtidos.

Para que possa ser utilizada como matéria-prima fermentescivel, a celulose deve ser
exposta ao catalisador, e para isso, o material lignocelulésico deve passar por um processo de
pré-tratamento que remova totalmente ou em parte, o selo de lignina e hemicelulose que
protege a celulose, (figura 1). A estrutura complexa e compacta faz necessario submeter esta
biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da sua hidrolise para producdo de
etanol. O pré-tratamento visa a remog¢@o da lignina e da hemicelulose, diminuir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material, de maneira a tornar a celulose
susceptivel a hidrolise. Independentemente do tipo de hidrélise empregado (quer ele seja
acido ou enzimatico), uma etapa de pré-tratamento é imprescindivel. Existem varios métodos
de pré-tratamento: fisico (explosdo a vapor), quimico (alcalis, acidos, solventes, gases, e
outros) e bioldgico (enzima ou fungos), sendo que o desenvolvimento do quimico e bioldgico
parecem ser mais interessantes para a obtencdo destes agicares (PASQUINI et al,. 2005).

A hidrdlise bioldgica € realizada mediante a ac¢do de celulases, enzimas que hidrolisam
a celulose em acucares que possam ser fermentados, obtidas através do cultivo de linhagens
de fungos lignoceluloliticos. A hidrdlise enzimatica nfdo gera substincias toxicas, mas o
processo ndo ¢ eficiente em gerar um substrato bom para ser fermentado, devido ao baixo
namero de monossacarideos e alto nivel de oligossacarideos (PESSOA JR et al., 1997) visto
que os microrganismos utilizados na produ¢do de etanol utilizam principalmente os
dissacarideos como a sacarose e monossacarideos hexoses e pentoses, como a glicose e xilose
respectivamente. Outro problema da hidrolise enzimatica € o alto custo das usinas, tornando o
processo inviavel economicamente para a producdo industrial e também devido ao fato da

tecnologia ndo estar disponivel para produg¢fo industrial (ROSSEL et al., 2005).
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O tratamento acido € eficiente em solubilizar e hidrolisar a celulose e hemicelulose da
biomassa. Combinagdes de temperatura, pressdo, concentragdo do 4cido e tempo de reagdo
podem resultar em altos niveis de agucares para fermentacio (ELANDER; HSU, 1995). A
hidrélise acida de lignocelulodsicos € reconhecida como uma tecnologia eficiente na obtencéo
de agucares fermentesciveis da biomassa do bagago. Rossel et al. (2005) relatam que os
acidos minerais agem rapidamente como catalisadores na hidrdlise destes polissacarideos.

Os processos acidos empregam normalmente os acidos sulfurico ou cloridrico e
podem prescindir do pré-tratamento. Esses processos geram varios subprodutos inibidores da
fermentacdo, devido a degradagdo parcial da glicose, da fragdo hemicelulésica e da lignina.
Ademais os processos acidos exigem o uso de equipamentos construidos com materiais caros
para resistirem a corrosdo e altas temperaturas que correspondem eventualmente a altas
pressdes. Estes constituem desafios a serem resolvidos para aplicacdo destes métodos.

O bagago da cana-de-agticar pode ser hidrolisado com acidos fortes diluidos para a
obten¢do de uma mistura de agucares para a fermentagdo e produgdo de alcool. Contudo,
neste hidrolisado sdo produzidos residuos que inibem os microrganismos que promovem a
fermentacdo dos agucares obtidos, como acido acético, furfural, hidroximetil-furfural,
compostos fenolicos (DOMINGUEZ et al., 1996) e o acido utilizado deve ser neutralizado,
pois o baixo pH também ¢ fator inibitorio de leveduras utilizadas no processo da fermentagéo
de acucares (MAIORELLA et al.., 1983; OLIVA-NETO; YOKOYA., 1994; DORTA et al.,
2006).

A hidrdlise acida tem sido investigada como um meio para tratamento de materiais
lignocelulosicos residuais de madeira (SILVA, 1995), da cultura de arroz (ALMEIDA, 1991),
polpa agucarada de beterraba (CHAMY et al., 1994) e residuos da cultura de trigo (FANTA et
al., 1984). Portanto, o desenvolvimento de uma tecnologia de pré-tratamento acido, e
posterior hidrélise enzimatica ou hidrélise dcida sdo muito importantes para a obtengdo de
agucares para fermentagdo alcodlica e, conseqiientemente, aumento na produgdo de bioetanol.

No Brasil, o bagago ¢ utilizado para a co-geragio de energia através de sua queima nas
proprias usinas e desta forma, o processo € visto como uma utilizacdo econdmica deste
residuo para industria sucro-alcooleira. De acordo com dados apresentados por Finguerut
(2006) estima-se que apds a queima de bagago para a co-geragdo de energia, ainda ha uma
sobra de aproximadamente 7% de todo bagaco gerado. Isso parece pouco, porem
considerando-se o volume de toneladas de cana produzidas e moidas, ¢ muito. Segundo

Rossel (2006) ha um excedente de 140 kg de bagago/ton de cana.
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Com a finalidade de aproveitar o bagago excedente e oferecer as inddstrias uma
alternativa de produgdo de agucares e etanol combustivel, e aplicar o conhecimento
biotecnoldgico e bioquimico, este projeto visa encontrar novos caminhos para a utilizacio

deste residuo para obten¢o destes produtos.

Figura 1 — Diagrama indicando a disposi¢do em um corte transversal dos compostos de fibra

lignocelulosica.
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2. OBJETIVOS

Este estudo visa explorar ¢ encontrar novas metodologias para o processo de pré-
tratamento acido e hidrélise acida para obtencdo de alcool a partir dos agucares resultantes no

hidrolisado do bagaco da cana-de-actcar através do desenvolvimento dos seguintes objetivos:

- Deslignificagdo do material lignoceluldsico do bagago da cana-de-agticar com pré-

tratamento &cido e solvente organosolv.

- Desenvolver nova metodologia de pré-tratamento acido e hidrolise acida do bagago da cana-
de-agucar para obtengdo de agucares fermentesciveis e determinagcdo do rendimento de

agucares redutores.

- Caracterizacdo dos agucares obtidos da pré-hidrolise do bagago e fermentacgio alcodlica dos

agucares obtidos via Pachysolen tannophilus.

- Determinacdo da formacdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural no pré-hidrolisado, como

fatores de inibi¢do do processo de fermentacio.

- Determinac¢io do rendimento da fermentagdo alcodlica do mosto obtido no hidrélisado do

pré-tratamento acido do bagaco.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cana de acucar

3.1.1. Constitui¢do do bagago de cana-de-agucar

A origem provavel da cana-de-aglicar data de 6 mil anos AC em regides proximas a
India. Durante a Antigiiidade, porém, o agucar nfo passava de uma especiaria exética, sendo
utilizada apenas como tempero ou remédio. O preparo de alimentos adocicados era feito com

mel de abelhas.

No século 12, o agucar chegou a Europa. Importantes regides produtoras surgiram nos
séculos seguintes, especialmente no Extremo Oriente. O interesse pela especiaria foi crescente
depois do século 15, quando novas bebidas, como o café, o cha e o chocolate eram adogados
com agucar. Em 1493, Cristévdo Colombo iniciou o cultivo da cana-de-agticar nas Antilhas.

A partir dai, a histdria do agicar no mundo ganhou novas dimensdes.

Segundo sua natureza, o bagago ¢ uma biomassa fibrosa que contém, em base seca, as

diversas substancias como constantes da Figura 2.

Figura 2 — Composi¢ao quimica do bagaco da cana-de-agtcar. (ROSSEL, 2006)
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As caracteristicas técnicas do bagaco de cana s@o estidveis e apos a extragdo do caldo
este apresenta um teor de umidade entre 45 e 50%. O bagaco de cana apresenta um elevado
conteudo de volateis, quando comparado a outros tipos de combustiveis, fator a ser
considerado durante a sua queima total e gaseificacdo. Apresenta também um baixo teor de

carbono fixo.

3.1.2 A biomassa palha e pontas

A analise da palha foi realizada em seus trés componentes: folhas verdes, folhas secas
¢ ponteiros € mostrou que seus componentes apresentam diferengas importantes em umidade,
teor de alcalis e outras caracteristicas, mesmo sendo semelhantes na composi¢do basica de
celulose, hemicelulose e lignina. Fatores como a variedade de cana, idade, nimero de cortes, e
do uso ou ndo de vinhoto na fertirrigacdo e do campo exercem influéncia importante nas
caracteristicas. Ha grande variacdo no teor de umidade entre os componentes da palha, na
condi¢do “como colhida” (2,7% nas folhas secas, a 84,9 nos ponteiros). Cinzas, volateis,
carbono fixo e poder calorifico superior (base seca) variam muito pouco. Basicamente, a

sacarose ¢ o principal componente do caldo da cana-de-agucar (liquido) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais constituintes do caldo da cana-de-agtcar. (Fonte: ROSSEL, 2006).

Constituintes Sélidos soluveis (%)
Actcares 75 a93
Sacarose 70 a 91
Glicose 2a4
Frutose 2a4

Sais 3,0a5,0

de acidos inorgénicos 1,5a4,5

de acidos organicos 1,0a3,0
Proteinas 0,5a0,6
Amido 0,001 a 0,05
Ceras e graxas 0,05 a 0,15

Corantes 3as
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3.2. Parede Celular

Os tecidos vegetais sdo constituidos por células de parede celular, cujos formatos e
dimensdes variam entre as diferentes espécies de madeira. As células s3o mantidas unidas
quase inteiramente composto por lignina (MARTINS, 2005). Em geral, a parede celular das
plantas é subdividida em parede primaria e secundaria. A distribui¢do de celulose,

hemicelulose e lignina nessas camadas variam de acordo com a espécie vegetal.

3.2.1. Celulose

A celulose é o maior componente estrutural de todas as células vegetais, é o mais
abundante componente organico da Terra. Cada molécula de celulose ¢ uma cadeia longa e
ndo-ramificada de subunidades de D-glucose, como representada na figura 3, com uma massa
molecular variando de 50000 a 2,5 milhdes nas diferentes espécies, equivalendo de 300 mil a

15 mil residuos de glucose (BAILEY; OLLIS, 1986).

CH0H H OH CH.0H
o o
H H o) OH H HH H
N\ o OH H H H o OH H
o)
H OH CH.OH H oH CHz0H

Figura 3 - Unidades de glicose na celulose. (Fonte: LEHNINGER, 1984)

Embora a ligacdo glicosidica na celulose ocorra entre os carbonos 1 e 4 de sucessivas
unidades de glicose. Essas unidades sdo ligadas de maneira diferente em relagdo a amilose.
Esta diferenca na estrutura ¢ significativa. Enquanto muitos microorganismos plantas e
animais possuem as enzimas necessarias para hidrolisar as ligagdes B-1,4 encontradas no
amido ou no glicogénio, poucos seres vivos podem hidrolisar as liga¢des B -1,4 da celulose.
Um dos produtos da hidrolise enzimatica da celulose € a celobiose (O- B -D-glucopiranosil-
1,4- B -D-glucopiranose ), um dimero formado por duas unidades de glicose unidas por uma

ligagdo B -1,4 (BAILEY; OLLIS, 1986), como apresentado nas figuras 3 ¢ 4.
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A resisténcia da celulose a degradacdo deve-se mais a sua estrutura cristalina e ao seu
empacotamento do que as ligagdes glicosidicas P -1,4. A maior parte da celulose esta
organizada em regides cristalinas altamente ordenadas, nas quais as cadeias de celulose ou
fibrilas encontram-se tdo firmemente compactadas que moléculas da agua raramente
penetram. Assim, a celulose é insolivel na agua. Por¢des menos ordenadas, chamadas regides
amorfas, compreendem aproximadamente 15% da microestrutura celulosica. As regides
amorfas sdo facilmente hidrolisadas por 4cidos, enquanto as regides cristalinas sdo muito mais
dificeis de decompor. As fibrilas de celulose sdo agrupadas em microfibrilas. Os grupos de
microfibrilas s3o envolvidos por moléculas de hemicelulose, e estas estruturas estdo
revestidas por uma camada de lignina que se une por ligagdo cruzada. Devido a este

empacotamento, o termo lignocelulose ¢ freqiientemente usado para descrever estes materiais.

H OH H
HO | OH

" Ho ,_.--J:'.o/

H ow
- {n-1)H;0
OH
o i 0 T onl no
Ho\ H N 0 I °
OH HO \/O\%\
H H H - H OH H
n = unidade repetida (glucose)

Figura 4 — Formacdo da cadeia de celulose pela unido de unidades B-D- Glicose
(Fonte: LEHNINGER, 1984)
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3.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sd3o genericamente caracterizadas como uma familia de
polissacarideos presente na parede celular vegetal. O termo hemicelulose foi primeiramente
utilizado para designar polissacarideos precursores da celulose. Com a evolugdo do
conhecimento, constatou-se que isso ndo era verdadeiro e que as rotas envolvidas na sintese
desses dois polissacarideos sdo distintas. Alternativa foi a de considerar as hemiceluloses
como polissacarideos isolados da madeira em meio alcalino, mas essa hipdtese acabou
apresentando pouca sustentagdo porque a agua quente também pode solubilizar
polissacarideos que nfo correspondem quimicamente 4s hemiceluloses. Atualmente, as
hemiceluloses sdo genericamente definidas como polissacarideos ndo-amilaceos e ndo-
celuldsicos que podem ser extraidos da parede celular dos vegetais superiores (MARTINS,
2005).

As hemiceluloses s@o formadas por uma ampla variedade de blocos constituidos de
pentoses (por exemplo, xilose, ramnose e arabinose), hexoses (por exemplo, glicose manose e
galactose) e acidos urdnicos (s@o exemplos os acidos 4-O-metil-glucurénico e galacturénico)
(Figura 5). Sdo estruturalmente mais parecidas com a celulose que com a lignina e s@o
depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificag@o. Sua estrutura apresenta
ramificagdes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e

flexibilidade ao agregado (MARTINS, 2005).
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Figura 5 — Agucares que compdem as unidades de hemicelulose. (Fonte: LEHNINGER,
1984)

As hemiceluloses presentes em plantas folhosas e coniferas diferem significativamente
entre si. As hemiceluloses de plantas folhosas sdo compostas principalmente por heteroxilanas
altamente acetiladas, geralmente classificadas com 4-O-metil-glucuronoxilanas. Hexolanas
também estdo presentes, mas em quantidades muito pequenas como glucomananas. Devido a
sua caracteristica acida e as suas propriedades quimicas, as xilanas de folhosas sdo mais labeis
4 hidrolise acida e podem sofrer auto-hidrélise sob condi¢des relativamente brandas. Ao
contrario as coniferas tém uma grande propor¢do de glucomananas acetiladas e
galactoglucomananas, e xilanas correspondem apenas a uma pequena fracdo. Como resultado
disso, as hemiceluloses de folhosas (praticamente pentosanas) sdo mais labeis a hidrolise

acida do que as hemiceluloses de coniferas (praticamente hexosanas) (MARTINS 2005).

As hemiceluloses sdo polimeros de pequenos ramificados de pentoses e algumas
hexoses. Essas unidades normalmente contém um grande niumero de grupos acetilas e estdo
unidas por ligacdes glicosidicas -1,3-, 1,6- ¢ 1,4-. A hemicelulose pode ser solubilizada com
relativa facilidade, empregando-se, por exemplo, acido sulfarico (0,05 a 3%) ou

eventualmente com agua quente (CALSAVARA, 1998).
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3.2.3. Lignina

A lignina esta presente na madeira em cerca de 20% a 30%, agindo como material
adesivo, como agente de enrijecimento e como barreira contra degradagdo enzimatica e/ou
microbiana da parede celular (MARTINS, 2005).

A lignina e uma macromolécula amorfa com estrutura tridimensional muito complexa
(Figura 6) e baseada em trés precursores monoméricos: os alcoois aconiferilico, sinapilico e
p-cumarilico (Figura 7). A propor¢do desses mondmeros varia entre diferentes espécies de
plantas e estas diferengas podem ser utilizadas com propdsitos taxondmicos. Depende do grau
de metoxila¢do, o grupo aromatico e o p-hidroxibenzil (derivado do alcool p-cumarilico),
guaiacil (derivado do alcool coniferilico) ou siringil (derivado do alcool sinapilico). A
propriedade fisica mais importante dessa macromolécula organica € a sua rigidez, que nio so
confere estrutura ao tecido da planta, mas, também, previne de elementos condutores de 4gua
(MARTINS, 2005).

As ligninas de coniferas s@o quase que exclusivamente compostas por residuos
derivados do alcool coniferilico (lignina do tipo G), enquanto as ligninas das folhosas contém
residuos derivados dos alcoois coniferilico e sinapilico (lignina tipo GS). Em contraste, as
ligninas derivadas de gramineas contém os precursores basicos citados acima (lignina tipo
HGS). Como conseqiiéncia, as ligninas das folhosas possuem alta quantidade de grupos
metoxilicos, sdo menos condensados ¢ sdo mais suscetiveis a conversdo quimica do que as

ligninas derivadas das coniferas (MARTINS, 2005).
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Figura 6 — Estrutura proposta para macromolécula de lignina de Eucalipto. (Fonte:
LEHNINGER, 1984)
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Figura 7 — Estrutura dos alcoois precursores da lignina. (Fonte: LEHNINGER, 1984):

3.2.4. Materiais facilmente extraiveis

Os componentes de menor massa molar, presente na fitobiomassa, incluem uma
variedade de compostos orgdnicos cuja presenca relativa e governada por uma série de

fatores, entre os quais os de natureza genética e climatica. Esses componentes ndo residem na
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parede celular da planta e dividem-se, basicamente, em duas classes. A primeira classe
engloba materiais extraiveis em agua e solventes organicos neutros ou volatilizados por
arraste de vapor. A segunda classe engloba materiais que ndo sdo comumente extraiveis com
os agentes mencionados, como, por exemplo, compostos inorganicos (cinzas), proteinas e

substancias pécticas (MARTINS, 2005).

O teor de materiais extraiveis em folhosas corresponde a cerca de 3 a 10%, estando
esse valor em torno de 5 a 8% para as coniferas. Esses constituintes sdo freqiientemente
responsaveis por determinadas caracteristicas da planta, como a cor, o cheiro, a resisténcia
natural ao apodrecimento, o sabor e suas propriedades abrasivas. E comum a denominagio de
resina para uma determinada classe de extrativos. Porém, este termo aplica-se a um conjunto
de substincias quimicas que inibem a cristalizagdo e, portanto, caracteriza mais a condi¢do
fisica do que a composicdo quimica da fragdo. Deste modo, os seguintes compostos podem
ser encontrados em resinas de madeiras: terpenos, lignanas, estilbenos, flavonoides e outros
aromaticos. Além dessas substancias, outros componentes organicos podem também estar
presente, como gordura, ceras, acidos graxos, alcoois, esferdides e hidrocarbonetos de elevada

massa molar (MARTINS, 2005).

A tabela 3, apresenta a composicdo tipica de alguns residuos celuldsicos onde
constata-se que as propor¢des de celulose, hemicelulose e lignina variam consideravelmente

com o tipo de material lignoceluldsico (BAILEY; OLLIS, 1986).

Tabela 2 — Distribuicdo percentual de celulose, hemicelulose e lignina em biomassas e

residuos celuldsicos (BAILEY; OLLIS, 1986).

Material Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina
Tronco de madeira dura 40-45 24-40 18-25
Tronco de madeira mole 45-50 24-35 25-35
Pastagem (grama) 25-40 25-50 10-30
Folhas 15-20 80-85 0
Papel 40-45 24-50 18-30
Residuos de papel da industria de 60-70 10-20 5-10
polpacio

Bagaco de cana-de-acicar 40-50 20-26 18-25
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3.3. Materiais lignocelulésicos

O bagaco de cana-de-actcar, por se tratar de um material lignoceluldsico, tem em sua
composi¢do principalmente, lignina, celulose, ¢ hemicelulose, esses dois Ultimos constituem
cerca de 70% da biomassa seca do bagaco (PESSOA JR., 1997).

A celulose ¢ um polimero linear composto basicamente por monossacarideos contendo mais
de 10.000 unidades de D-glucose, uma hexose, ligados linearmente por liga¢des glicosidicas 3
(1-4) (CHUM et al., 1985; MACHADO, 2000).

A hemicelulose ¢ um polimero formado por monémeros de pentoses, como D-xilose e

L-arabinose, hexoses, como D-glucose, D-manose ¢ D-galactose, e acido acético, sendo que
acucar D-xilose ¢ o principal componente do polimero (RODRIGUES, 2001).
A lignina é um polimero, formado por ligacdes variadas de grupos de metoxilas, em
diferentes regides da sua unidade monomérica fenilpropano. Esses trés componentes dos
materiais lignoceluldsicos sempre se encontram associados, a celulose € incrustada a
hemicelulose e lignina, que formam uma barreira fisica que protege a celulose da agdo de
agentes biologicos e quimicos dos processos de hidrolise (CHUM et al., 1985).

Apds a extragdo dos agucares contidos na cana-de-agticar, ha formagdo de bagaco de
cana-de-acucar, um residuo do processo de extracdo. O bagaco € utilizado como combustivel
para as caldeiras, as quais fornecem energia necessaria ao sistema de produgdo de etanol da
usina (MARTIN, 2006). Como para cada tonelada de cana-de-agucar processada produz
aproximadamente 300 kg de bagaco e a demanda energética da usina pode ser suprida com a
queima de 40% desse bagaco (DUARTE, 1989), ainda ha um excedente significativo de
bagaco (MACHADO, 2000), que a partir de processos de hidrolise, se obtém agucares
redutores que s@o fermentesciveis por leveduras, que podem fermentd-los os aglicares em
alcool (SCHUCHARDT, 2001). O bagaco, que ¢ um residuo solido abundante e
lignocelulosico da cana tem alto teor de carboidratos polissacarideos, sendo um substrato de
baixo custo.

A produgdo de energia nas usinas de agtlicar e alcool, em sistemas de co-geragdo, que
usam o bagago de cana como combustivel, tem sido muito utilizada no Brasil. Entretanto, o
que diferencia seu uso € a eficiéncia com que o potencial do bagago é aproveitado. A
utilizagdo da biomassa torna-se fundamental, principalmente por dois aspectos: a geracdo de
energia ¢ descentralizada e os equipamentos, bem como o combustivel, sdo nacionais.
Ressalta-se, ainda, a importancia ambiental de minimizar as emissdes de gas carbonico, que o

CO,; liberado na combustdo da biomassa é absorvido pelas plantas durante a fotossintese,
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mantendo constante a sua quantidade na atmosfera. A conjungdo desses fatores torna a
biomassa, em especial o bagago de cana, uma importante fonte alternativa de energia para o
pais. (MARTIN, 2006)

Um dos desafios associados a utilizacdo do bagago de cana na gerago de energia ¢ a
sua estocagem adequada, necessaria devido a sua produg@o em grande quantidade durante a
safra.

A hidrolise e a gaseificagdo da biomassa residual, uma vez desenvolvida, serfo
capazes de transformar fibras em etanol ou outros combustiveis, a partir da fermentacdo do
agucar gerado (hidrolise) ou da sintese de compostos a partir do gas gerado (gaseificagdo).
Com este novo paradigma, pode-se aumentar significativamente a produgio de etanol por
hectare-ano, passando dos atuais 6.000 litros para cerca de 9.000 litros (patamar minimo
esperado).

Os materiais lignoceluldsicos tém em sua composicdo basicamente celulose,
hemicelulose e lignina, na propor¢do aproximada de 40 a 50%, 20 a 30% e 25 a 30%
respectivamente, variando em fun¢fo do tipo de material. Esses compostos formam uma
estrutura complexa e compacta, cujas caracteristicas também dependerdo do tipo de material a
ser processado (bagago ou palha de cana e diferentes variedades de cana, entre outros).

A utilizagdo de biomassa para a producdo de alcool combustivel pela rota quimica e
biologica envolve, basicamente, dois processos: hidrélise dos polissacarideos contidos nos
materiais lignocelulosicos em agucares ¢ a fermentagdo destes em etanol ou outros
combustiveis. A hidrdlise acida destes materiais lignoceluldsicos é reconhecida como uma
tecnologia eficiente na obtengdo de agucares fermentesciveis da biomassa do bagaco.

(MARTIN, 2006).

3.4. Pré-Hidrodlise de material lignoceluldsico e deslignificacao.

Para que haja hidrdlise eficiente enzimatica ou quimica da celulose é necessaria uma
etapa de pré-tratamento, que pode ser feita através de processos fisico-quimicos, fisicos ou
biologicos (SCHUCHARDT, 2001).

O pré-tratamento tem como objetivo remover a lignina e a hemicelulose, solubilizando
e/ou degradando-os, reduzir a cristalizacdo da celulose e aumentar a porosidade do material

lignocelulésico (MOSIER, 2005), sem grande formagio de compostos inibidores de
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fermentacdo (LASER, 2001), assim aumentar a exposi¢do da celulose aos processos de
hidrolise.

Ha diversos processos de pré-tratamento aplicados em materiais lignoceluldsicos,
como o tratamento bioldgico, o qual é baseado na utilizagdo de organismos lignoliticos como
os fungos, os quais degradam praticamente a lignina e liberam o acesso a hemicelulose e
celulose. Porém, o pré-tratamento por organismos lignoliticos, além do seu alto custo
produgdo, o processo muito lento.

Outro processo de pré-tratamento € o tratamento fisico, no qual se utiliza variados
tipos de moinhos e diferentes irradiagdes para o material lignoceluldsico, que aumenta a
superficie de contato do material com enzimas ou os solventes dos processos de hidrélise
(TAHERZADEH; KARAMI, 2007), conseqiientemente melhorando os rendimentos, mas esse
processo demanda grande quantidade de energia (LASER, 2001), e, portanto € um tratamento
oneroso.

O pré-tratamento muito estudado ¢ o tratamento fisico-quimico, no qual tem como
principal caracteristica a solubiliza¢do da lignina e a hidrdlise da hemicelulose, contido no
material lignoceluldsico. Ha diversos procedimentos de tratamento que combinam diferentes
pressdes e temperaturas com varios produtos quimicos como acidos, alcalis, solventes
organicos, agentes oxidantes e quimicos em estado supercritico (LASER, 2001 apud WEIL,
1994). Alguns desses processos sdo: a) Os processos baseados em explosdo a vapor (steam
explosion) (LASER 2001; ASADA et al., 2005; MARTfN, 2006); b) com CO, supercritico
(CO;, explosion) (FERNANDES, 1998; ZHENG, 1998) ; ¢) com amdnia no processo de
explosdo de fibras com amdnia (método AFEX); d) e SO, na explosdo com SO, impregnado
(SO, explosion) (MOSIER et al, 2005; TAHERZADEH e¢ KARAMI, 2007). Nestes
procedimentos o vapor ¢ mantido em altas temperaturas e pressdes reagindo sobre o material
por poucos minutos, com a adi¢do dos quimicos citados acima ou ndo, e ao final do tempo de
reacdo, ¢é feita a rapida descompressdo da mistura material/vapor com a libera¢do do vapor e
acomodamento do material em outro recipiente para a rapido resfriamento (CHUM et al.,
1985; MOSIER et al., 2005)

Outro processo utiliza agente oxidante, como a oxida¢do Umida (wet oxidation)
(THYGESEN et al., 2003; KINDSIGO; KALLAS, 2006; MARTIN, 2006), no qual o material
lignocelulodsico € exposto a solugdes aquosas, de pH variados, que podem ser acida ou neutra
ou basica dependendo do acido ou alcali utilizado como catalizador, mais a adi¢io de
oxigénio gasoso (0O;) a pressdes entre 0,5 a 24MPa, temperaturas entre 110 °C a 320 °C
(KINDSIGO; KALLAS, 2006), e tempo de reagéo curta, porém sem alta descompressao.
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O tratamento alcalino, utiliza alcalis como o hidroxido de sodio (NaOH) (SHIMIZU et
al., 1984), para retirar a lignina do material lignocelulésico, solubilizando-a em suas solugdes,
que pode ocorrer em temperatura e pressdo ambiente, com tempo de reagdo em torno de
varias horas, o qual com o aumento da temperatura é possivel diminuir esse tempo (MOSIER,
2005).

Solventes organicos sdo utilizados para o tratamento conhecido como organosolv, esse
tratamento consiste em misturar solventes organicos com agua, em diferentes propor¢des com
ou sem catalisadores, adicionar o material lignoceluldsico e fornecer calor ao sistema
(CHUM, 1985; MUURINEN, 2000; ROCHA, 2000; TAHERZADEH, 2007). Os solventes
organicos mais utilizados sdo, o metanol, etanol e acetona, que com a elevagio da temperatura
e pressdo de reacdo do meio ha o favorecimento da solubilizagdo da lignina, a temperatura,
pressdo e tempo de reagdo podem ser abrandadas com o utilizagdo de catalisadores (SOUSA,
1986; PASQUINI, 2005)

Para ser possivel a hidrolise da celulose é necessario fazer a separagdo da lignina da
celulose e hemicelulose, para tanto, sdo necessarios solventes organicos como a mistura de
alcool/agua ou acetona/agua para realizar este processo (PATEL et al., 1989; PASQUINI et
al., 2005).

Quando comparadas suas capacidades de solvente, a mistura acetona/dgua apresenta
um maior rendimento de deslignificagdo (HISLT, 1997), por outro De Rosa; Da Silva Curvelo
(1997) demonstram que com a mistura de alcool/agua o tempo de reagio da deslignificagao ¢
menor, mas apresenta uma energia de ativagdo maior que a acetona/agua. Para que se tenha
um melhor aproveitamento econdmico durante este processo, o solvente organosolv de
alcool/agua apresenta um menor custo da produgdo (SOUZA et al., 1986; ROSSEL, 2005).

Novos sistemas de deslignificagdo em madeira foram investigados por Sano (1985),
que cozinhavam os pedagos de madeira na presenca de fenois o processo de deslignificacdo
tem rendimento aumentado. A mistura de etanol ou acetona com fenoéis, quando colocados
junto a madeira para o pré-tratamento da madeira, ndo aumenta significantemente o
rendimento do processo.

Etanol/agua é um dos mais promissores solventes “organosolv” para processo de
deslignificacdo entre as diferentes opgdes até agora estudadas de acordo com Curvelo (1995).
Esta mistura de solvente combina as vantagens do processo devido ao baixo custo e
abundancia do etanol em paises onde a cana-de-aglicar é economicamente viavel. A
deslignificagdo ocorre em trés fases: inicial, principal e residual. A fase inicial ¢ rapida e

remove aproximadamente 25% do total da lignina. O volume da deslignificacdo ocorre na
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fase principal onde praticamente 75% da lignina restante ¢ removida. A Ultima e mais lenta
fase € onde a seletividade € perdida e a degradagao da celulose pode ser alta e longa. O estudo
apresenta uma proporg¢do de etanol/agua (1:1/v.v)

Pasquini et al. (2005) reportou a maior influéncia da temperatura em relagdo a pressio
no processo organosolv. Rocha (2000) conseguiu 77% e 91% de remogdo de lignina do
bagaco de cana-de-actcar, com a utilizagdo de solugdes de etanol/agua a 60% e acetona/agua
a 60% respectivamente, com a adi¢do de hidroxido de sddio a 1%, como catalisador. Segundo
Sousa (1986), a adi¢do de catalisadores 4acidos acelera sensivelmente o processo de
deslignifica¢do, e em seu estudo com a adi¢do de um catalisador (Fe;(SO4),) a 2% na solucdo
etanol/agua 50% pode se alcangar 75% de deslignificagdo a 170°C de temperatura e 50
minutos de reagdo. O pesquisador Da Rosa (1997) reportou eficiéncia de deslignificagdo com
a solugdo etanol/agua e maior solubilizacdo de lignina em solugdes acetona/agua.

Pasquini et al. (2005) descrevem um estudo sobre a retirada da polpa celuldsica da
madeira de Pinus taeda ¢ do bagaco da cana-de-agucar, combinando uso da mistura de
etanol/agua e dioxido de carbono em altas pressdes. Os resultados obtidos indicam
importantes diferencas entre os diferentes processos organosolv, que podem ter sido causados
devido a presenca de CO, e/ou a presenca de altas pressdes envolvidas. O rendimento da
polpa e a extensdo da deslignificagdo mostraram como o esperado, uma influéncia muito
maior da temperatura que da pressdo. Os melhores resultados obtidos mostram que em Pinus
taeda a deslignificacdo foi de 93,1% e bagago da cana-de-agticar foi de 88,4%. A madeira

teve um rendimento mais significativo quando comparado ao bagago.

3.5. Hidrolise acida

O processo de hidrolise acida € feito por meio da utilizagdo de 4acido sulftrico
(FOUAD et al., 2005) e acido cloridrico (DUARTE, 1989) em diferentes concentragdes
juntamente com variagdes de temperaturas e tempos de reagdo. A hidrélise acida ¢ realizada
principalmente de duas formas de acordo com a literatura: solugdes &cidas de alta
concentracdo ou de baixa concentracdo. S3o amplamente utilizados os acidos sulftrico e
cloridrico.

Na hidrolise da celulose para obtengdo de agucares para fermentacdo alcodlica podem
ser usados diversos materiais lignoceluldsicos, como madeira, bagagco de cana-de-agtcar,

residuos da plantacdo de trigo, arroz, mandioca, etc.
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As investigacdes de Lavarack et al. (2002) demonstraram que o acido cloridrico ¢é
menos eficiente na degradagdo do bagaco para producdo de acticares quando comparado ao
acido sulfurico e Villar (1984) relatam que o H,SO4 é um catalisador mais eficiente na
degradacdo do bagago da cana-de-agucar para a obtengdo de agucares para fermentagdo
alcodlica. O rendimento total de varios agucares obtidos chega a 63% do peso do material
lignocelulodsico usado na hidrolise com solugdes acidas diluidas (BERGIUS, 1939), por outro
lado, Villar (1984) relata ndo haver aumento significativo no rendimento de agticares do
bagaco em concentragdes de solucdo de H,SO, maiores que 2%. Hidrolisar materiais
lignocelulosicos com HCO,H a 25-80% e entdo com HCO,H-HCI resulta em aglcares
fermentesciveis. Um tratamento de 17,88 g de bagago seco com 25-80% de HCO,H e
concentracdo de 5% a 25% de HCL podem chegar a um rendimento de agucares de 97%.
Fouad et al. (2005) conseguiu taxas de conversdo de 97,5% da taxa méxima tedrica de
conversdo com a utilizagdo de H,SO4 concentrado a 70% com 2% de bagago com tempo de
rea¢do de 60 minutos a 50°C.

Este teor de aglicares poderia ter bom rendimento na producdo industrial de alcool
(WENZL, 1954), por outro lado, as concentragdes acidas sdo altas e requerem neutralizago,
neste caso, gerando custo e, desta forma, torna-se um procedimento inviavel do ponto de vista
industrial (HILST, 1997; ROSSEL, 2005). Duarte (1989) realizou a hidrélise com acido
cloridrico concentrado, o qual relata altas taxas de hidrolise, com concentragcdes de 39%, e
tempo de reagfo de 20 minutos. O pesquisador também relata a relagdo do tempo de reacio
com a formagdo de inibidores de fermentagdo e sua inoperabilidade no meio industrial devido
a corrosdo causada pelo acido concentrado.

A sacarificagdo de madeira tem sido processada com sucesso tanto com solugdes de
H,SO4 concentrado ou em solugdes diluidas em elevadas temperaturas (WENZL, 1954).
Neste periodo o processo Rheinau com HCI foi melhorado pela introdugdo de pré-hidrdlise
para eliminar agtcares do tipo pentose e pela modificacdo do estagio de pds-hidrolise e
recuperagdo do HCI. Os diversos processos com uso de H>SO4 (Scholler, Madison, e TVA)
sdo eficientes na hidrélise. Os agucares obtidos mediante estas hidrélises podem ser
amplamente utilizados em processos fermentativos para produgéo de etanol e em obtengdo de
biomassa.

A hidrélise da madeira em solugdes acidas diluidas e concentradas ¢ discutida a partir
do ponto de produgdo de agucares para fermentagdo alcoodlica. Os processos Bergius e
Scholler foram descritos como exemplos dos mais modernos processos de solugdes

concentradas e diluidas respectivamente para aquela época. Os experimentos indicaram que o
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processo Scholler era mais econdmico que o processo Bergius e sob as aquelas condigdes
poderia ser usado para fermentagao alcodlica. (COREY; MOORE, 1944)

De todos os métodos quimicos, a hidrélise por acidos fortes diluidos, como H,SO4, 0
processo de pré-tratamento utilizando acido diluido tem sido amplamente estudada, pois pode
alcangar altas taxas de reagdo e é um tratamento de baixo custo. A maior vantagem desse
processo ¢ a alta obtencdo de xilose soluvel e favorecimento da porosidade das fibras, que
favorece a alta eficiéncia na posterior hidrélise da celulose (PESSOA JR et al., 1997,
TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Matos (2001) conseguiu obter até 22,71 g de xilose por litro de pré-hidrolisado com a
utilizacdo de acido sulfurico 130mg de H,SO4 (3,25% v/v — 50g massa) por grama de massa e
30 minutos de reagdo a temperatura de 121°C. Fogel (2004) em seu trabalho conseguiu
concentracdo de xilose, no hidrolisado, de 57,3 g/L, com solugdo de H,SO4 & 3% (v/v) a
121°C. Takahashi (1997) reportou melhores liberagdes de agticares na hidrélise com H,SO4 &
1% durante 40 mim e a temperatura de 120 °C. Um dos problemas encontrados na hidrolise
acida, além da formacdo de furfural e acidos inorgénicos, que sdo inibidores da fermentagdo
alcodlica (DORTA et al.,, 2005), e a produgdo de pentoses, como a xilose, que sio
dificilmente aproveitados na fermentagdo por Saccharomyces cerevisiae. Purchase (1986) tem
estudado e relata um progresso continuo no desenvolvimento da fermentagdo para a obtencdo
de alcool a partir da xilose derivada do bagago da cana-de-agucar.

Em seu estudo, Planes (1974), obteve o maior recuperagdo de agucares redutores com
a pré-hidrolise com H,SO4 a 1 % (v/v) em temperatura de 140°C por 30 minutos. Villar
(1984) demonstrou a reagdo de pré-hidrélise com acido sulfurico a 2% e 140°C de
temperatura com 30 minutos de reagdo foi a que apresentou maior producdo de aglicares
redutores, e citou o pequeno aumento da produtividade com o aumento da concentragdo de
acido acima de 2%. O pesquisador demonstrou também que de 7% a 10% de concentragdo de
acido e temperatura de 80° a 90°C, com dura¢éo de reagdo entre 5 a 55 min, o rendimento de
agucares fermentaveis obtidos foi maior com o aumento da temperatura e concentragdo da
solugdo acida e rendimento maximo foi obtido ao diminuir o tempo de reagio ao passo que 0s
outros fatores foram aumentados, ou seja, um processo hidrolitico mais longo degrada o
agucar.

Kim (2002) em seu estudo sobre a cinética da hidrolise da celulose sob as condi¢des
de acidos diluidos (1,0; 2,0; ¢ 3,0 %), incluindo condi¢des de soluc¢des acidas extremamente
diluidas (ELA) (0.07 %) e temperatura variando entre 180-220°C foram investigadas usando

reatores para “batch” e reatores BSFT. Neste estudo, 0 maximo rendimento de glicose obtido
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nos experimentos com reatores “batch” foi de aproximadamente 30% do bagaco da cana-de-
agucar, que ocorreu entre 200 e 210°C. O maximo rendimento do bagago pré-tratado baseado
em uma reagdo BSFT aumentou para 55%. Nos experimento usando uma reacdo BSFT de
dois estagios, um rendimento de glicose de 63% foi obtido a partir do bagagco da cana-de-
agucar em temperaturas entre 210° ¢ 220°C sob condi¢des de solugdes acidas extremamente
diluidas. As solu¢des diluidas de acido sdo dificeis de realizar devido ao fato de exigirem
pressdes e temperaturas elevadas, o que torna este tipo de hidrdlise pouco competitiva na
indastria (ROSSEL, 2005).

As investigagdes sobre a hidrolise 4acida com solugdes concentradas apresentam
resultados com rendimento de agucares de 97,3% (FOUAD et al., 2005), mas as altas
concentracdes de acido tornam a manipulacdo do processo dificil e geram custos devido aos
desgastes do equipamento, sensiveis a acidez (HILST, 1997; ROSSEL et al., 2005).

A pré-hidrdlise com a utilizagdo de acidos produz também o furfural e hidroximetil-
furfural e 4cido acético, resultantes da degradacdo das hexoses e pentoses submetidos a um
meio acido e de alta temperatura (MUSSATTO; ROBERTO, 2004), os quais sdo produtos
toxicos as leveduras e prejudicam a fermentagdo do hidrolisado, ¢ dependendo de suas
concentragdes, podem inibir consideravelmente a fermentabilidade das leveduras (LASER et
al., 2001; MATOS 2001). Laser (2001) considerou taxa de inibi¢do de 20 a 30% da
fermentacdo em meios com concentracdes de 0,3g/L de furfural. Martin (2006) relacionou a
presenga de aldeidos, provenientes da degradagdo da lignina (MUSSATTO, 2004), como
principal fator de inibicdo da fermentag@o.

Além da producdo de compostos toxicos, ¢ necessario que o pH do hidrolisado seja
neutralizado para que o meio seja propicio para a fermentacio (TAHERZADEH; KARIMI,
2007). Planes (1974) reporta a relagdo entre concentrado acido e a formag@o de produtos
toxicos a fermentagao, no qual a quantidade de acido ¢ diretamente proporcional a quantidade
de produtos inibidores da fermentagdo formados. Harris (1946) acusou o tempo de contato

com o acido o fator de degradacdo dos produtos lignocelulésicos.
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3.6. Hidrolise Enzimatica

A sacarificagdo da celulose via ag¢do enzimatica representa uma alternativa para a
destinagdo de fitobiomassas residuais como o bagago de cana e residuos de atividades
florestais. No entanto, apesar de muitos estudos, ndo estdo totalmente compreendidas quais as
caracteristicas do substrato que atribuem maior eficiéncia a taxa de hidroélise da celulose.
Algumas das caracteristicas mais influentes incluem a acessibilidade, o grau de cristalinidade,
o grau de polimerizagdo e a distribuicdo da lignina (PALOMEN et al., 2004). Além disso,
bioprocessos baseados na hidrolise enzimatica requererdo substratos produzidos com a
qualidade adequada, a partir de fitobiomassa residual. Diferentes tipos de pré-tratamento
podem ser aplicados para promover a conversdo destes materiais em substratos susceptiveis a
hidrélise enzimatica e, dentre estes, o pré-tratamento a vapor tem sido descrito como um dos
mais eficientes (NEGRO et al., 2003; SODERSTROM et al., 2003; MOSIER, 2005).
Paralelamente, estudos tém sido realizados na busca de enzimas capazes de hidrolisar a
celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizagdo de processos fermentativos,
pela combinagdo de enzimas para a obtengdo de complexos celuldsicos mais eficientes ou
pelo melhoramento de espécies mediante aplicacdo de métodos de engenharia genética

(JORGENSEN et al., 2004; IMALI et al.,2004).

Dentre os organismos produtores de ligninases e celulases, os fungos tém sido muito
estudados devido a variedade de enzimas que produzem. Os principais microrganismos
produtores do complexo celulase, que sdo conhecidos, sdo os fungos Tricoderma sp e
Aspergillus sp (CANTARELLA et al., 1984). Atualmente, sabe-se que o complexo celulasico
secretado por fungos filamentosos é formado por trés componentes enzimaticos majoritarios,
as endoglucanases, as celohidrolases (exoglucanases) e as [-glucosidases, que ndo sdo
consideradas como celulases legitimas. De acordo com o modelo de sinergismo “ endoexo”,
essas enzimas cooperam da seguinte maneira: as celobiohidrolases (CBH) agem como exo-
enzimas (promovendo a hidrdlise no final das cadeias) e liberam celobiose como produto
principal; as endoglucanases (EG) agem randomicamente ao longo da cadeia produzindo
novos sitios de ataque para as celobiohidralases; ¢ as B-glucosidases completam o processo
pela hidrdlise da celobiose e de outros sacarideos a glicose (MARTIN, 2005). A agdo
combinada de dois ou mais componentes da celulase pode aumentar a eficiéncia da atividade
catalitica de hidrolise da celulose, em comparagdo com a simples soma das atividades

cataliticas de hidrdlise verificadas quando esses componentes atuam separadamente.
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No pais ha varios grupos de pesquisa voltados ao estudo da hidrolise enzimatica de
bagaco de cana. Esses grupos, com financiamento da FINEP, FAPESP e OXITENO, estio
preocupados com a produgio de enzimas do complexo celulolitico, pré-tratamentos eficientes

e econdmicos, ¢ hidrolise enzimatica ou fermentagao e sacarificagdo simultineas.

A Petrobras, em parceria com institui¢des de pesquisa, estuda o desenvolvimento da
tecnologia de produ¢do de etanol a partir de residuos de composicdo lignoceluldsica (bagago
de cana). O projeto em escala de bancada iniciou em 2004, e atualmente encontra-se em
construgdo a primeira planta piloto nacional. Os resultados de bancada apresentam grande
eficiéncia na hidrdlise da hemicelulose ¢ da celulose atingindo elevadas concentragdes de
agucares. Os hidrolisados produzidos foram submetidos a processos de fermentacdo alcodlica
com leveduras, levando a valores de produtividade volumétrica em etanol de 1g/L.h a 3g/L.h.

Isto conduz a uma relacdo de 165 L de etanol/ton de bagagco (MACEDO, 2006).

3.7. Producio de etanol e agentes inibidores da fermentacéo alcooélica.

A industria sucro-alcooleira no Brasil ¢ de grande importincia para a economia. O
etanol, além de suas propriedades antimicrobianas, ¢ utilizado como combustivel alternativo
para automoveis, sendo menos poluente que a gasolina e, além disso, ¢ derivado de uma fonte
de energia renovavel. Devido ao custo da gasolina gerado por conflitos e oscilagdes
econdmicas mundiais, e por ser derivada de uma fonte de energia ndo renovavel, o etanol esta
pode tornar-se uma importante matriz energética mundial.

A produgio comercial de alcool no Brasil ¢ feita mediante do processo de batelada
alimentada ou fermentacdo continua. O etanol ¢ produzido apés a fermentacdo do agucar de
cana por Saccharomyces cerevisiae, na qual existe o reciclo de células que acaba
intensificando o problema da contaminagdo bacteriana. Tal problema caracteriza-se pela
floculag@o, diminuicdo do consumo do agticar, producdo do alcool e da viabilidade da
levedura como resultado dos componentes toxicos liberados no meio pelos contaminantes
(ROSSEL et al., 2005)

Desde a ultima década do século XX as usinas de agucar e alcool tém aumentado a
dosagem de melaco no mosto fermentativo em relacio ao caldo de cana, acarretando maiores
problemas para a producdo etanolica, como a adi¢do de sulfito no processo. Tal substancia ¢
utilizada na clarificacdo do agucar e acumulada tornando-se excessiva no melago. A presenga

do referido reagente, em quantidades elevadas no melago-de-cana, tem sido descrita por
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pesquisadores como um outro fator de diminui¢@o do rendimento alcodlico, da viabilidade e
do crescimento celular de leveduras. Entretanto, Alves (1994) chegou a conclusdo que a
presenga de sulfito no meio fermentativo pode exercer um efeito benéfico na fermentagio,
inibindo a proliferacdo de bactérias contaminantes.

Os processos de fermentagdo etanodlica mais utilizados no Brasil sdo o de batelada
alimentada e o continuo. O processo de batelada alimentada surgiu inicialmente na fabricagdo
industrial de fermento para a panificacdio, no inicio do século XIX (Brown, 1990, apud
ABUD, 1997). Segundo Almeida (1940), em tal processo ha a alimentagdo continua do mosto
na dorna de fermentacfo e ao seu término, o produto fermentado ¢ centrifugado e separado da
levedura. A condugio pelo processo de batelada alimentada permite evitar o efeito inibitorio
do agucar, durante a fase inicial, resultando em maior concentracdo de etanol num mesmo
periodo de tempo quando comparada com a batelada convencional (ndo alimentada). Ainda,
no referido processo, a alimentacdo pode ser realizada mediante adigdes intermitentes, a
velocidade constante e de forma exponencial (WINKLER, 1991; 1995). Segundo Laluce et al.
(1990), grande parte das usinas brasileiras trabalha com o processo de batelada alimentada
com o reciclo do fermento, o qual ¢ tratado com acido sulftrico antes de retornar para as
dornas fermentativas. O mosto é, assim, adicionado lentamente durante aproximadamente 4h,
sendo que apos 6-9h chega-se ao final da fermentacéo.

No processo continuo, 0 mosto mais o indéculo sdo injetados de forma continua em
reatores, com a saida da mesma quantidade de meio fermentado. (WINKLER, 1995; ABUD,
1997). Tal processo pode ser mais vantajoso que o de batelada alimentada, pois inclui
otimizagdo das condi¢des de processo para uma maior produtividade, periodo longo de
produtividade continua, maior produtividade volumétrica, reducdo dos custos laboratoriais
uma vez alcancado o estado desejado e diminui¢cdo de tempo de limpeza e sanitizagcdo das
dornas. (CYSEWSKI; WILKIE, 1978).

A maior desvantagem ¢ que as fermentagdes continuas s3o mais susceptiveis a
contaminagdo bacteriana devido aos longos prazos de exposicdo, além de exigir um
conhecimento apurado para otimizar as condigdes de processo para atingir o rendimento
desejado - especialmente durante a adi¢cdo de produtos quimicos, alteragcdes da taxa de fluxo e
a mistura dos nutrientes, ou alteracdes nos pardmetros estimados (Ingledew, 2003 apud
BAYROCK; INGLEDEW, 2005). Considera-se importante o conhecimento desses
parametros quando a planta do processo continuo ¢ desenhada ou operada (BAYROCK;

INGLEDEW, 2005).
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O etanol pode tornar-se toxico para a célula de levedura, causando uma inibi¢do do
tipo ndo competitiva (GHOOSE; TYAGI, 1979; Ledo; van UDEN, 1982). Fatores como a
temperatura ¢ existéncia dos subprodutos acetaldeido, acidos férmico, acético, latico,
octanoico e decanoico contribuem para a elevacao do efeito toxico pelo etanol (DORTA et al.,
2006)

Tanto a concentracdo de acido latico, quanto a presenga de sulfito durante o processo
fermentativo, podem ter menor ou maior efeito toxico, dependendo das condigdes em que
estes se encontram, como o teor alcodlico, pH e nivel de contaminag@o. Muito ainda tem que
ser feito para a verificagdo dos efeitos sinérgicos de toxinas e outros fatores estressantes para
as leveduras durante a produgao etanolica, visando otimizagdo do processo.

Mediante hidrélise acida obtém-se um hidrolisado contendo agucares pentoses como
D-xilose e L-arabinose e hexoses como D-glicose além de compostos toxicos como acido
acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural, compostos fendlicos e ions metalicos. As pentoses
formam furfural como principal produto de degradagdo, ja as hexoses formam 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e outros compostos como 2-hidroxiacetilfurano e isomaltol
(LEVANON, 1983; DELGENES et al., 1996).

A pré-hidrdlise com a utilizagdo de acidos produz o furfural e hidroximetilfurfural
resultantes da degradag@o das hexoses e pentoses submetidos a um meio acido e de alta
temperatura (MUSSATTO, 2004), os quais sdo produtos téxicos as leveduras e prejudicam a
fermentagdo do hidrolisado, os quais dependendo de suas concentragdes podem inibir a
fermentagdo pelas leveduras (LASER et al., 2001; MATOS 2001). Laser (2001) considerou
taxa de inibigdo de 20 a 30% da fermentagdo em meios com concentrag¢des de 0,3g de furfural
por litro. Mussato (2004) relacionou a presenca de aldeidos, provenientes da degradagdo da
lignina, como principal fator de inibi¢do da fermentagdo. Além da producdo de compostos
toxicos, € necessario que o pH do hidrolisado seja neutralizado para que o meio seja propicio
para a fermentagdo (DORTA et al., 2006; TAHERZADEH; KARIMI, 2007). Planes (1974)
reporta a relagdo entre concentrado acido e a formagdo de produtos tdxicos a fermentagdo, no
qual a quantidade de acido é diretamente proporcional a quantidade de produtos inibidores da
fermentacdo formados.

A degradacdo da lignina produz uma variedade de compostos aromdticos. Além destes
0 acido acético ¢ liberado a partir da estrutura lignoceluldsica durante o pré-tratamento com
acido e representa um dos principais inibidores da atividade microbiana devido a acidez do
meio. Dentre esses compostos, o acido acético tem sido apontado como um dos principais

inibidores do metabolismo microbiano. O efeito inibidor desse acido esta diretamente
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relacionado com a acidez do meio e, principalmente, & concentragio desse no meio se
fermentacdo (FERRARI et al., 1992).

Devido a liberacdo de xilose da fracdo hemiceluldsica ¢ a da capacidade de
microrganismos fermentarem esta pentose, varias pesquisas vém sendo feitas para o
desenvolver de uma tecnologia de produgdo de xilitol e etanol a partir do bagago de cana de
agucar.

Durante o processo hidrolitico de materiais hemicelulésicos, os compostos toxicos ao
metabolismo microbiano afetam a produtividade volumétrica das fermentagdes e, de acordo
com Parajé et al. (1998), limitam o consumo da fonte de carbono e diminuem a cinética de
crescimento. Dentre os diversos pré-tratamentos utilizados para diminuir a concentrago
destes inibidores, a neutraliza¢do, o emprego de carvao ativo e de resinas de troca idnica sio
os mais empregados. Ranatunga et al. (2000) observaram remocéo de 12, 70 e 66% de fendis,
furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente, de um hidrolisado de madeira ao utilizar
hidroxido de célcio. Marton (2003) observou redugédo de 76,22% de fendis e 44,18% de acido
acético ao alterar o pH do hidrolisado de bagaco de cana e em seguida utilizar carvdo ativo,
obtendo uma produtividade volumétrica igual a 0,51g.L/h. Verde (1999) também utilizou este
método de detoxificacdo e conseguiu reduzir 50,36% de acido acético e remover totalmente o

furfural, hidroximetilfurfural e os ions cobre, cromo e zinco, com produtividade de 0,48g.L/h.

Assim, o estudo de metodologias alternativas de tratamento do hidrolisado podera
permitir condi¢des adequadas para maior eficiéncia de remogdo de compostos toxicos e,
conseqiientemente melhoria deste bioprocesso de forma a que este possa vir a ser competitivo

ao processo quimico.

3.8. Pachysolen tannophilus

Devido a consideravel quantidade de D-xilose presente na por¢cdo de hemicelulose e
seu potencial como substrato para a producdo de etanol a partir da biomassa, muitos estudos
foram realizados para elucidar como ¢ realizada a fermentag¢do desta pentose por leveduras
(SCHNEIDER et al., 1983; MCKRACKEN; GONG, 1983; DECKER, 1982). A conversio da
hemicelulose em monossacarideos ¢ a mais facil que a glicose de ser realizada, porém os
agucares produzidos sfo pentoses e ndo sido fermentados por S. cerevisiae. Estes aglicares
poderiam ser utilizados para a produgdo de etanol, mas o rendimento de etanol obtido pelas
leveduras fermentadoras de pentose em culturas com D-xilose é limitada principalmente por

dois fatores: a utilizagdo concorrente do etanol na presenca de concentracdes elevadas de D-
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xilose (MALESZKA; SCHNEIDER, 1982) e a formag&o de xilitol e outros compostos como
sub-produtos (SCHNEIDER et al., 1985). Melhoramentos no rendimento podem ser obtidos
com linhagens que ndo utilizem etanol como fonte de energia. Uma forma de encontrar uma
linhagem com estas caracteristicas € o isolamento de mutantes com deficiéncia respiratoria.

Até o presente momento, conhece-se apenas algumas espécies de leveduras sio
capazes de fermentar a xilose. A atencdo tem sido focada em Pachysolen tannophilus, Pichia
stipitis e em varias linhagens de Candida sp. Contudo, estas leveduras parecem ter um
rendimento limitado de etanol, abaixo do desejado para a industria alcooleira. Outro fator que
dificulta o rendimento de producgdo alcodlica encontra-se no fato de que, sob condigdes
anaerobias, uma grande fra¢fo da xilose € convertida em xilitol e o rendimento de alcool €
baixo (LEE et al., 1986).

As leveduras fermentadoras de pentoses podem converter a xilose tanto em etanol,
como ja descrito, quanto xilitol. O xilitol ¢ um poliol que possui aplicagdes em diferentes
segmentos industriais ¢ vem sendo produzido pela fermentacdo da xilose presente no
hidrolisado de bagaco de cana. No entanto, para que este composto com alto poder adogante e
anti-cariogénico seja consumido, é necessario que seja separado dos agucares remanescentes
no caldo fermentado. Uma vez que a etapa de separacéo ¢ dificil e sobrecarrega o custo total
do processo, alternativas a cromatografia convencional, técnica comumente utilizada, tém
sido desenvolvidas. No entanto, a produtividade do xilitol ¢ ainda relativamente baixa ao se
comparar com outros processos biotecnologicos, o que poderd comprometer o oferecimento
desta tecnologia ao setor sucroalcooeiro (DI LUCCIO et al., 2000). Este fato deve-se a
presenga no hidrolisado, de compostos téxicos aos microrganismos, como fendis, acido
acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural e metais pesados oriundos da corrosdo dos
equipamentos, 0s quais se encontram presentes no meio mesmo apo6s diferentes tratamentos
como alteragdo de pH, adsor¢do em carvdo ativo e utilizagdo de resinas de troca i6nica
(ROSSEL et al., 2005).

Em estudos, foi verificado que a levedura P. tannophilus formou 5,5% de etanol a
partir de 12% glicose, mas apenas 2% de etanol a partir de 12% xilose. A aeracdo dobrou a
taxa da fermentagdo de glicose por P. tannophilus, quando comparada com a fermentacdo
anaerobia, mas a taxa da fermentacdo da xilose permaneceu inalterada. Adi¢des periddicas de
0,5% glicose em fermentacdes aerdbias de 3% de xilose aumentaram o rendimento de etanol
de 0,28 g/g de xilose para 0,41 g/g de xilose utilizada. O rendimento da producdo de etanol
por P. tannophilus em meio com 3% de xilose foi de 5,5%, porém, numa mistura contendo

xilose e glicose, o rendimento em etanol foi melhorado para 24,26% do tedrico (DUARTE,
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1987). A taxa de utilizagdo de xilose permaneceu inalterada, e estudos mostraram que a
adicdo de 0,5% de glicose ndo inibiu a utilizagdo da xilose em condi¢cdes aerdbias ou
anaerdbias. Nenhuma melhora foi observada em fermenta¢do anaerodbia, e nos hidrolisados
acidos na presenca de inibidores de crescimento e fermentagdo (JEFFRIES, et al., 1985).
Duarte (1987) constatou que P. tannophilus cresce duas vezes mais na condi¢do aerdbia, em
relacdo a semi-aerobia, em meio contendo 2% de glicose. Quanto a producdo de etanol,
utilizando-se de glicose, foi melhor para a condicdo que recebeu mais oxigénio. Estes
resultados contrastam com aqueles encontrados na literatura obtidos em xilose por Schneider,
et al. (1981) e Maleszka; Schneider (1982).

Na fermenta¢do de hidrolisados de materiais lignocelulésicos para a producdo de
etanol, dois grandes problemas sdo encontrados: a fermentacdo da xilose, e a presenca de
inibidores dos microrganismos fermentadores. A xilose pode ser fermentada diretamente por
leveduras, como a P. tannophilus, Candida shehatae, e Pichia stiptis (DECKER, 1982), ou
por isomerizacdo da xilose em xilulose com a enzima glucose (xilose) isomerase, €
subseqiiente fermentagdo por S. cerevisiae. A fermentagdo direta requer oxigenagdo baixa e
cuidadosamente controlada e¢ também a eliminagdo dos inibidores. As leveduras
fermentadoras de xilose t€ém uma tolerancia limitada a concentragdo de alcool. A combinacéo
de isomerizagdo ¢ fermentagdo em S. cerevisiae tem um rendimento e produtividade
comparavel com o obtido na fermentagdo de hexoses sem oxigenagdo e eliminacdo dos
inibidores. Contudo, a enzima ndo ¢ muito estdvel em hidrolisados lignoceluldsicos e S.
cerevisiae tem um desenvolvimento abaixo do desejado em meios com enzimas de via
metabolica pentose fosfato. Estratégias diferentes envolvendo adaptacdo de linhagens, e
engenharia de proteinas e genética adotadas para superar estes diferentes obstaculos sdo
discutidos (HAHN-HAGERDAL, et al., 1991)

Para demonstrar a habilidade de uma cultura crescer em um meio com D-xilose
como a uUnica fonte de aglcar e, simultaneamente, demonstrar o consumo ¢ produgdo de
alcool a concentragio inicial de D-xilose era de 2%, e afinal de 1,1%. No periodo de 23 horas,
0 peso seco duplicou (2,2x) e a concentra¢do de etanol no meio fermentado aumentou 7,6
vezes (14 até 107 umol/mL). Durante o mesmo intervalo de tempo, a quantidade de etanol
consumido aumentou 105 vezes (0.1 pmol/mL depois de 1 min para 10,5 pmol/mL depois de
23 h). A quantidade de etanol consumido durante o experimento foi de 9,8% do total
produzido (SCHNEIDER, et al., 1981).

Para determinagdo da incorporagdo de etanol na presenca de outros agucares, células

colocadas para crescer em condigdes idénticas com alcool como a unica fonte de carbono
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foram suspensas em 217 pumol/mL de alcool mais 1% de glicose. Esta hexose inibiu o
consumo de etanol rapidamente: mesmo a 0,1%, o consumo foi inibido num periodo de 1h. A
extensdo da inibi¢do aumentou com o aumento da concentragdo de aguicar, mas o consumo de
etanol continuou na presenca de 2% de glicose. As quantidades de etanol consumido em 8h
correspondem a 9,2, 3,7 ¢ 1,4% das concentragdes de etanol inicialmente presentes com 0,0,
0,1, e 2% de glicose, respectivamente. As quantidades de etanol consumidos na presenca de
0,1 e 2% de glicose foram de 4,0 e 15%, respectivamente, das quantidades consumidas na
auséncia dos actcares. (MALESZKA; SCHNEIDER; 1982)

Apesar de P. tannophilus ser classificada taxonomicamente como um organismo que
ndo assimila xilitol (LEE et al.,, 1986), foi observado um crescimento lento. Todos os
compostos testados inibiram o consumo de agucares, mas cada um de forma diferente. Para
simplificar a comparagdo, a porcentagem de etanol consumido na presenca de agucar foi
calculada considerando o consumo de etanol na auséncia de agticar como sendo igual a 100%.
A glicose foi o melhor inibidor testado: a quantidade de etanol consumido na sua presenca foi
de 23% da quantidade consumida na sua auséncia. O valor correspondente para D-xilose foi
de 37%. Os diferentes consumos na presenga de glicose e xilose ndo ocorreram devido ao
crescimento inicial das células em alcool. Resultados similares foram obtidos quando as
células cresceram inicialmente em solugdes de concentragdo de 2% do agucar utilizado no
teste. (MALESZKA; SCHNEIDER, 1982)

A oxigenag¢do do meio também pode influenciar a fermentagdo por P. tannophilus,
producdo e consumo de etanol. De acordo com Duarte (1987), em meio com oxigénio, o
rendimento de etanol ¢ menor em sua auséncia. Conforme aumenta a disponibilidade de
oxigénio, aumenta também o consumo de etanol. A perda de etanol do meio por volatilizagio
¢ menos de 5% da quantidade inicialmente presente. Resultados similares foram obtidos
quando as células cresceram em meio contendo, inicialmente, concentragdo de 2% de xilose.
A relacdo entre a perda de etanol devido ao metabolismo e disponibilidade de oxigénio foi
também observada em células de culturas que ndo crescem. A auséncia de crescimento foi
mantida por privagdo de fonte de nitrogénio. (MALESZKA; SCHNEIDER, 1982;
NEIRINCK, et al., 1984)

Em culturas de P. tannophilus, ocorreram perdas significativas de etanol em condigdes
aerobias resultantes de seu metabolismo, quando o aglicar presente era a xilose. Tais perdas
também ocorreram na presenga de outros aglicares. Num experimento, em que o etanol foi
produzido a partir da xilose, o volume de etanol perdido foi equivalente a 9,8% do volume de

etanol produzido. Em substratos praticos para utilizagdo, a xilose esta presente, junto com
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outros acucares. Em hidrolisados de madeira, s@o incluidas a glicose e manose. Embora
ambas as hexoses tenham sido mais eficientes que D-xilose em inibir o consumo de etanol,
ainda ndo foi obtida uma inibigdo significativa. Menor quantidade de etanol foi consumida
quando o volume de oxigénio disponivel na cultura foi reduzido. (MALESZKA;
SCHNEIDER, 1982; NEIRINCK, et al., 1984)

Apesar de o etanol poder ser produzido anaerobiamente a partir de D-xilose, resultados
obtidos indicam que dentro de um determinado tempo de fermentagdo, os rendimentos obtidos
de culturas anaerdbias sdo baixos e menores do que os obtidos de culturas aerdbias. Um baixo
grau de aeracdo pode ser considerado 6timo para a fermentacdo (SLININGER, et al., 1982).

Uma base molecular para entender os efeitos dos acgticares no consumo de etanol por
P. tannophilus ainda nfo foi estabelecido. Uma possibilidade ¢ que o efeito Crabtree, que se
refere a inibicdo da respiracdo das leveduras por agucares esta envolvido. S. cerevisiae quando
cultivadas em meio contendo glicose na presenca de ar, este efeito é considerado responsavel
pela conversdo inicial de glicose para etanol mediante oxidagdo quando a glicose fica baixa.
Em S. cerevisiae, a inibi¢do da respiracdo varia quando outros agucares sdo substituidos por
glicose. Em P. tannophilus, os diferentes graus em que os agucares inibem o consumo de
etanol refletem na sua capacidade de estimular a ocorréncia do efeito Crabtree. Outro fator
que pode estar envolvido € a repressdo da atividade alcool desidrogenase por agdo de
diferentes acucares. Em S. cerevisiae, a glicose reprimiu duas das trés desidrogenases

conhecidas (MALESZKA; SCHNEIDER, 1982).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Material lignoceluldsico

Bagaco desfibrado da cana-de-agucar obtido para os experimentos foi adquirido junto
a “Usina NOVA AMERICA” (Tarumé/SP). O material foi seco em estufa por 24 horas a
100°C.

4.1.2. Microrganismo

A levedura de Pachysolen tannophilus foi adquirida junto ao Departamento de
Bioquimica e Microbiologia da Universidade Estadual Paulista, localizada na cidade de Rio
Claro, cedida por aten¢@o do Prof. Dr. Fernando C. Pagnocca. Esta cepa ¢ mantida a -75°C
em Eppendorfes com meio YM (com 10% v/v de glicerol), em pH 5,0. Esta levedura foi

usada nos experimentos de fermentag@o alcoodlica.

4.1.3. Reagentes

No presente trabalho, foram utilizados, etanol 96° GL, acetona 99,5% “VETEC”,
acido sulfurico (PA) fabricado por “Synth”, sulfato de ferro III e Ca(OH), e 4gua proveniente
do sistema de abastecimento de agua da cidade de Assis/SP, para realizagcdo do pré-tratamento
e hidrolise acida.

Para o cultivo das leveduras foi utilizado meio formulado: 18.75 g/l KH,PO4
(Labsynth); 3.0 g/L (NH4),HPO4 (Labsynth); 1.13 g/LL MgSO4 x 7 H,0 (Labsynth); 3.75 g/L
extrato de levedura (Difco); 5,0 g/L de peptona (Labsynth); 30 g/L glicose (Difco P.A.); pH
5.0, temperatura de 30°C e 3 dias de incubac@o com agitag@o a 150 rpm em shaker.

Para analise de glicose foi utilizado o kit enzimatico Glucox 500 (DOLES). A
concentracdo de xilose ¢ quantificada utilizando solug@o de acido acético glacial, cloridrico e
floroglucinol.

Foram utilizados, para fazer a quantificacdo de 5-hidroximetilfurfural das amostras, os
seguintes reagentes: K4Fe(CN)g . 3H,0 (Labsynth), Zn(CH3COO); . 2H,0 (Acetato de Zinco)
e NaHSO3; (Labsynth).
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4.2. Métodos

Para a hidrdlise acida do bagago de cana os experimentos foram conduzidos conforme

a figura 8, incluindo uma etapa de deslignificagdo.

4.2.1. Pré-tratamento acido e deslignificacio

Durante o pré-tratamento acido, foi utilizado o solvente Organosolv (agua, acetona e
etanol 2:1:1) para separar lignina do bagaco da cana-de-acticar a fim de possibilitar a hidrolise
da hemicelulose e celulose para a obten¢do de agucares fermentesciveis. Para determinar a
melhor concentracdo acida do pré-tratamento, foram realizados os experimentos de acordo

com a tabela 4:

Tabela 3 — Protocolo Experimental de pré-tratamento acido do bagago da cana.

Experimento H,SO, (%) Bagaco Acetona/Etanol Agua  Sulfato de Tempo

g (1:1) / mL mL Ferro I1l/g min
A 0,0 50 500 500 1,25 30/60/120
Controle
B 0,5 50 500 495 1,25 30/60/120
C 1,0 50 500 490 1,25 30/60/120
D 2,0 50 500 480 1,25 30/60/120

Foram colocados em recipientes de vidro resistentes a calor e pressdo, volume de 2
litros (Boeco), 50g de bagago previamente secado em estufa a 105°C durante 24 horas. Em
seguida, foram adicionados 250mL de etanol (96°) e 250mL de acetona (99,5%). A seguir
acrescentou-se 5% de sulfato de ferro III por peso do bagago seco (agente oxidante), e 400mL
de agua para diluicdo do acido sulftrico. Acrescentou-se agua para completar volume no
recipiente até 1000mL. Aliquotas de 20 mL foram retiradas dos frascos para analise no tempo

zero. Os recipientes foram colocados em autoclave e a reagio mantida em autoclave a 121°C
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e 1 atm durante 30, 60 e 120 minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata para
confirmacdo dos resultados.

Apds autoclavagem, o bagago ndo hidrolisado foi prensado para retirar o maximo de
liquido de sua massa e este pesado e armazenado, o residuo so6lido separado e lavado sendo
que 4,0g do bagago foram secadas para determina¢do da umidade e composi¢do da massa
seca. O liquido foi medido e completado com agua até 1000 mL, deste volume foram
separadas amostras de 25mL para analises laboratoriais e o restante armazenado em geladeira
a 10°C. Todas as concentragdes acidas foram realizadas utilizando 30, 60 e 120 minutos para
determinar qual o melhor tempo de reag@o para preparar o bagago para hidrolise acida.

O experimento que resultar em maior percentual de actcares redutores (AR), levando
em considerago o residuo de bagago nio hidrolisado seco restante, ¢ a neutralizacdo do pré-
hidrolisado, ¢ utilizado como pré-tratamento padrido das hidrolises acidas do proximo passo

do projeto de pesquisa.
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Bagaco seco
+
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Amostra para analise
de concentracdo de
etanol.

Figura 8 — Fluxograma da pré-hidrolise e processamento do bagago para hidrélise acida.
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4.2.2. Hidrdlise acida

Apbs o pré-tratamento acido, colocou-se em recipientes de vidro de 2000 mL, o
bagago previamente preparado e em seguida, acrescentou-se S00mL de etanol (96°) e agua até
completar 1000mL de volume, e o acido sulftrico para atingir a concentragdo desejada. Os
recipientes foram colocados em autoclave e a reacdo mantida em autoclave a 121°C e 1 atm
durante 90, 120 e 150 min. Os experimentos foram realizados de acordo com a tabela 5, em

triplicata para confirmacao dos resultados:

Tabela 4 — Protocolo experimental das condi¢des estabelecidas para hidrélise acida do

bagaco de cana para obtencdo do pré-hidrolisado.

Experimento H,SO, (%) Bagaco Etanol Agua Tempo min
g mL mL

A 0,0 50 500 500 90/120/150

B 1,0 50 500 490 90/120/150

C 5,0 50 500 450 90/120/150

D 10,0 50 500 400 90/120/150

Apds a hidrdlise, os frascos foram retirados da autoclave e o bagaco ndo hidrolisado
separado da fracdo liquida através de centrifugacdo, pesado e armazenado. O residuo so6lido
foi lavado e 4,0g foi secada para determinar umidade e sua composi¢do. O volume liquido foi
medido e completado com agua até 1000mL, destes, foram separadas amostras de 50mL para
analises laboratoriais e o restante armazenado em geladeira a 10°C.

Para determinar a melhor concentragdo acida e melhor tempo, foi analisada a
porcentagem de acucares redutores (AR) no liquido pré-hidrolisado de cada experimento

realizado.
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Figura 9 - Fluxograma do processamento do bagaco da cana para determinacdo de melhor

pré-hidrdlise e hidrolise acida.
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4.3. Fermentacao alcooélica

Apds a pré-hidrdlise acida do bagag¢o da cana-de-agucar preparou-se o mosto para
fermentagio pela P. tannophilus mediante o processo de “Batelada”.

Para preparagdo do mosto, o pré-hidrolisado foi neutralizado e clarificado com CaO
até pH 7,0. Apos esta etapa, o hidrolisado foi filtrado e concentrado em banho maria a 80g/L
de agucares sendo que a xilose deve predominar. Este liquido foi filtrado com carvao ativado
(1,0%) em filtro convencional para retirar inibidores do meio. O xarope de xilose foi diluido
até¢ 2,0% de concentragdo para ser utilizado na fermentacdo alcodlica por Pachysolen
tannophilus.

Tais leveduras encontram-se armazenadas a -75°C em Ependorfes com meios YM
(com 10% de glicerol) a pH 5,0 no Laboratério de Biotecnologia Industrial da UNESP
(Assis/SP).

A obtengdo do indculo para os processos fermentativos da levedura P. tannophilus foi
feita de forma asséptica mediante cultivos no meio formulado e distribuido em tubos de
cultura e posteriormente transferidos para Erlenmeyers de 500 mL a temperatura de 30°C, sob
agitacdo constante de 150 rpm por 72 h. Apds atingirem a concentragéo celular desejada no
cultivo, as leveduras foram centrifugadas durante 30 min a 3500 x g.

Para a conducdo dos processos fermentativos foram pesadas 30 g de biomassa umida
da P. tannophilus e foi suspensa em 75 mL de agua destilada esterelizada e transferida para
Erlenmeyers.

O mosto para fermentagéo foi obtido da pré-hidrélise do bagago, foi enriquecido com:
1 g/L MgSQy; 2 g/ KH,POy; 3 g/ (NH4),SO4 e inoculado com as leveduras e. A incubagdo
para fermentacéo foi de 30°C durante 120 horas e mantidas sob agitagdo durante o processo.
Amostras foram retiradas nos tempos 12; 24; 48; 72; 96 120 horas e centrifugadas, o
sobrenadante foi utilizado para as analises de rendimento mediante destilagdo do alcool e

inibidores.
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4.4. Analises

4.4.1. Determinag@o do teor de lignina soluvel e insolivel do pré-tratamento

O teor de lignina foi determinado pela soma da quantidade de lignina soluvel e lignina
insoluvel em meios acidos (Pasquini, et al., 2005):

- A lignina insoluvel foi caracterizada com o filtrado do hidrolisado, o qual foi lavado
até sua neutralizagdo, e seco. Uma amostra de 2 gramas foi transferido para um Becker de 100
mL e adicionado 10 mL de H,SO4 72%, submetendo-o a vigorosa agitagdo a 45 °C por 7
minutos e, posteriormente, foi adicionado 50 mL de agua destilada e transferido a um
erlenmeyer de 500 mL, no qual o volume foi elevado até 275 mL.

O erlenmeyer foi fechado com folha de aluminio e autoclavado por 15 minutos a 1
atm. Apos a retirada dos frascos e seu resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi
filtrada, e o filtrado lavado com 4gua destilada e seco em estufa a 105 °C até massa constante.
A quantidade de lignina é medida pela a razio da massa do filtrado submetido a esse

tratamento acido pela massa seca inicial.

Deslignificacio (%) =L;—(LmxM/100) x 100
L;

Onde:
- Ly é a lignina insoluvel do bagaco (%)
- Ly é a lignina inséluvel da massa hidrolisada

- M € a massa hidrolisada.

4.4.2. Determinagdo de acucares redutores

A determinagdo da concentragdo de agucares redutores (AR) foi feita a partir de
amostras obtidas nos experimentos descritos anteriormente. Apds neutralizagdo a pH 7.0,
filtradas e centrifugadas. AR foram determinados pelo método de Somogyi e Nelson (Nelson,
1944) utilizando espectrofotometro com a absorbancia a 535nm, com a utilizagdo de solugdes

conhecidas, para a definir a curva de calibragéo.
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4.4.3. Determinagdo dos agticares obtidos do pré-tratamento do bagaco da cana

4.4.3.1. Determinacdo das concentragoes de glicose

A determinagdo da concentracdo de glicose no pré-hidrolisado e hidrolisado foi
realizado com o Sistema enzimatico para determinagio da glicose (Glucox 500 — DOLES). A
metodologia consiste em adicionar glicose em uma solugdo tampao de fosfatos em pH 7.4,
contendo Glicose Oxidase, Peroxidase, 4-Aminoantipirina (4-AAP) e p-hidroxibenzoato

(reagente de cor), processam-se as seguintes reacdes:

(Glicose oxidase)

- Glicose + O, + H,O =========) Acido Glucénico + H,O,
(peroxidase)
-2H,0, + 4AAP =========P 4-Antipirilquinomina + 4 H,O

Misturar os reagentes por agitagdo e incubar por 10 minutos em banho-maria, a 370C.
Retirar do banho-maria e fazer leitura colorimétrica, com absor¢do em 510nm. O produto
formado pela oxidagdo de 4- Aminoantipirina (4- Antipirilquinimina) ¢ de coloragéo
avermelhada e sua intensidade, diretamente proporcional a concentra¢do de glicose na

solugdo. Proceder como segue:

Tabela 5 — Protocolo experimental para determinagdo das concentragdes de glicose das

amostras de pré-hidrolisado e mosto.

Tubo de Tubo das Tubo do
referéncia amostra padrio

Reagente de cor (kit glucox) 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL

Solucao padrao glicose (0,01%) - - 20 uL

Amostras - 20 uL -
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4.4.3.2. Determinacdo das concentracdes de xilose

A determinag¢o da concentragdo de xilose foi feita através de uma técnica clinica que
mede a concentracdo desta pentose no plasma sanguineo ou urina, adaptado para as amostras
de pré-hidrolisado do bagago da cana e o mosto fermentado. Para ser realizada a analise, o
floroglucinol deve ser dissolvido numa solugdo de acido acético e acido cloridrico (9:1, v/v)
até a concentracdo de 36 mmol/L. As pentoses formam, em meio acido, um complexo
colorido com o floroglucinol que se pode determinar através da leitura colorimétrica
(EBERTS et al., 1979; JOHNSON et al., 1984). Para reacdo da solugdo acida e xilose ocorrer

devem ser pipetados em tubos de ensaio os reagentes de acordo com a tabela 6:

Tabela 6 — Protocolo experimental para determinacdo das concentragdes de xilose das

amostras de pré-hidrolisado e mosto.

Tubo de Tubo do Padrao Tubos das Amostras

Referéncia
Solucio acida 1,5 mL 1,5 mL 1,5mL
(4c. acético e cloridrico)
Agua destilada 0lmL - e
Sol. padrio xilose (0,01%) --—--- 0lmL
Amostras - 0,1 mL

4.4.4. Determinacdo das concentragdes de furfural

As concentragdes de furfural nos hidrolisados foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em equipamento Shimadzu-LC-10AD na industria de
alimentos CITROVITA (Catanduva/SP), sob as seguintes condi¢des: coluna Hewlett-Packard
RP 18 (200mm); temperatura da coluna: 25°C, detector de ultravioleta SPD-10A UV-VIS;

eluente: solugdo de acetronitrila/agua (1:8) com 1% de acido acético; volume de amostra
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injetada 20pdm’. As amostras foram diluidas e filtradas em membrana HAWP 0,45um
(Millipore). O eluente foi filtrado & vacuo em membrana GVWP 0,22um (Millipore) e, em
seguida, degaseificado em banho ultra-som (Microsonic SX-50) por 0,25h.

4.4.5. Determinag@o das concentragdes de 5-hidroximetilfurfural (HMF)

Foi utilizado o método espectrofotométrico, sendo as seguintes solugdes preparadas
previamente:

- Solu¢do de Carrez I: 15 g de K4Fe(CN)s . 3H,O (Ferrocianeto de Potassio) diluidos e
completados para 100mL com agua deionizada;

- Solugdo de Carrez II: 30g de Zn(CH3;COO), . 2H,O (Acetato de Zinco) diluidos e
completados para 100mL de agua deionozada;

- Solug@o de bissulfito de sédio 0,2% (m/v).

Em um béquer, foram adicionados 5,00g de amostra e cerca de 25 mL de agua
deionizada, solubilizando a amosta. Foram adicionados 500ul da solu¢do de Carrez I,
homogeneizando, e mais 500pL da solugdo de Carrez II, homogeneizando (neste momento, a
solucdo se torna turva) e completando o volume para 100 mL. A solugfo foi entdo filtrada em
papel, descartando-se os primeiros 10 mL filtrados.

Da solugao filtrada, foram pipetados 5,0 mL em quatro tubos de ensaio. No primeiro,
foram adicionados 5,0 mL da solugdo de bissulfito de sodio 0,2%, sendo este o tubo de
referéncia. Nos demais foram adicionados 5,0 mL de dgua deionizada, sendo chamados de
solugdes teste.

As solugdes foram homogeneizadas e medidas em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 284nm e 336nm em cubeta de quartzo. Antes das medidas em
triplicata de cada amostra, o aparelho foi calibrado com a solugdo referéncia (bissulfito de
sodio 0,2%). O método indica que se as leituras de absorbancia forem superiores a 0,6 deve-se

diluir as solugdes teste e referéncia na mesma proporgao, e repetir a leitura.

O teor de HMF, expresso em mg/Kg, ¢ calculado:
|Abs 284 — Abs 336| * F, onde F = 149,7.

Caleulo doF: F=  126%1000%*1000
1883 0% 0%5

onde 126 = P.M do HMF; 1000 = mg/g; 16830 = Abs HMF 284nm;
10 centilitro/L; 5 =g de amostra; 1000 = g/Kg.
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4.4.6. Determinagdo da concentragdo de etanol

O teor alcodlico foi determinado nas dependéncias da Usina Nova América
(Taruma/SP). A concentragdo de alcool das amostras da fermentacdo do pré-hidrolisado
utilizando o microdestilador TECNAL, modelo TE-012. Para a destilagdo, 25,0 mL de
amostra foram misturadas com 50,0 mL de dgua destilada, coletando-se 50,0 mL do destilado,
cuja concentragdo alcodlica foi determinada através de densimetro digital ANTON-PAAR,

modelo DMA 4500.

4.4.7. Calculo do rendimento da fermentacio alcodlica
A eficiéncia da fermentagdo alcoolica (Yp/s) ¢ dada pela Seguinte formula (Oliva-

Neto; Yokoya, 1995):

Rendimento (g/g) = . Ef - Ei
AR inicial - AR final

Onde:

AR inicial = concentragdo de AR no mosto de Oh de fermentacgdo.

AR final = concentracdo de AR no mosto do tempo de fermentagdo analisado.

Ef = teor alcodlico no mosto do tempo de fermentagio analisado.

Ei = teor alcodlico no mosto do tempo de fermentagdo inicial ou anterior ao

analisado.
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4.4.8. Concentragdo de acidez e pH

Mediante coleta de 10mL do vinho no final da fermenta¢do foram analisadas o pH e
acidez total. O pH foi medido potenciometricamente (Corning Scientific Instruments, mod
110) e a acidez total ( a soma da acidez produzida, do hidrolisado ¢ a do inoculo), pela
titulagdo com NaOH 0,1N padronizado (AOAC, 1984). Os resultados de acidez foram em g/l

de acido latico calculado pela seguinte equagao:

Acidez Latica g/L = mL  NaOH 0.IN x 9.008 x fator corre¢io NaOH

Volume da amostra (mL)

4.4.9. Viabilidade celular

A porcentagem de brotamento e de células vivas (viabilidade) em relagdo ao total de
células foi determinada através do microscopio optico em camara de Neubauer. Para tanto, as
células de leveduras foram coradas com solucdo eritrosina, sendo tomado como pardmetro,
amostras do final de cada ciclo fermentativo. Os resultados foram dados em porcentagem de

células vivas e de brotos vivos (descorados) em fungido do numero total de células contadas.

4.4.10. Analise estatistica

Os resultados dos experimentos executados nos testes de hidrdlise acida e fermentacéo
serdo analisados estatisticamente através do programa estatistico GRAPHPAD PRISM
(Rutgers University). Foram utilizados os testes de analise de varidncia — ANOVA (One Way

Analysis of Variance) e o teste de comparagdo multipla de Tukey-Kramer.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Pré-tratamento acido

5.1.1. Deslignifica¢io

A deslignificacdo foi feita através do pré-tratamento do bagaco de cana com 120°C e
solvente organosolv com diferentes condi¢des de tempo e concentragdo de acido sulfurico
(Tabela 7). Com 30 minutos de reagdo a 120°C e solvente organolv (1:1 v/v), a
deslignificagdo com 1,0 e 2,0% de H,SO4 foram respectivamente de 70,94 ¢ 72,67%. No
entanto, a deslignificagdo obtida por Pasquini et al. (2005) com 30 minutos de reac¢do a 170°C
e etanol (1:1 v/v) foi de 93%. Estes resultados indicam que a temperatura tem papel
importante na deslignificagdo. Os resultados obtidos com 30 minutos de reagdo, nas mesmas
concentracdes 4acidas comparados a tempos de reacdo diferentes foram estatisticamente

inferiores (TUKEY, p > 0,05) (Figura 10).

Tabela 7 — Porcentagem de deslignificacdo e rendimento do bagaco em diferentes condigdes

de tempo e concentracdo de H,SO4 a 120°C de temperatura e solvente organosolv (1:1) (v/v).

Tempo — H,SO4 Bagaco Deslignificacio Desvio

(%) hidrolisado (%) (%) Padrio
30-0,0 87,23 25,22 4,511
30-0,5 75,35 34,66 2,703
30-1,0 65,85 44,84 1,850
30-2,0 62,84 50,77 1,361
60 - 0,0 84,78 35,37 2,300
60 - 0,5 73,47 42,72 2,010
60 -1,0 58,97 61,11 2,209
60 - 2,0 58,20 66,14 2,005
120 - 0,0 83,94 36,84 2,372
120-0,5 72,18 40,86 2,010
120-1,0 57,13 62,47 1,209
120 - 2,0 55,01 67,47 2,005
30-1,0 65,85 44,84 1,850
60 - 1,0 58,97 61,11 2,209

120 - 1,0 57,13 62,47 1,209
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Com 60 minutos de reagdo a 120°C e solvente organosolv (1:1) (v/v), o melhor
resultado foi obtido com 2,0% de H,SO4, no entanto, ndo houve diferenca estatistica
(TUKEY, p > 0,05) nos resultados referentes a concentragdo de agucares e deslignificacdo,
quando comparado com o obtido com 1,0% de H,SO4, mas no que se refere a produgio de
furfural e HMF, a concentrag@o obtida com 2,0% de H,SOy4 foi significativamente (TUKEY, p
< 0,05) maior daquela encontrada em 1,0% de H,SO, (Figura 18). No pré-tratamento
realizado co 120 minutos de reagdo a 120°C e solvente organosolv (1:1) (v/v), quando os
resultados sdo comparados aos obtidos com 1,0% de H,SO4 ndo ha significancia estatistica
(TUKEY, p > 0,05) (Figura 10), confirmando os resultados da literatura e do presente estudo,
que reportam que concentragdes acidas entre 1,0% - 10,0% de H,SO4, a 120°C, 1 bar nio
contribuem com maiores rendimentos de lignina extraida e agucares fermentesciveis nas
condi¢gdes. O aumento da hidrolise 4cida sé ocorre em altas concentragdes ou solugdes acidas
diluidas sob alta pressdo (25 bar) e temperatura (190 a 220°C) (HILST, 1997). Nos resultados
obtidos por Pasquini et al. (2005), a deslignificacdo no tempo de 60 minutos, utilizando

solvente organosolv (etanol/agua) (1:1) (v/v) a 170° e 190 bar, foi de 93,5%
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Concentragao acida

Figura 10 — Avaliagdo percentual da deslignificacdo do bagaco pré-tratado em diferentes
condi¢des de tempo e concentragdo de H,SO4 a 120°C de temperatura e solvente organosolv
(1:1) (v/v).
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Na Figura 11, comparou-se o pré-tratamento frente a diferentes condi¢des de tempo a
120°C e 1,0% de H,SO.. A andlise estatistica mostrou que, entre 60 ¢ 120 minutos de reagao,
ndo ha diferenca significativa (TUKEY, p > 0,05) e, que em 30 minutos de reagdo, o
rendimento de lignina extraida € significativamente menor (TUKEY, p < 0,05).

Estes resultados sugerem que o tempo de reagdo de 60 minutos a 120°C de
temperatura e 1,0% de H,SO4 € mais adequado para a obtengdo de biomassa pré-tratada para a
hidrolise acida ou enzimatica, devido ao rendimento do bagago deslignificado (Tabela 7),
facilidade para neutralizar a solugdo acida resultante, diminuicdo da degradacdo dos

carboidratos do baga¢o e formagao de residuos inibidores da fermentagao.
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Figura 11 — Avaliagdo percentual da deslignificagdo do bagaco pré-tratado em diferentes

condi¢des de tempo com concentragdo de 1,0% de H,SO4 a 120°C de temperatura.
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5.1.2. Agucares redutores obtidos na pré-hidrolise

A partir do pré-tratamento do bagago da cana (Tabela 8), com dura¢do de 30 minutos,
obteve-se melhor rendimento de extragdo dos agucares na concentracdo de 2,0% de H,SO4 e
resultou em 5,65 g/l de AR. No tempo de 60 minutos, com 1,0 ¢ 2,0% de H,SO,, os
rendimentos atingiram valores préximos, 7,65 ¢ 7,86 g/l de AR, respectivamente. Com 120
minutos de pré-tratamento, o melhor valor obtido foi 9,28 g/l de AR (2,0% de H,SOj). Estes
resultados demonstraram que, quanto maior a concentragcdo (entre 0,0-2,0% de H,SO4) e
maior o tempo de reacdo (entre 0 ¢ 120 min), maior é o rendimento de AR obtidos na pré-
hidrélise. Entretanto, para a escolha dos parametros de tempo e concentragdo acida no pré-
tratamento do bagaco da cana, com base na literatura e nos resultados obtidos (Tabela 9),
utilizou-se uma condi¢@o intermedidria, (1,0% de H,SO4, 60 min, 121°C), devido ao fato de
que nesta etapa previa-se uma hidrdlise parcial da fibra, onde a mesma se torna mole,

quebradiga e facilmente homogeneizada no liquidificador para realizag¢do da etapa seguinte.

Tabela 8 — Teor de aglcares redutores obtidos na determinagdo do melhor tempo e concentracdo acida

para a pré-hidrolise a 121°C e 1 atm.

Tempo H,S0, AR (%) Desvio
(min) (%) 1x 2x 3x média Padrio
0,0 0,051 0,046 0,048 0,048 0,003
30 0,5 0,328 0,321 0,325 0,325 0,004
1,0 0,413 0,389 0,402 0,402 0,012
2,0 0,541 0,604 0,552 0,565 0,034
0,0 0,052 0,052 0,057 0,054 0,003
60 0,5 0,387 0,374 0,354 0,372 0,017
1,0 0,774 0,792 0,725 0,765 0,035
2,0 0,809 0,76 0,786 0,786 0,020
0,0 0,049 0,057 0,048 0,052 0,005
120 0,5 0,508 0,554 0,486 0,516 0,035
1,0 0,723 0,751 0,782 0,753 0,029

2,0 0,798 1,094 0,889 0,928 0,152
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Figura 12 — Teor de aglicares redutores obtidos na determinagdo do melhor tempo e concentragido

acida para a pré-hidrolise a 121°C e 1 atm.

Tabela 9 — Melhor tempo e concentrago acida para a pré-hidrolise do bagago de cana-de-agiicar com

1,0% de H,SO,4 a 121°C e 1 atm durante 60 min.

Repeticoes AR (%) Desvio Padrio Rendimento (%) Desvio Padrio
1 0,855 - 69,2 -
2 0,787 - 63,7 -
3 0,822 - 66,5 -
4 0,828 - 66,8 -
5 0,702 - 65,8 -
6 0,738 - 59,8 -
média 0,789 0,058 65,3 3,22

Com isso, a partir da pré-hidrélise, obteve-se a separacdo da lignina da fibra de
celulose, bem como a hidroélise da hemicelulose, o que possibilitou a realizacdo da hidrdlise
acida, onde a celulose sofreu processo de hidrolise e, em menor proporcdo, as pentoses, xilose

e arabinose, restantes foram degradadas.
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A escolha da condigdo mencionada deve-se ao fato, também de provocar menor
formagdo de compostos como furfural, hidroximetil-furfural e outros 4acidos organicos devido
a degradagdo dos agtcares obtidos. Nesta fase, obteve-se AR, e supde-se que ocorra
predominio de xilose da fragdo de hemicelulose. (Tabelas 8§ ¢ 9)

De acordo com Pessoa Jr, et al. (1997), o pré-tratamento ¢ eficiente na conversdo de
hemicelulose em xilose, enquanto a por¢do de celulose dificilmente ¢ hidrolisada. Purchase
(1986) tem estudado e relatam um progresso continuo no desenvolvimento da fermentagdo
para a obtencdo de alcool a partir da xilose derivada do bagaco da cana-de-actcar. Villar
(1984) demonstrou que de 7 a 10% de concentragdo de acido sulfirico e temperatura de 80° a
90°C, com duragdo de reacdo entre 5 a 55 min, o rendimento de agtcares fermentesciveis
obtidos foi maior com o aumento da temperatura e concentragio da solugdo acida. Contudo o
rendimento maximo obtido pelo autor diminuiu o tempo de reagdo, ao passo que os outros
fatores parametros aumentaram, ou seja, um processo hidrolitico mais longo poderia degradar
os agucares. Por este motivo, o tempo de reagdo de 60 minutos foi escolhido, para evitar a
producdo de compostos inibidores da fermentagio pela degradacdo dos agucares. No entanto,
¢ necessario o desenvolvimento de metodologia que produza maior extracdo da por¢do de
hemicelulose sem produzir compostos toxicos.

Planes (1974) e Villar (1984) demonstraram em seus estudos que a maior recuperacio
de AR foi obtida com a pré-hidrolise com H,SO4 a 1,0 % (v/v) em temperatura de 140°C por
30 minutos e pré-hidrdlise com 4cido sulfrico a 2,0 e 140°C com 30 minutos. Os autores
relataram aumento pouco expressivo na aquisicdo de agucares com o aumento da
concentracdo de acido entre 2,0 ¢ 7,0%, confirmando os resultados obtidos no pré-tratamento
¢ hidrolise acida (Tabela 7). No presente trabalho, os resultados apontam que concentragdes
acidas entre 1,0 e 10,0% com tempo de reacdo entre 60 e 150 minutos aumentam o
rendimento de agtcares fermentaveis obtidos, atingindo melhores resultados com 150 minutos
e 10% de H,SO4 (9,75g/L). As solugdes diluidas de acido ndo hidrolisam as fibras celulosicas
devido ao fato de exigirem pressdes e temperaturas elevadas, o que torna este tipo de hidrolise
pouco competitiva na induastria (KIM, 2002; ROSSEL, et al., 2005). O presente trabalho
propde que a utilizacdo do sulfato férrico e a adicdo de acetona no solvente devem contribuir
para melhorar o pré-tratamento com temperaturas abaixo de 140°C, o que evitaria, a
degradacio dos AR e desta forma, aumentar o tempo de reagdo e melhorar os rendimentos da

pré-hidrolise e hidrolise.
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Figura 13 — Avaliacdo do desempenho concentragdo acida para obtencdo de maior
concentracdo de agucares redutores proveniente da pré-hidroélise a 120°C e com 60 minutos de

reacdo.

5.1.2.1. Concentragdo de glicose obtida na pré-hidrélise

A concentragdo da glicose presente no pré-hidrolisado € baixa comparada a
concentracdo de xilose. Isto se deve ao fato de que as condig¢des utilizadas para hidrolisar a
fragdo de hemicelulose (Tabela 10) ndo sdo fortes o suficiente para quebrar as liga¢des da
celulose, o que implica num baixo rendimento da hexose que forma sua estrutura, a glicose.
Na Figura 14, observa-se que, apesar da concentragdo de glicose ser baixa em relagdo a
xilose, a hidrolise da celulose ¢ significativamente mais acentuada em concentracdes de
H,S0,4 acima de 1,0% (TUKEY, p < 0,05) e, independente de concentragdo acida ou tempo de
reagdo, a quantidade de glicose gerada a partir da hidrélise da celulose ndo ¢ significativa

(TUKEY, p > 0,05) (Figura 15).
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Tabela 10 - Avaliagdo do desempenho de extracdo de glicose proveniente da pré-hidrolise

4cida com 60 minutos de reacdo com diferentes condi¢des de concentragdo de H,SO4 a 120°C.

Conc. % Repeticdes (g/L) média (g/L) Desvio
H,S0y4 1 2 3 Padriao
0,0 0,03 0,028 0,035 0,031 0,004
0,5 0,205 0,196 0,223 0,208 0,014
1,0 0,446 0,412 0,438 0,432 0,018
2,0 0,424 0,473 0,381 0,426 0,046
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Figura 14 — Avaliacdo do desempenho de extragdo de glicose proveniente da pré-hidrolise

acida com 60 minutos de reacdo com diferentes condi¢des de concentragdo de H,SO4 a 120°C.



68

Tabela 11 - Avaliacdo do desempenho para extragdo de glicose proveniente da pré-hidrolise

acida com 1,0% de H,SO4 a 120°C.

Tempo (min) Repeticdes (g/L) Desvio Padriao Média (g/L)
1 2 3
30 0,254 0,189 0,217 0,032 0,203
60 0,449 0,391 0,406 0,030 0,3985
120 0,445 0,428 0,399 0,023 0,4135
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Figura 15 — Avaliacdo do desempenho da extragdo de glicose proveniente da pré-hidrolise

acida em diferentes tempos de reagdo com concentragdo 1,0% de H,SO4 a 120°C.
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5.1.2.2. Concentragdo de xilose obtida na pré-hidrolise

A partir do pré-tratamento do bagago da cana (Tabela 12), nos tempos de 30, 60 ¢ 120
minutos com concentra¢do acida de 1,0%, obteve-se melhor rendimento de extra¢do da xilose
com os tempos de reagdo de 60 ¢ 120 minutos que resultaram, respectivamente em 7,13 g/L e
7,07 g/L de xilose. No tempo de 30 minutos, com 1,0% de H,SO,, o rendimento atingiu um
valor baixo, de 3,53 g/L de xilose. Assim como foi observado nos resultados de agtlicares
redutores, a concentragdo de xilose com 60 minutos de tempo de reacdo foi um pouco maior
em relagdo ao valor obtido com 120 minutos de pré-tratamento. Estes resultados demonstram
que, quanto maior o tempo de reagdo, a partir de 60 minutos de reacgéo, o rendimento de xilose
obtido na pré-hidrdlise diminui, devido a exposi¢do prolongada a altas temperaturas e acidez,

que causam a formacdo de acidos organicos e furfurais.

Tabela 12 — Avaliagdo do desempenho da condi¢do para obten¢do de maior extragdo de

xilose proveniente da pré-hidrolise 4cida com 1,0% de H,SO4 a 120°C.

Tempo (min) Repeticoes (g/L) Média (g/L) DP
1 2 3
30 3,386 3,677 3,539 3,534 0,146
60 6,926 7,387 7,074 7,129 0,235

120 7,347 6,821 7,045 7,071 0,264
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Figura 16 — Avaliacdo do desempenho da melhor condigdo para obtencdo de xilose

proveniente da pré-hidrdlise acida a 1,0% de H,SO4 a 120°C.

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que a escolha dos pardmetros de tempo e
concentracdo acida no pré-tratamento do bagaco da cana, com base na literatura e nos
resultados obtidos (1,0% H,SO4, 60 min, 121°C) foi a mais eficiente, devido ao fato de que
nesta etapa houve maior conversdo da por¢do de hemicelulose em agucares pentose,
predominantemente a xilose.

Depois de determinado o melhor tempo, foram realizados experimentos para se avaliar
qual é a melhor concentragio acida para 60 minutos para tempo de reagdo da pré-hidrolise
(Tabela 12). AR foram determinados indicando que, para 1,0 e 2,0% de H,SOy4, os resultados
sdo semelhantes, 7.65 e 7.53 g/L. No entanto, observa-se na Tabela 13 que a quantidade de
xilose obtida com 1,0% foi superior em todos os experimentos realizados em relagdo ao
observado em 2,0%. Este resultado indica que, nio somente um tempo prolongado de
exposi¢do a temperatura, mas também a concentragdo acida, tem um papel determinante na

degradacdo da xilose em inibidores de microrganismos na fermentagio alcodlica.
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Tabela 13 — Avaliagdo do desempenho da concentragdo acida para obtengdo de xilose

proveniente da pré-hidrdlise acida a 1,0% de H,SO4 a 120°C com 60 min.

Conc. Repeticdes (g/L) média (g/L) Desvio
H,S04 1 2 3 Padrao
0,0% 0,505 0,454 0,478 0,479 0,025
0,5% 3,163 3,296 3,282 3,247 0,073
1,0% 6,906 7,162 7,187 7,085 0,155
2,0% 6,681 6,753 6,744 6,726 0,111

Com 60 minutos de reag@o 0,5% de H,SO4, ndo ocorreu pré-hidrélise com rendimento
significativo em relagdo aos obtidos nos experimentos as condi¢des de concentragdo de 1,0 e
2,0% de H,SO4. Na condigdo sem adigéio de 4cido sulfurico, a quantidade de pentoses obtida ¢
baixa, no entanto, este resultado indica que temperaturas elevadas podem hidrolisar a por¢éo

de hemicelulose do bagago da cana-de-agtcar.
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Figura 17 — Avaliagdo do desempenho da concentracdo de H,SO4 para obteng¢do de maior

concentracdo de xilose proveniente da pré-hidrolise acida a 120°C com 60 min.
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5.1.3. Concentracéo de furfural e hidroximetilfurfural (HMF)

Os resultados das analises de amostras das pré-hidrélises com 60 minutos de reagdo a
120°C de temperatura em diferentes concentragdes acidas (Figura 18) demonstram que a
concentracdo de H,SO4 tem papel muito importante na formagdo do HMF e furfural. No
hidrolisado obtido a partir do pré-tratamento sem adi¢do de acido sulfurico, as concentragdes
de HMF e furfural sdo extremamente baixas, provavelmente resultantes da degradacdo do
baixo teor de AR obtidos nos controles (0,0% de H,SO4). As concentragdes acidas acima de
1,0% de H,SO, sdo eficazes na formagio destes produtos formados durante a degradacdo das
hexoses e pentoses liberadas pelo pré-tratamento, como ¢ mostrado na figura 18. Tanto a
concentragdo de HMF e furfural sdo significativamente maiores (TUKEY, p < 0,05) no
hidrolisado do pré-tratamento com 2,0% de H,SOs quando comparados aos resultados do

hidrolisado do pré-tratamento com 1,0% de H,SO,.
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Figura 18 — Efeito da pré-hidrolise do bagago da cana a 120°C em diferentes concentragdes

de H,SO4 na produgéo de furfural e hidroximetilfurfural (HMF).
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A determinag@o do melhor tempo de pré-hidrdlise foi feita com base nos resultados
apresentados na Figura 19. Mantendo a concentracdo de 1,0% de H,SO4 a 120°C de
temperatura em diferentes tempos de reagdo, pode ser visto que com 30 minutos de reagéo,
ndo ocorre degradagdo significativa de acucares para a formagdo de furfurais. A partir de 60
minutos de reagdo, a concentra¢do destes produtos aumenta significativamente. Embora as
concentracdes furfural ndo sejam muito diferentes em 60 e 120 minutos de pré-tratamento
(0,411 e 0,446 respectivamente), estaticamente esta diferenca foi significativa (TUKEY, p <
0,05), no que diz respeito ao HMF, ndo houve diferenca significativa entre os dois
experimentos (TUKEY, p > 0,05).

Devido aos resultados obtidos, o pré-tratamento com 60 minutos de reagéo a 120°C de
temperatura, 1,0% de H,SO4 e solvente organosolv (1:1) (v/v) foi confirmado como melhor
conjunto de parametros para obtencdo do xarope de xilose para ser utilizado como substrato
da fermentacdo, j4 que o HMF e o furfural sdo grandes inibidores da fermentagdo e do

desenvolvimento dos microrganismos utilizados para o experimento.
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Figura 19 — Efeito do tempo de pré-hidrolise acida do bagago da cana a 120°C com 1,0% de

H,S0, e solvente organosolv.
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5.2. Hidrolise acida

5.2.1. Agucares redutores (AR)

Os resultados obtidos na pré-hidrélise demonstram que, levando em consideragdo a
concentracdo acida que devera ser neutralizada para fermentagio, tempo de reacdo do pré-
tratamento e concentragdo de agucares obtidos na pré-hidrolise, a melhor condigdo de pré-
tratamento para a realizagdo da hidrélise acida do bagaco da cana é a mostrada na Tabela 9.
Com 1,0% de H,SO4 e 60 minutos de reagdo, o bagaco foi pré-hidrolisado e foi preparado
para a hidrdlise acida.

O teor de AR das amostras de 90 minutos de hidrolise teve aumentou gradualmente,
conforme a concentracdo acida foi aumentada. Embora tenha sido encontrado um aumento de
agucares redutores com o aumento da concentragdo acida com tempo de reacdo de 90 minutos
a 121°C, este ndo foi expressivo e ndo resultou num rendimento de extragdo de agucares
muito superior, demonstrando que a faixa de concentragdo acida utilizada neste experimento
tem pouca influéncia na reagdo de hidrolise (Tabela 14).

Na hidrélise com dura¢do de 120 minutos, as concentra¢des de actcares obtidas nio
aumentaram quando comparadas com os resultados observados na hidrélise de 90 minutos,
indicando que um aumento de 30 minutos no tempo de hidrolise ndo melhora o rendimento
dos agucares obtidos da hidrdlise do bagago previamente tratado (Tabela 14).

Na hidrélise de 150 minutos, nas concentragdes acidas de 0,0% e 1,0 % de H,SO4, ndo
foi obtida nenhuma concentra¢do de agucares redutores diferentes dos resultados obtidos
anteriormente, no entanto, foi observado no hidrolisado de 5,0% de H,SO,4, uma concentrac¢do
de 3,07 g/l de agucares e, na hidrolise de maior concentragdo acida (10,0% de H,SO,), foi
obtido um teor alto em relac@o aos outros hidrolisados, de 9,75 g/I de agucares, como pode ser
observado na Tabela 14.

As investigacdes de Foaud et al. (2005) sobre a hidrdlise acida com solugdes
concentradas apresentam resultados com rendimento de agticares perto do maximo teorico,
mas as dificuldades de neutraliza¢do do hidrolisado para fermentagio, dificil manipulacio na
industria devido a corrosdo dos equipamentos e estrutura e risco de formag¢do de compostos
toxicos geram altos custos que tornam esta hidrolise proibitiva.

Os resultados obtidos na hidrolise indicam a necessidade do aumento do tempo de
reacdo sob as mesmas condigdes de acidez ja trabalhadas, uma vez que o aumento da

concentragdo acida impede a utilizagdo desta tecnologia no meio industrial pelos problemas ja
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citados. Para determinar se a degradacdo de agucares € significativa, serdo realizadas analises
nas amostras ji coletadas e nos experimentos que ainda serfio realizados. E necessario
quantificar os teores de lignina e de compostos resultantes de sua degradagdo para determinar
a eficiéncia do pré-tratamento e seguir, por ultimo, com a fermentagdo do hidrolisado e
analises de seu rendimento na presenga de furfural e técnicas de extracdo deste composto para

otimizacdo da fermentag@o do hidrolisado do bagaco.

Tabela 14 — Hidrolise acida do bagago pré-tratado: Acucares redutores (AR) obtidos em diferentes

tempos de reagdo e concentragdo de acido sulfurico a 121°C a latm.

Tempo Conc acida AR (%) Massa Obtida

(min) HzS04 (%) (g/L)
0,0 0,215 2,15

1,0 0,235 2,35

90 5,0 0,261 2,61
10,0 0,341 3,41

0,0 0,205 2,05

1,0 0,245 2,45

120 5,0 0,259 2,59
10,0 0,352 3,52

0,0 0,195 1,95

1,0 0,217 2,17

150 5,0 0,307 3,07

10,0 0,975 9,75
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5.3. Ensaios fermentativos

5.3.1. Determinagdo da concentra¢do de etanol

Os resultados obtidos demonstram que o teor alcoodlico do mosto nas primeiras 24
horas de fermentago atinge seu valor maximo e, apds as 24 horas, a concentragdo de etanol
comega a diminuir (Figura 20). Na Tabela 15, pode ser observada a variagdo do aumento da
concentracdo etandlica nas primeiras 12 horas de fermentagio, cuja concentracdo de etanol é
de 0,15% e, em 24 horas de fermentagdo, a concentragdo de etanol atinge 0,205%. A partir
das 48 horas de fermentacdo, a concentragdo de etanol diminui, devido ao consumo
concorrente a produgdo de etanol por P. tamnophilus. Na Figura 20, ¢ importante ser
observado que em todas as fermentacdes realizadas a produgdo de etanol e seu consumo sdo
semelhantes e ndo existiu diferenca significativa (TUKEY, p >0,05) quanto a produgdo de
etanol entre as trés tratamentos testados. De acordo com os resultados obtidos e a literatura,
este consumo se deve ao fato de que a concentragdo de AR diminui rapidamente nas primeiras
24 horas e passa a diminuir gradualmente até as 120 horas finais do experimento, logo o
fermento passa a utilizar o etanol como fonte de carbono. Na Figura 21 pode ser evidenciado
que a diminui¢fo da concentrag¢@o de etanol e o consumo de ac¢ticares sdo mais acentuados nas
24 horas iniciais da fermenta¢do ¢ em seguida passa a ter uma diminui¢do gradual. Isto se
deve ao fato de que, tanto o etanol quanto os agtcares, estdo sendo utilizados pelo fermento

para a produgdo de energia.

Tabela 15 — Concentracdo de etanol das amostras da fermentacdo alcodlica de 120 horas do

pré-hidrolisado com Pachysolen tannophilus.

Tempo das Repeticdes (%)
amostras 1 2 3 Médias (%)  Desvio Padrio
0h 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0000
12h 0,148 0,141 0,157 0,149 0,0065
24 h 0,190 0,210 0,216 0,205 0,0112
48 h 0,121 0,145 0,130 0,132 0,0099
72 h 0,032 0,036 0,040 0,036 0,0033
96 h 0,005 0,005 0,005 0,005 0,0000

120 h 0,005 0,005 0,005 0,005 0,0000
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Figura 20 — Avaliacdo do teor alcodlico das amostras da fermentagio alcoodlica em 120 horas

de fermentagdo do pré-hidrolisado com Pachysollen tannophilus.
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Figura 21 — Avaliag¢do do consumo dos agticares vs fermentacio alcoodlica em 120 horas de

fermentacdo do pré-hidrolisado com Pachysollen tannophilus.
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Os resultados obtidos (Tabela 16) indicam que o rendimento de etanol ¢ muito inferior

em relagdo a fermentacdo tradicional em todos os tempos de fermentagdo, principalmente a

partir do momento em que o fermento passa a consumir o etanol produzido (Figura 22).

Apesar do teor de xilose ser suficiente, o consumo de etanol observado dificulta o

aproveitamento deste na fermentagfo alcodlica por P. tannophilus nas condi¢des estudadas

Tabela 16 — Rendimento de teor alcodlico/g de xilose consumido das amostras da

fermentagdo alcodlica de 120 horas do pré-hidrolisado com Pachysolen tannophilus.

Repeticdes (etanol/g xilose)

Tempo 1 2 3 Média Desvio Padrao
Oh-12h 0,285 0,220 0,235 0,247 0,034
12h-24h 0,12 0,125 0,097 0,114 0,015
Oh-24h 0,22 0,177 0,169 0,188 0,028
Oh-48h 0,095 0,112 0,089 0,098 0,012
Oh-72h 0,025 0,026 0,027 0,026 0,001
Oh-96h 0,0035 0,003 0,003 0,003 0,000
Oh-120h  0,0032 0,003 0,003 0,003 0,000
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Figura 22 — Avaliacdo do rendimento etandlico nos diferentes tempos de fermentagdo do mosto de

xilose obtido da hidrdlise da hemicelulose do bagago de cana por Pachysolen tannophilus
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5.3.3. Concentracgdo de agucares redutores (AR)

Foram retiradas as amostras do mosto para analise de agticares redutores de todos os
tempos de retirada da fermentagdo do pré-hidrolisado. Pode ser observado na Tabela 17 que a
maior parte do agucar disponivel ¢ consumido nas primeiras 24 horas da fermentagio e, apds
este periodo, a concentracdo de aglicares redutores diminui lentamente até as 120 horas finais.
A concentracdo inicial de 1,95 g/L de Agucares redutores diminui para 1,43 g/L na amostra de
12 horas e 0,83 g/L na amostra de 24 horas (Figura 23), este consumo representa cerca de
60% do total. Na analise das amostras de 48, 72, 96 ¢ 120 horas, é observado um consumo
médio de 8,0% do volume inicial a cada 24 horas. As concentragdes de xilose e glicose nas
amostras do fermentado foram consumidas na mesma propor¢do (Figura 23). De acordo com
a literatura ¢ com os resultados do teor de agucares (Tabela 17) e concentragdo de etanol
(Tabela 15) obtidos nas amostras do fermentado, os agucares sdo rapidamente consumidos nas
primeiras 24 horas, pois sdo as Unicas fontes de carbono disponiveis para as leveduras e,
conforme o etanol ¢ produzido e o teor dos agticares ndo é reposto, as leveduras da espécie P.
tannophilus consomem preferencialmente a xilose (Tabela 18) para seu metabolismo
energético e producdo de etanol, mas podem utilizar o etanol produzido como fonte de
carbono alternativa para compensar a baixa concentracdo dos agucares do meio. Estes
resultados indicam que esta levedura apresenta grande desvantagem em relacdo a
Saccharomyces cerevisiae, que ndo consome o produto de fermentagdo, que € a finalidade do
procedimento. De acordo com a literatura, P. tannophilus produz xilitol a partir dos agucares e

do etanol como produto final de seu processo fermentativo.
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Tabela 17 — Agucares redutores consumidos nos diferentes tempo da fermentagio alcodlica

via Pachysolen tannophilus.

Tempo Repeticoes (%)

(horas) 1 2 3 Médias (%) Desvio Padrio
Oh 1,97 1,92 1,97 1,95 0,029
12h 1,70 1,28 1,30 1,43 0,237
24 h 1,10 0,73 0,69 0,84 0,226
48 h 0,69 0,62 0,52 0,61 0,085
72 h 0,67 0,54 0,49 0,57 0,093
96 h 0,52 0,32 0,26 0,37 0,136

120 h 0,39 0,25 0,25 0,30 0,808
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Figura 23 — Avaliagio da média do consumo dos agucares redutores e xilose durante

fermentagdo alcodlica de 120 horas de fermentacdo do pré-hidrolisado com Pachysolen

tannophilus.



81

Tabela 18 — Consumo da concentragdo de xilose das amostras da fermentacdo alcoodlica de

120 horas do pré-hidrolisado com Pachysolen tannophilus.

Amostras Repeticdes (%)
Ix 2x 3x médias Desvio Padrio

Oh 1,813 1,821 1,862 1,832 0,026

12 h 1,548 1,154 1,217 1,306 0,236

24 h 0,976 0,682 0,626 0,761 0,188

48 h 0,612 0,564 0,472 0,549 0,071

72 h 0,602 0,494 0,428 0,508 0,087

96 h 0,463 0,280 0,210 0,318 0,130
120 h 0,353 0,202 0,204 0,252 0,086

5.3.4. Concentragdo de acidez e pH

A Figura 24 mostra que a maior producdo de acidos orginicos totais ocorreu
principalmente nas primeiras 48 horas de fermentacéo, no periodo de tempo que a levedura
consumiu quase toda a concentragdo de acucares e do proprio etanol produzido, sendo esta
diferenca significativa (TUKEY, p < 0,05). Apés 72 horas de fermentacdo, a produgdo dos
acidos organicos ndo foi significativa, tendo em vista que a fonte de carbono estd no seu

limite mais baixo.
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Figura 24 — Avaliagdo da variacdo de pH dos diferentes tempos de fermentagdo por

Pachysolen tannophilus.
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5.3.5. Viabilidade celular

Ao submeter os dados obtidos da viabilidade nos diferentes tempos de fermentagio a
analise de Variancia, indicou que ndo houve diferenga entre os diferentes tempos nas
primeiras 72 horas de fermentagdo (Anova, p > 0,05) (figura 25). No entanto, a partir das 96
horas, houve uma queda significativa da viabilidade celular que se repetiu no tempo de 120
horas. Os resultados obtidos demonstram que isto se deve a baixa concentragcdo de aglicares
que se observada a partir do tempo de 24 horas. Neste momento, as células passam a
consumir, juntamente com os agucares que ainda restam, o etanol produzido na fermentagéo e
passam a formar principalmente o xilitol. Quando a concentracdo de AR e etanol atinge niveis
muito baixos, as células passam a morrer. Este dado mostra a versatilidade fisiologica desta
levedura no que diz respeito ao substrato utiliza como fonte de carbono alternativa para

produzir energia.
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Figura 25 — Avalia¢do da viabilidade celular de Pachysolen tannophilus nos diferentes

tempos de fermentagdo do mosto de xilose obtido da pré-hidrolise do bagaco da cana.



&3

O brotamento total, em todos os tempos de fermentagdo, aumentou significativamente
(TUKEY, p < 0,05). No entanto, nas primeiras 24 horas este crescimento foi um pouco mais
timido em relagdo aos outros tempos de fermentagdo. Estes resultados sugerem que, apesar do
fermento se encontrar em condi¢gdes que estimulam a fermentagfo para produgio de etanol e
em menor propor¢do xilitol, as células estavam em crescimento (Figura 26). A figura 27
mostra ainda, que existiu uma tendéncia de equilibrio nas primeiras 72 horas de fermentago e
ndo houve diferenca estatistica nestes tempos (TUKEY, p > 0,05), no entanto, apesar do
brotamento aumentar a partir das 96 horas de fermentacdo, a viabilidade dos brotos vivos
diminuiu significativamente (TUKEY, p < 0,05), devido a falta de uma fonte de carbono

(etanol ou xilose) para a produgio de energia.

0,9+
0’8- I —
PR
B —
PR
% T
°
s 0.6 1
= o
*5 p——
= B
o —— I
N
S 044
E b
<
1
=
=]
0,24
T T T T T T
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Tempo de fermentagao

Figura 26 — Avaliacdo do brotamento total das células de Pachysolen tannophilus nos

diferentes tempos de fermentacdo do mosto de xilose obtido da pré-hidrolise do bagaco da

cana.
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Figura 27 — Avaliacdo do nimero de brotos mortos em relagdo aos brotos vivos de
Pachysolen tannophilus nos diferentes tempos de fermentacdo do mosto de xilose obtido da

pré-hidrélise do bagaco da cana.
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5.3.6. Concentracdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural

As concentragdes de furfural e HMF encontradas no mosto de xilose ndo eram toxicos
as células devido a neutralizagfo, clarificagdo e filtracdo do pré-hidrolisado com CaO e p6 de
carvido ativado. A diminui¢do dos inibidores na amostra do mosto de 120 horas de
fermentacdo em relacdo ao mosto de O horas de fermentagdo se deve a absorcdo destes
compostos pelas células do fermento. De acordo com a literatura a concentragdo dos

inibidores ndo ¢ toxica, sendo assim, a fermentagdo continuou normalmente.
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Figura 28 - Avaliacdo da concentragdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) no mosto
de xilose nos tempos 0 hora e 120 horas de fermentacdo alcodlica por Pachysolen

tannophilus.
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6. CONCLUSOES

1. A pré-hidrdlise acida do bagago da cana a 5 e 1,0% de H,SOy, solvente organosolv,
121° a 1 atm e 60 minutos de tempo de reagdo € suficiente para tornar o bagago parcialmente
hidrolisado . Nestas condi¢des foi obtida uma acentuada deslignificagdo (61,11%) e extracdo
de actucares redutores, predominantemente xilose, com relativamente baixa produgdo de
inibidores da fermentagdo (furfural e HMF). A propor¢do do solvente organosolv utilizado
para o pré-tratamento (1 acetona+1 etanol: 2 agua) ¢ eficaz na deslignificacdo, chegando a
extrair 67,47% da lignina a 120°C de temperatura ¢ 2,0% de H,SO,, resultando em 55% de

biomassa pré-hidrolisada e 70% de extrac¢do de xilose da por¢do de hemicelulose.

2. A hidrdlise acida da celulose do bagago pré-hidrolisado ¢ mais dificil que a da pré-
hidrolise, necessitando cerca de 10 vezes mais volume acido por tempo 2,5 vezes superior
para a extragdo expressiva de acgticares hexoses. Isto sugere que a pré-hidrélise acida pode ser
utilizada para uma posterior hidrélise enzimatica, no entanto deve-se evitar a hidrolise acida
do bagago pré-hidrolisado, tendo em vista a elevada concentragdo de acido necessaria € o por
tempo prolongado, o que leva a producio de grande quantidade de furfural e outros inibidores

da fermentagao alcodlica.

3. O tratamento de clarificag@o e neutralizac¢do da frag@o soluvel de agucares obtida da
pré-hidrélise com CaO e carvéo ativado ¢ eficiente na retirada de HMF e furfural e reduz
significativamente a concentragdo destes compostos no concentrado quando comparados com

a concentragdo destes no pré-hidrolisado.

4. Produziu-se um caldo rico predominantemente em xilose (80g/L) utilizando o pré-

tratamento acido a partir de 500g de bagago seco.

5. A fermentacdo do mosto de xilose por P. tannophilus nas condi¢des utilizadas nio é
eficaz, pois apresenta produtividade e rendimento alcodlico inferiores @ fermentagéo
tradicional da sacarose por S. cerevisiae. No entanto, novos estudos devem ser realizados a
fim de se encontrar opgdes mais viaveis de aproveitamento do caldo enriquecido em xilose
obtido neste trabalho, ressaltando-se produtos de maior valor agregado que o etanol, contendo

xilose em sua composicao.
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