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Fermentagao de hidrolisado fosforico de bagago

de cana (HBPO 0,125% v/v; 10 atm; 2 vezes con-

Y
centrado), tratado com carvao ativo e suplemen-
tado com 0,5m1% da solucao de Vogel e 0,1g% de

extrato de levedura, pela levedura Candida she-
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centrado), tratado com carvao ativo e suplemen-
tado com 0,5ml% da solugao de Vogel e 0,1g% de

extrato de levedura, pela levedura Pichia stipi
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RESUMO

Dentro da crescente estratégia de processamento quimi
co e biotecnoldgico para a fitobiomassa, é postulada uma tecno-
logia ingvadora para a conversido de residuos lignohemiceluldsi-
cos da atividade agricola e florestal: o pré-tratamento com
ACIDO FOSFORICO DILUIDO, mediante pressdo e aquecimento.

A aplicabilidade desta nova metodologia a modelos lig
nopolissacaridicos diferenciados, como os de vegetais angiospér
micos (gramineas = bagago de cana e sorgo; leguminosas = braca-
tinga) e gimnospérmicos (coniferas = Pinus), foi comprovada em

fung¢do de:

A) Seletividade da ag¢do hidrolitica catalisada pelo acido fosfd
rico, cujo alvo exclusivo é a fragdo hemiceluldsica. Na hidrdli
se total, a composigdo de agucares livres obtidos reflete aque-
la nativa de cada modelo de fitobiomassa:

1. 2—xilose2>£—arabinosez fcido aldobiurdonico para o caso das
Angiospermas, ficando os substituintes acidos concentrados em
blocos dissacaridicos, em funcgdo da ordem de resisténcia a hi -
drélise 4dcida: Acido urdnico» D-xilose ¥ L-arabinose.

2. D-manose? 2—xilose> 2-galactose> D-glucose 7£farabinose no

caso das Gimnospermas, advindo a D-glucose de heteromananas.

B) Paralelamente, hd recuperacgido da lignocelulose, mas sob for-

ma alterada em relac¢do aquela nativa, facilitando uma etapa a -
cesséria de celuldlise enzimdtica produtiva, com vistas a obten

¢do de D-glucose.

C) Comparativamente as hidrdlises ou pré-tratamentos cléssicos
(cloridrico ou sulfurico), menor efeito destrutivo das pentoses

é observado com o pré-tratamento fosfdérico, como medido pela co-

producdo de furfural.

D) Diferentemente dos agentes hidroliticos acima mencionados,

que requerem eliminagdo prévia na etapa posterior de fermenta-

XX



¢do do hidrolisado, o dcido fosférico, mediante simples neutra
lizagdo com amdnia, pode integrar diretamente o mosto a ser fer
mentado, satisfeita que fica, a exigéncia de componentes mini-
mos para a fermentag¢do: fonte de carbono (pentoses e hexoses),
fonte de fdésforo e nitrogénio (fosfato de amdnio, resultante da

neutralizacgdo).

E) A suplementagdo dos hidrolisados fosfdéricos neutralizados me
diante quantidades limitadas de sais de Vogel, sustenta o cres
cimento de cepas de leveduras contemporaneamente recomendadas

para a bioconversdo de pentoses, tais como: Pachysolen tanno -

philus, Candida shehatae e Pichia stipitis, obtendo-se satisfa

téria conversido dos aglUcares livres a biomassa ou proteina mi-
crobiana.

Tais hidrolisados, apds tratamentos clarificadores ,
para a peguena porcentagem de co-produtos gerados na hidrdlise
(furfural, fragmentos fendlicos), podem ser fermentados pelas
leveduras até etanol, atingindo a conversdo de até 0,30g/g de
pentose consumida, quando hidrolisado de cana, tratado com o a
gente clarificador que se mostrou mais eficiente, o carvao ati

vo, foi fermentado pela levedura Candida shehatae 1.

O reforgo da fonte nitrogenada com extrato de levedu
ra (0,1g%) melhora a habilidade fermentativa das tres levedu -

ras, embora se tenha logrado crescimento de Pachysolen tanno -

philus e producao de etanol, mesmo ao uso de hidrolisado fosfé

rico de Pinus, simplesmente neutralizado.

Como a bioconversdo de pentoses a por extensao da fra
cao hemiceluldsica de fitobiomassa agro-florestal, € um desafio
tecnoldogico proprio da década de 80 e em vista de obstaculos ,
tais como a catabolizacao do etanol formado, qualidade da bio-
massa microbiana, co-geracao de principios inibitdrios, ainda
persistirem como desafios abertos até para a comunidade cienti
fica internacionalmente mais especializada, cujo maior desen -
volvimento experimental se faz ao uso de Efxilose p.a., O apro
fundamento das bases ora estabelecidas para o pré-tratamento

fosfdérico, surge como alternativa valida.
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INTRODUGAQ

1. O PROBLEMA ENERGETICO MUNDIAL

Logo apos a II2 Guerra Mundial, suprimentos abundan-
tes de alimentos e energia, constituiam parte importante e sem
precedentes do crescimento econdmico.

Contudo, entre 1973-1974 o embargo do petroleo vpela
OPEP, conturbou essa situacao favoravel, atingindo um ponto
critico, do qual ndo ha retorno visivel (120).

Nos ultimos dez anos, o petrdleo respondeu por mais
de 45% da energia primdria consumida no Brasil, dos quais 85%
corresponderam a importag¢des do produto. Assim, quando os pre-
¢os internacionais do dleo cru quadruplicaram entre 1973-1974 ,
o impacto sobre a economia nacional ja foi bastante profundo.

Porém, foi com o novo salto dos pregos entre 1979 -
1980, que ficou evidente que a era do produto, como fonte ener-
gética barata e abundante, estava definitivamente encerrada
(112).

Em vista dessa conjuntura, o Brasil langou-se a tare-
fa de conservar energia e reduzir o consumo e a importacgédo de
petrdleo, substituindo-o por formas e fontes alternativas de e-
nergia.

Para isso, uma das grandes vantagens do Brasil & a
possibilidade que tem, como pais tropical e extenso, com seus
8.511.965 Km?, além de suas excelentes condigdes edafo-climati-
cas, de produzir combustiveis renovaveis derivados de biomassas
vegetais (85 ).

Para se ter uma idéia do potencial da fotossintese ao
nivel do Planeta, calcula-se que as plantas fixam aproxima-

damente 40 bilhoes de toneladas de carbono por ano, quantidade



equivalente a cerca de dez vezes o carbono contido no carvao e
no petrdleo consumidos anualmente no mundo ( 18 ).

0 aproveitamento desta biomassa como fonte de ener -
gia, estd entretanto limitado, pela inexisténcia de uma doutri
na técnico-cientifica para o seu emprego em larga escala ( 18 ).

Isto decorre do simples fato de que, de um modo ge-
ral, os paises industrializados se situam em zonas de clima
temperado e, em sua maioria, ndo possuem grandes extensdes ter
ritoriais adequadas as plantag¢des de espécies vegetais apropri
adas a producdo de energia. Portanto, € compreensivel que es-
ses paises ndo tenham nenhum interesse em desenvolver, sistema
ticamente, os fundamentos cientifico-tecnoldgicos para a cria-
¢do de uma "engenharia de biomassas como fonte de energia"
pois com isto estariam dando a autonomia técnica e energética
a paises que hoje se constituem em mercados assegurados para
suas exportacdes de bens e equipamentos, desenvolvidos com ba-
se em tecnologias ligadas ao petrdleo (18 ).

A demanda corrente por combustiveis liquidos levou
as autoridades brasileiras a criarem o "PROGRAMA BRASILEIRO DE
PRODUCAO DE ALCOOL" (Prodlcool) através do decreto n2 76593 de
14/11/1975, planejando a gradual substituig¢do de derivados de
petrdleo por &lcool produzido da biomassa (137).

0 Programa espera alcancgar uma produg¢do anual de 70
bilhdes de litros de dlcool até o ano 2000 ( 4 ).

Ainda que existam miltiplas aplicag¢des para o alcool
como combustivel, o Prodalcool no inicio, deu como prioritaria
a gradual substituig¢ido da gasolina pelo &alcool, prevendo -se
que a mistura podera chegar a 50% até o ano de 1990 ( 4 ).

E bom lembrar que o Brasil fez a tentativa politica
com a decisao de prosseguir com um plano maior, quando OS pre-
¢os do alcool eram, pelo menos, duas vezes mais elevados do
que os pregos mundiais da gasolina. Como os pregos mundiais do
petrdleo aumentaram rapidamente, os indices de expansao para
a producao de alcool no Brasil avangaram significativamente e
surgiu a decisdo de fabricar novos veiculos movidos somente a

alcool (120).



Por seu maior rendimento, a cana de acguUcar € a cultu

ra que recebe a maior atengao do Proalcool. A cana, entretanto,
€ preoduzida em terras agricolas de excelente qualidade, e a ex
pansao da area cultivada com cana competira com as culturas
tradicionais de alimentos e produtos exportaveis, como o café
e a soja (120).

0 proprio governo admite que, no ano 2000, a expan -
sao do cultivo da cana desviara a produgao de alimentos  para
terras menos nobres, com declinio da produtividade, aumento do
custo de producao e ate mesmo afetando a producao total de ali
mentos em nosso pais (85 ).

Culturas alternativas como a mandioca e o sorgo saca
rino, que tem uma adaptagao regional mais ampla e podem ser
produzidas em terras inferiores e mesmo semi-aridas, estdo sen
do pesquisadas e podem ate eventualmente ser mais importantes
do que a cana de acgucar como fonte de alcool (120).

Particularmente o sorgo sacarino (Sorghum bicolor)

pela sua alta produtividade (3700 a 5600 l/ha/ano), sua adapta
bilidade a condig¢gdes diversas de clima e solo, reduzida neces-
sidade de dgua e fertilizantes nitrogenados, é uma alternativa
bastante vidvel para a produgdo de etanol, uma vez que reduz
a competicdo com produtos alimentares exportaveis em dreas de
terras de melhor qualidade (56 ).

Além de uma relagdo favordvel de auto-suficiéncia a-
gricola, o Brasil possui grandes extensdes de terras ainda ndo
exploradas e o suprimento energético industrial poderad ser ga-
rantido por um sistema de produgdo de florestas de maneira con
tinua com espécies de rdapido crescimento, o que felizmente vem
ocorrendo desde 1967, apds a criac¢do dos incentivos fiscais
(115)..

Hoje no Brasil, quando se pensa na implantagdo de

florestas, com vistas a produgdo de biomassa para fins energé-

ticos, prevé-se a utilizagdo de espécies do género Eucalyptus,

Pinus, Acacia e Mimosa scabrella (72 ), sendo que as planta -

¢des de eucalipto estdo sendo feitas principalmente com o obje



tivo, de produzir através de processos de pirdlise (139), car-

vdo vegetal para os planos de expansdo da siderurgia ( 4 ).

Existem aproximadamente 45 milhGes de hectares culti
vados no Brasil. A substituicido completa do petrdleo importado
pelo 4dlcool nos niveis normais de consumo, exigira cerca de 16
milhdes de hectares de terras cultivadas (120).

Por isso, os produtos e sub-produtos desta atividade
de reflorestamento, da intensa atividade agricola que caracte-
riza a economia brasileira e das usinas agucareiras e alcoolei
ras, se tornaram fontes de pesquisa objetivando um amplo apro-
veitamento.

A cana de acgucar presta-se bem a exemplificacdo: sa-
bendo-se que uma tonelada de cana produz em média, 67 litros
de alcool, 300 Kg de bagago e 870 litros de vinhoto e que du -
rante o ano de 1985, o Brasil produziu 10,7 bilh8es de 1litros
de 4alcool, depara-se com a espantosa cifra de bagago formado
como biomassa residual aproveitédvel, em quantidade que excede
a sacarose, produto principal visado. Mais ainda, do ponto de
vista de composicao quimica, o conteludo energético da sobra e-
fetivamente suplanta o do produto primario ( 18 ).

Das 45 milhoes de toneladas de bagago formadas duran
te o ano de 1985, aproximadamente 50% foram queimadas em cal-
deiras para gerar vapor que fornece energia para o engenho e
as instalacdes de fermentagao (calor de combustao=10.000 Kcal/
Kg) (141) e as 22,5 milhoes de toneladas excedentes poderiam
ser transformadas em combustivel liquido, desde que processa -
das convenientemente.

Torna-se entao altamente desejavel para o Brasil, a
qualificagao de recursos humanos e capacitacao tecnologica nos
méetodos de conversao quimica e bioconversao de biomassas para
fins energeticos. Idealmente este empenho deveria conduzir ao
desenvolvimento de tecnologia nacional propria, obedecendo- se
0s nossos interesses, peculiaridades e necessidades.

Durante o periodo previsto para uma definigao do pro

blema do petrodleo (antes de 1990), as Unicas alternativas que



poderao prover quantidades significativas de combustiveis liqui

dos, sao o alcool de cana de agucar e de amido. Oleo de xisto,
carvao e alcool de materiais celuldsicos prometem fornecer maio
res quantidades de energia do que pode ser obtida de amidos e
produtos de ag&oar, contudo nenhuma dessas fontes pode ser ava-
liada em qualquer quantidade, antes de 1990 (120).

Porém é improvavel que a biomassa venha a transfor-
mar-se, a nivel mundial, num substituto em grande escala, de de
rivados de petroleo. Entretanto, pode ser importantissima para
nagoes, como o Brasil, que procuram diminuir sua dependéencia do
petroleo importado, desenvolvendo recursos proprios, desde que
possuam solo e clima adequados a produgao de biomassa em grande
escala ( 4 ).

Segundo o Balango Energetico Nacional, publicado pelo
Ministério das Minas e Energia, ja em 1982, a contribuicao das
biomassas na estrutura de consumo de energia primaria no Brasil,
foi de 30,2%: sendo que a lenha participou com 19,7% , a cana
de actcar com 10,2% e os residuos agricolas com 0,3% (18 ).

Permanece o desafio - ja que cana e seu bagago sao re
alidades em crescimento exponencial no_Brasil - da competéncia
nacional em desenvolver uma quimio e biotecnologia satisfato -

rias.

2. BIOMASSA

O termo "Biomassa'" refere-se a todos os materiais pro
duzidos atraves da fotossintese pelas plantas e pode ser aplica
do a todos os componentes que contém carbono, quer sejam obti -
dos de fontes primarias (residuos agricolas, arvores), quer de
materiais processados (lixo, estrume) (113).

As biomassas obtidas a partir de vegetais de tao dis-
tinta natureza sob a Otica botanica (FIGURA 1), apresentam em

comum, os elementos fundamentais da parede celular: celulose ,



REINO Eukaryota

SUB-REINO Cormobionta

DIVISAO Spsrmatophyta

SUB-DIVISAO Coniferophytina Magnoliophytina

GIMNOSPERMAS ANGIOSPERMAS

CLASSE Pinatae Magnoliatae Liliatae
DICOTILEDONEAS MONOCOTILEDONEAS

SUB-CLASSE Coniferae Rosidae Liliidae

SUPER-ORDEM Rosanae Lilianae

ORDEM Pinales Fabales Poales

FAMILIA Pinaceae Mimosaceae Gramineae

SUB-FAMILIA Andropogonoideae

GENERO/ESPECIE | Pinus taeda™ Mimosa Sorghum ™

scabrella* Saccharum
offininarum*

- " . *
FIGURA 1: Classificagao botanica dos quatro modelos

massa nativa ou residual,

tese

(142).

de fitobio-

abordados neste trabalho de



hemicelulose e lignina.

A CELULOSE é o material orgidnico mais abundante na
terra, compreendendo aproximadamente 50% de toda a biomassa
(59 ). Nas plantas de madeira dura (Angiospermas) seu conteudo
oscila entre 40 - 55%, enguanto que as de madeira mole (Gimnos
permas) possuem entre 45 - 50% de celulose (61 ).

Quimicamente pode ser definida como um polimero 1i -
near de unidades de B-D-glucopiranose, interligadas por liga -
coes glicosidicas (1+ U4), constituindo os residuos de celobio-
se as unidades repetitivas na cadeia celuldsica. O seu grau
de polimerizagao € da ordem de 10.000 unidades por molécula
(116) .

E insoltuvel em 4dgua e somente acidos, &dlcalis, solu-
¢Bes salinas concentradas ou reagentes complexos é que podem
entumescer, dispersar ou até mesmo dissolver sua estrutura al-
tamente organizada (59 ).

As fibras vegetais apresentam em sua estrutura, uma
fina membrana externa, a parede primaria, que envolve a espes-
sa parede secundaria. Esta usualmente e constituida por frés
17 82 e S3. Envolven-
do a fibra, encontra-se a altamente lignificada lamela média,

camadas, designadas respectivamente de S

com 1 - 2 p de espessura. A camada 82 apesar de apresentar es-

pessura varidvel, é sempre a camada mais grossa da parede ce -

lular (23,29 , 48 ).
As camadas de celulose na camada S1 s8o depositadas
na forma de hélice em relagdo ao eixo da fibra; na camada S

2
se depositam na forma de zonas concéntricas cujo numero tem
sido relacionado a idade da fibra (29 ), enquanto que na cama-
da interna 83 as moléculas de celulose se depositam perpendicu
larmente a 82 (48 ).

As longas moléculas de celulose se unem para consti-
tuir uma fibrila elementar ou protofibrila com cerca de 30 A

de espessura e 40 A de largura. 0 agregado destas fibrilas re-

cebe o nome de microfibrilas, estruturas extremamente longas
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FIGURA 2: Estrutura da parede celular de uma fibra vegetal (147).



com um didmetro de 250 A (48 ).

Dentro de cada microfibrila, as cadeias lineares de
celulose sdo unidas lateralmente por pontes de hidrogénio, in-
ter e intramoleculares ( 59) e se associam em varios graus de
paralelismo: regides que possuem moléculas altamente ordenadas
sdo denominadas de cristalinas, enquanto que aquelas que apre-
sentam menor grau de ordenagdo sdo chamadas paracristalinas ou
regides amorfas ( 29).

Cerca de 50 - 90% da celulose, esta localizada na
porgdo cristalina. Estas duas regides apresentam diferentes
suscetibilidades a degradacido enzimatica, sendo que a medida
que aumenta a cristalinidade, ha paralelo aumento da resistén-
cia a hidrdlise enzimdtica (48 ).

Os outros componentes celulares, hemicelulose e lig-

nina, estdo localizados entre as microfibrilas (48 ).

As HEMICELULOSES constituem um grupo de polissacari-
deos de natureza polidiversa, polidispersa e polimolecular
(123).

Ndo ha uma definig¢do que as caracterize universalmen
te, desde a criagdo do termo em 1891, por SCHULZE.

Segundo WILKIE (163):

"Hemiceluloses sido polissacarideos ndo celuldsicos,
encontrados nas partes aéreas e normalmente lignificadas de
érgdos de plantas superiores, dos quais elas podem ser extrai-
das com solugdes alcalinas apds a remocgdo da lignina, e poste-
riormente, separadas por neutraliza¢do e precipitagdo com eta-
nol ou acetona'

Sdo polissacarideos de baixo peso molecular, com um
grau de polimerizagdc ndo superior a 200 (61 ).

0 termo hemicelulose é também aplicado a certos car -
bohidratos de endospermas de cereais, denominados polissacari-

deos ndo amidicos, descritos como gomas ou pentosanas de ce-
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reais (1”7,163,16“)‘

A maioria das hemiceluloses de plantas terrestres o-
correm, ndo como homoglicanas, mas como heteroglicanas, con -
tendo diferentes tipos de unidades de hexoses (D-glucose, D-
galactose, D-manose, &acido M—Q—metil—g—glucurén;co, acido D-

galacturdnico, dcido D-glucurdnico) e pentoses (D-xilose, L-

|y

arabinose) e em quantidades menores L-rhamnose, L-fucose e v

rios outros agucares neutros O-metilados (147).

O conteudo em hemiceluloses de diferentes plantas ou
partes de uma mesma planta, sdo variaveis e invidveis para
comparacdo, devido aos diferentes procedimentos adotados com
a finalidade de as isolar e quantificar (163). Além disso, ha
consideravel variag¢do na composigdo em agucares, em funcgido do
tipo de tecido, estdgio de crescimento, condig¢des edaficas,
condic¢des fisioldgicas e de estocagem (61 ,163).

As plantas de madeira dura possuem entre 24 - U40% de
hemiceluloses, enquanto que as de madeira mole possuem de 25-
35% (61 ,147).

Quando se comparam os polissacarideos de diferentes
vegetalils, ¢ a nivel da fracao hemiceluldsica que a diferencia
¢ao estrutural se manifesta mais profundamente. Duas familias
principais de polissacarideos distinguem respectivamente, dois
grandes grupos de vegetais neste particular: pentosanas nas
Angiospermas (cana de aclcar, bracatinga) e hexosanas nas Gim
nospermas (coniferas ).

Nas Angiospermas, a hemicelulose ¢ dominantemente u-
ma O-acetil-(4-0-metil-glucurono) xilana, acompanhada de pe-
quenas proporcoes de uma glucomanana. A principal hemicelulo-
se das Gimnospermas €& uma O-acetil-galactoglucomanana em dife
rentes variagoes estruturais, além de mehor quantidade de ara
bino-(4-0-metil-glucurono) xilana ( 5 , 34 ,147,148).

Entre as hemiceluloses, as xilanas sao as mais abun-
dantes. Madeiras duras contem de 20 - 25% de xilana, enquanto
que madeiras mo'w . contem de 7 - 12% (82 ,147).

A estrut ira geral das xilanas, em plantas superiores,
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FIGURA 3: Estrutura de uma O-acetil-(4-0-metil-glucurono) xilana
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compreende uma cadeia principal constituida de unidades de D-
xilopiranoses unidas por ligacoesB (1- 4). Sao moleculas com
grau de polimerizagao entre 150 - 200. Ligadas a cadeia princi
pal, estao cadeias singulares de uma unidade de acido 4-0-me -
til-g-glucuranico, unidas através de ligagoesa (1> 2) as unida
des de g—xilose da cadeia principal e unidades de L-arabinofu-
ranose, unidas por ligagoes o (1- 3)(142,147,148).

As primeiras sao cadeias laterais caracteristicas de
Gimnospermas (Pinus) e Angiospermas dicotiledoneas (bracatin -
ga), enquanto que as Angiospermas monocotiledoneas (gramineas)
apresentam como cadeias laterais, principalmente unidades de
g-arabinofuranose, e em menores proporgoes, unidades de acido
4-0-metil-D-glucuronico ( 5 ).

Xilanas tipicas de Gimnospermas, embora nac sejam com
ponentes hemicelulosicos majoritarios, contém maiores propor -
¢oes de unidades de acido M—Q-metil—g—glucuranico (15 - 20%)
que as xilanas de Angiospermas (8 - 15%) (61 ,148).

Um importante grupo de xilanas, notadamente as 4-0-
metil-glucuronoxilanas, que constituem 18 a 25% das madeiras
duras, ocorrem na forma parcialmente acetilada. Algumas destas
xilanas, podem conter de 7 a 9 grupos Q—acetilicos por 10 uni-
des de D-xilose, num total de 3 - 5% de seu peso (82 ,147).

Estudos sobre a localizacgao dos grupos Q—aoetilicos

nas unidades de D-xilopiranose, realizados por TIMMEL (147) de

monstraram que ha predominancia de acetilagao na posigao C-2,
C-3 e simultaneamente em C-2 e C-3..Trabalhos recentes de REIL
CHER e colaboradores (122) confirmam esta assertiva, usando he-

teroxilana de Mimosa scabrella.

As madeiras duras contem ainda de 3 - 5% de glucomana
nanas constituidas por cadeias lineares de residuos de D-gluco
piranose e g—manopiranose, na proporgao de 1:2, interligados
através de ligacgoes B(l ~U4) e nao contem galactose (148).

As glucomananas sao as principais hemiceluloses das
madeiras moles e constituem 50% do total de hemiceluloses de

coniferas, onde ocorrem em estrita associacao com a celulose

(5).
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Elas chegam a representar 11% do peso seco das coniferas (82 ).
As glucanas de madeiras moles tambem sao parcialmente
acetiladas, porem contém menos grupos O-acetilicos (1 - 1,5%)
do que as glucuronoxilanas de madeiras duras (61,382 ,148). Co-
mo no caso das Angiospermas, tambem sao constituidas de resi -
duos de g—glucopiranose e g—manopiranose, interligados atraves
de ligacgoes B(l~ U4), podendo conter pequenas proporgoes de D-
galactopiranose como grupos terminais nao redutores (147). A

glucomanana de Pinus taeda, apresenta uma relacao man/glc = 2,7

com rotagaoc especifica = -202 (148).

Em coniferas ocorrem ainda arabinogalactanos, repre -
sentados por polissacarideos altamente ramificados, com resi -
duos de D-galactopiranose, interligados por ligagoes (1~ 6) e
(1+3) (5 ). Por sua vez, o arabinogalactano isolado de Pinus
taeda apresenta uma relagao gal/ara = 11 com rotacgao especifica
= +162 (148).

Para o isolamento destas hemiceluloses, principalmen-
te aquelas de madeiras duras, a maior parte da lignina presente
na lamela média, devera ser previamente removida. Fazem excecao
as hemiceluloses de gramineas, que poderao ser extraidas sem
este tratamento, sendo a hemicelulose delignificada posterior -

mente (164).

O material obtido apds a completa delignificacao, e
denominado holocelulose e compreende teoricamente a fragao celu
l0sica e hemicelulosica da madeira (123,147,163).

Na pratica esta situagao nunca ¢ atingida, pois uma
pequena proporc¢ao de lignina sempre permanece agregada a holoce
lulose. Para remove-la completamente, seriam necessarias condi-
¢oes muito drasticas, que aumentariam a dissolugao e consequen-
te perda da fracgao hemicelulosica (147,163).

Os principais agentes delignificantes usados sao o)
gas cloro, o dioxido de cloro e o acido peroxiacetico. Os dois
primeiros sao gerados pelo uso do acido acético a guente e clo-
rito de sodio (147,163).

A cloracao da amostra por tres a quatro vezes consecu

tivas, em banho de gelo durante cinco minutos, seguida de dupla
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extracao com solucao de 2-aminoetanol a 3% em etanol, €& sufici-
ente para diminuir o contetdo de lignina a 1% (147).

O uso repetido (8 - 10 vezes) de uma solucgao aquosa
de dioxido de cloro tamponada com bicarbonato de sddio, a tempe
ratura ambiente, seguido pela remocao da lignina oxidada por
prolongada extragao com metanol, conduz a obtencac de uma holo-
celulose menos modificada que o correspondente produto prepara-
do com o gas cloro (147).

As hemiceluloses podem ser parcialmente extraidas de
holoceluloses pelo emprego sucessivo de solugoes alcalinas (XKOH
ou NaOH), diluidas inicialmente, e mais concentradas a posteri-
ori (4 - 10%). O KOH é preferido porque o acetato de potassio
formado durante a neutralizagao com acido acético, € mais soll-
vel que o acetato de sodio, na fragao alcoolica a ser usada pa-
ra precipitar a fracao hemiceluldsica (136). Tratamentos de ho-
loceluloses com concentragoes alcalinas inicialmente baixas e
depois mais altas, evitam a exposicao desnecessaria do material
celulosico a alcali mais concentrado, do gque aquela requerida
para extrai-lo (16U4).

As hemiceluloses, quando extraidas dos tecidos vege -
tais, através de tratamento alcalino, podem ser separadas por
neutralizacao e precipitagao com etanol ou acetona, segundo o]
procedimento convencional estabelecido por O'DWYER (111). Nes-
ta convencgao, hemicelulose A € a fracgao insoluvel em agua que
é precipitada na neutralizagao do extrato alcalino com acido a-
cético atée pH 4,5 - 5,0 e a hemicelulose B é isolada do sobrena
dante anterior por precipitacgao com etanol numa concentragao fi
nal de 70% ( 16, 164).

0 material remanescente apos o tratamento alcalino,
recebe a denominacgao de a -celulose, e compreende a celulose re-
sidual e materiais associados, alem de pequena quantidade de he
miceluloses (163). A hemicelulose nao extraida esta ligada cova
lentemente a lignina remanescente ou adsorvida as microfibrilas

de celulose (163).

A LIGNINA é o terceiro maior componente da parede ce-
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lular e o maior constituinte da substancia intercelular, respon
savel pela manutencao da integridade da coesa estrvtura tridi -
mensional das fibras vegetais ( 29 ).

Uma consideravel parte da atividade fotossintética
em plantas, € destinada a conversao do CO2 atmosférico em ligni
na. Ela constitui aproximadamente 40% da energia solar fixada
em plantas. Nao representa um composto definido e uniforme; mas
é uma forma coletiva de substancias, com propriedades quimicas
muito semelhantes, mas diferentes pesos moleculares, podendo a-
tingir a faixa de mais de 100.000 daltons ( 75 ).

A lignina é um polimero altamente ramificado, consti-
tuido de unidades de fenil propano, interligadas por diferentes
tipos de ligagoes (alquil-aril, alquil-alquil, aril-aril). A
proporgao relativa dos tres alcoois cinamilicos precursores, a
saber, cumarilico, coniferilico e sinapilico, incorporados na
~lignina, varia nao somente com a especie vegetal, mas também
com o tecido vegetal, idade, clima, luz solar, etc ( 75).

As madeiras moles apresentam entre 25 - 35% de ligni
na, ao passo que as madeiras duras, possuem um teor de lig-
nina ligeiramente menor, de 18 - 25% ( 61).

A lamela média que separa as células vegetais  umas
das outras, contém 70% de lignina e constitui sobre a parede
vegetal uma camada impermeével que impede, fora dos poros que
2 atravessam, o acesso aos agentes hidrolisantes (59,116 ).

Alem de preencher os espagos entre as fibrilas de ce
lulose, a lignina esta ligada quimica e fisicamente aos polis-
sacarideos ( 75). Na parede secundaria, as ligninas e as hemi-
celuloses est3o estreitamente associadas entre si e as fibri -
las de celulose, por ligacgoes covalentes, pontes de hidrogénio
e forcas de van der Waals (116).

A exata distribuicao destes trés componentes (celulo
se, hemicelulose e lignina) no interior da parede celular, po-
de ser vista na FIGURA 4, enquanto que seus teores em madeiras
duras e madeiras moles, podem ser analisados comparativamente

a partir da FIGURA 5 (48 ).



PCRCENTAGEM

FIGURA U4: Distribuicao da celulose, hemiceluloses e lignina
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Além do arranjo molecular altamente ordensdo da celu-
lose nas regioes cristalinas das microfibrilas e a prépria bar
reira fisica que a lignina constitui, as ligag¢®es lignina-car-
bohidrato formam blocos metabdlicos que limitam grandemente a
agdo de celulases e hemicelulases. A menos que, a lignina seja
depolimerizada, solubilizada ou removida, a celulose ¢ hemice-
lulose ndo poderdo ser fapilmente hidrolisadas por acgido destas
enzimas ( 23, 29, 48),

Portanto, pré-tratamentos de materiais lignoceluldsi-
cos serdo necessarios para a eficiente conversdo da celulose

em ag¢ucares soluveis.

3. PRE-TRATAMENTOS DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Além de diminuir o teor de lignina e o grau de crista
linidade de materiais lignocelulédsicos, diversos pré-tratamen
tos empregados tem a finalidade de diminuir o tamanho das par-
ticulas, para aumentar a superficie de contato com o agente hi
drolitico, requisito primeiro para que qualquer reacdo se pro-
cesse.

Estes pré-tratamentos sdo geralmente classificados em
fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos, de acordo com
o seu modo de acgido sobre o substrato. Alguns processos sdo com
binag¢des de dois ou mais pré-tratamentos, aplicadcs em parale-
lo ou em sequéncia (48 ).

Os principais métodos de pré-tratamentos de materiais

lignoceluldsicos sdo (37 , 48 ):

3.1. FISICOS

Mecdnicos: Moinho de bolas
Moinho de dois rolos
Moinho de martelos
Moinho de coldide

Moinho de vibragéo
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Ndo mecédnicos: Pirdlise
Radiag¢do de alta energia

Moagem umida
3.2. FISICO-QUIMICOS

Vapor a alta presséo
Explosdo pelo vapor ("steam explosion')

Explosao pelo congelamento ("freeze explosion")
3.3. QuIMICcOS

Alcalis
NaOH
NH
3
(NH4)2SO3
Acidos
HC1l concentrado e/ou diluido
H2SO concentrado e/ou diluido

Y
H_PO, concentrado

3774
Gases
Cl0
NO2
SO2

Agentes oxidantes
H202
Acido peracético

Solventes de celulose (puros ou combinados a acidos,
alcalis ou sais)
Cadoxen

CMCS
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Extragao por solventes
Glicerol
Etilenoglicol
Dioxano

Fenol

3.4. BIOLOGICOS

Pleurotus ostreatus

Phanerochaete chrysosporium

Chaetomium globosum

Aureobasidium pullulans

3.1. PRE-TRATAMENTOS FISICOS

Os pré-tratamentos fisicos podem ser classificados
em mecanicos e ndo mecanicos. Os tratamentos mecdnicos se va-
lem de forgas fisicas que subdividem o material lignoceluldsi
co em finissimas particulas, com uma grande relagdo superfi -
cie/volume, tornando-o mais acessivel a hidrdlise enzimatica
(48,71 ). Paralelamente hd redug¢ido da cristalinidade. Os n3o
mecanicos, por sua vez, causam a decomposigdo destes materiais
lignoceluldsicos submetendo-os a forgas externas ouvtras que as
mecanicas, como a irradiacgdo, temperaturas, vapor a alta pres

sdo (48).

3.1.1. Moinho de bolas

As forcas cortantes e compressivas do moinho de bo-
las causam a reducdo da cristalinidade, um decréscimo do grau
de polimerizagdo e no tamanho das partidulas e um aumento na
densidade relativa. No entanto, apesar de ser um método muito
eficiente para aumentar as taxas de hidrdlise enzimdtica, 0S8
grandes tempos requeridos para a moagem dos materiais, condu-

zem a custos de processamento tdo altos que ndo viabilizam o)



seu emprego em larga escala (23, 48 ,117).

3.1.2. Moinho de dois rolos

Consiste de deis rolos de ferro fundido temperadoc co
locados horizontalmente, a uma disténcia reguldvel através de
parafusos, por meio dos quais os residuos sdo triturados por
um determinado periodo de tempo. Causa a diminuicdo da crista
linidade e do grau de polimerizagdo e o seu efeito sobre a
lignina ndo é conhecido.

Observou-se que o coeficiente de sedimentacdo das
particulas obtidas através desta moagem, é menor do que daque
las obtidas no moinho de bolas, portanto propicia o uso de
misturas reativas com alta concentrag¢do de sdlidos, com conse
quente redugdo do volume do reator e dos custos de operacgédo

(48 ,117).

3.17.3. Moinho de martelos

Consiste de um rotor provido de uma série de marte-
los. Quando este motor gira, os martelos geram o impacto do
material contra uma placa cortante, aumentando ligeiramente a

suscetibilidade & hidrdlise enzimdtica. Atualmente sabe-se que
a moagem prolongada, reduz a suscetibilidade a celulase ( 48 ,

71).

3.1.4. Moinho de coldide

Consiste de dois discos colocados préximos um do ou-
tro, que giram em sentidos opostos, enquanto o substrato passa
através deles. Apesar de se obter incrementos na suscetibilida
de da celulose a hidrdlise enzimdtica, seus altos custos opera

cionais tornam o seu uso impraticdvel em larga escala (48 ).

3.1.5. Moinho de vibragédo

% semelhante ao moinho de bolas, com a diferenca de
que o moinho sofre ao invés de rotagdes, apenas vibragdes. Por
causar uma redugdo no tamanho das particulas, este tratamento

leva a um aumento considerdvel na digestibilidade de materiais
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lignoceluldsicos, que pode ainda ser melhorada pelo aquecimen-
to do substrato a 2009C, antes ou depois do tratamento ( 48 ,

71).

3.1.6. Moagem umida

A moagem umida isoladamente é menos eficiente do que
a moagem a seco em moinho de bolas (23 ,117). No entanto, quan
do combinada & hidrdlise simulténea, a eficiéncia do pré-trata
mento pode ser incrementada enormemente, pois a medida que as
moléculas reativas de celulose sdo removidas da superficie das
microfibrilas, novos pontos para o ataque enzimdtico sfo forma
dos pela agdo combinada da moagem, resultando em uma gradativa
destruigdo da estrutura cristalina da celulose. Deste modo,
ndo somente ndo se verifica a queda dréastica da velocidade de
sacarificag¢do que ocorre normalmente durante a hidrdlise de ma
teriais lignoceluldsicos, como também a sacarificacgido atinge
valores mais elevados A combinacido da moagem em umido com a
sacarificacgdo simultdnea € do ponto de vista tedrico, um méto-
do eficiente para aumentar tanto a velocidade quanto a intensi

dade de sacarificacgdo (23 ,117).

3.1.7 Pirdlise

Em temperaturas acima de 300°2C, materiais celuldsi -
cos s3o degradados termicamente com produgdo de gases, liqui-
dos (breu) e sdlidos (carvdo) como produtos primarios, cujos
teores e qualidade sdo dependentes dos parametros da reagdo,
como: temperatura final, tempo de residéncia, tamanho das par

ticulas, umidade, conteudo em cinzas, presenga ou ndo de O

(139).

2

A temperaturas intermediarias, sob atmosfera inerte
ou deficiente em 02, facilmente recupera-se o breu e o carvao,
pois limita-se as reagdes secundéarias que estes poderiam so-
frer (139).

A posterior hidrdlise dcida suave da fragao de breu,

produz teores de aglcares redutores na faixa de 80 - 85%, um



valor equivalente a mais que 50% da celulose (48 ).

Na presencga de O as reag¢bes de depolimerizacgdo, oxi

2’
dagdo e desidratacgdo sdo aceleradas A decomposig¢adao da celulo-
se pode ser conseguida a temperaturas muito baixas, pela adi -

gdo de um catalisador, como o ZnCl2 (48 ).

3.1.8. Radiacio de alta energia

A irradiacg¢do da éelulose resulta na degradagdo oxida-
tiva das moléculas, desidrogenacdo e destruigdo das unidades
de anidroglucose, gerando a quebra das cadeias celuldsicas e
formagao de COZ‘

A radiacao é muito eficiente para aumentar a area su-
perficial devido a extensa despolimerizacio, mas nio o € para
diminuir a cristalinidade. Este tratamento é altamente seleti-
vo, e é proporcional a dosagem total aplicada. Normalmente a
despolimerizacgdo de carbohidratos ocorre com radiag¢des ionizan-
tes em doses de 106 - 108 rads (37 ). A digestibilidade pode
ainda ser aumentada pela prévia moagem do material, adicgio de

(48 ).

nitratos ou usando a irradiacgdo na presenga de O2

Seu alto custo, tornam-o impraticavel.

3.2. PRE-TRATAMENTOS FISICO-QUIMICOS

3.2.1. Vapor a alta pressao

E um pré-tratamento aquoso no qual o substrato é sub-
metido a vapor sob pressdo (500 - 550psi), a temperaturas en-
tre 175 - 2259C, sem adigdo de substédncias quimicas e com uma
atmosfera ndo oxidativa ( 11, 20, 48 ). Este tratamento causa. a
hidrélise dos grupamentos Q—acetilicos presentes nas hemicelu-
loses, com formagio de dcido acético, o qual mantém um pH dci-
do (na faixa de 3 - 4) que catalisa a hidrodlise (auto-hiarélin
se) das hemiceluloses, resultando na sua solubilizag¢do no va-
por condensado (11 , 19, 37, 48 ,1u48).

Este tipo de pré-tratamento fraciona seletivamente ca

da um dos trés polimeros constituintes da lignocelulose, a sa-
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ber: hemicelulose soluvel na fragido aquosa, a lignina pode ser
extraida do condensado pelo tratamento com dlcali diluido ou

dlcool-agua e a celulose permanece insoluvel (37 ).

3.2.2. Explosdo pelo vapor ("steam explosion™)

Quando a reacdo de auto-hidrdélise anteriormente des-
crita € seguida de uma descompress&o instantinea, o pré-trata-
mento é chamado explosdo pelo vapor (11, 17,23, 37 ,117).

Com a descompressdo, a agua evapora rapidamente e as
fibras da madeira tendem a desagregar-se, aumentando grandemen
te a superficie exposta a aclo enzimdatica. Em adig¢do, a umida-
de e a elevada temperatuta empregada liberam acidos que aumen-
tam ainda mais a digestibilidade da celulose ( 32 ). Quando se

incorpora N, ao vapor, ha uma ruptura maior das fibras do mate

2
rial explodido (17 ). As principais reagdes que ocorrem duran-
te este tratamento s3o as hidroliticas. Dentre os componentes
da madeira, as pentosanas sdo as mais atingidas, as quais sé&o
amplamente solubilizadas em dgua a 2509C durante um minuto; me
tade da lignina torna-se soluvel em agua-dalcool apds 55 segun-
dos a 2592C e a celulose permanece quase que totalmente insolu
vel, mas com um grau de polimerizag¢ido muito menor (17 ).

Este tratamento preserva a alta qualidade da lignina
e previne a sua repolimerizacgdo durante o processo de hidrdéli-
se posterior (75 ).

0 processo também pode ser executado com a adigdo de

SO_. ou alcali, antes ou durante o tratamento pelo vapor.

COZ’ 5

0 uso do CO particularmente para madeiras duras, au
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menta a acidez durante o processo, facilitando a solubilizagdo
e remogdo dos componentes hemiceluldsicos, enquanto que o SO2
age, em madeiras duras, como um catalisador da hidrdlise das
ligagdes 5—2—(14+u) das glucomananas (48 ).

A explosido pelo vapor em condigdes alcalinas, denomi-
nada explosdo alcalina (12g NaOH/100g do material lignoceluld-
sico), produz um residuo muito mais digerivel pelas enzimas,
do que a explosdo pelo vapor isoladamente. Este aumento de di-

gestibilidade é atribuido a dissclugao das hemiceluloses e par



te da lignina, inchamento da celulose, saponificagao das liga-
gdes éster intramoleculares e reducao do grau de polimeriza -
¢80 da celulose ( 37).

Apresenta como vantagem a ndo geragdo de residuos po-
luidores quimicos (117) e como desvantagem a parcial degrada -
¢do de agucares, principalmente as pentosanas, das quais mais

que 60% sdo destruidas a 250°C por 2 minutos ( 17,290, 32 ).

3.2.3. EXplos&do pelo congelamento
Para prevenir esta degradacdo, os materiais lignocelu
lésicos sdo colocados em contato com um liquido voldtil, como

a NH sob pressido em temperaturas inferiores aquelas que de-

3’
gradam os acglUcares. Apds um determinado periodo de residéncia,
o material é bruscamente descomprimido, causando a evaporacgio
da NH, e diminuicdo drastica da temperatura com congelamento

3

da porgdo externa da fibra. Por sua vez, a NH3 no ;nterior da
fibra entra em ebulig¢do, causando a sua explosdo, com redugé&o
do tamanho das particulas e aumento da digestibilidade da celu
lose. Paralelamente hd uma leve redugido do conteldo de lignina.
Este método de pré-tratamento tem potencial para co -
mercializacdo, pois ndo requer equipamentos sofisticados, a o-
peracdo pode ser conduzida a temperatura ambiente, a NH3 pode
ser recuperada e a NH3 residual remanescente na fibra, pode
servir como fonte de N para os microrganimos empregados no pro

cesso fermentativo subsequente ( 32, 37).

3.3. PRE-TRATAMENTOS QUIMICOS

Sao usados extensivamente para remover a lignina que
envolve a celulose, bem como para destruir a sua estrutura cris
talina. Apesar de serem eficientes no aumento da suscetibilida
de da celulose, apresentam uma serie de desvantagens: corrosao
de equipamentos, custos elevados, devem ser recuperados para
sua reutilizacio, exigindo para isso enormes quantidades de a-
gua, podem ser toxicos ou inibitorios a sistemas biologicos,

portanto devem ser completamente removidos do material (32,

71 ).
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3.3.1. Alcalis

Os tratamentos de residuos celuldsicos com NaOH dilui
do, NH3 liquida e sulfitc de amdnia, sfdc ha muito usados para
aumentar a digestibilidade destes materiais, visando o seu pos
terior emprego como rac¢ido para ruminantes. Mais recentemente
verificou-se que estes tratamentos causam um inchamento dos
residuos lignocelulésicos, aumento da sua drea superficial, de
créscimo do grau de polimerizacdo e da cristalinidade, quebra
das ligag¢des lignina-carbohidrato e destruigdo da prépria es-
trutura da lignina, com consequente aumento da sua suscetibili
dade a degradacdo enzimdtica (48 ,117).

O NaOH tem sido o agente quimico utilizado com maior
frequéncia no pré-tratamento de materiais ligncceluldsicos. E-
le atua, seja sobre a lignina, solubilizando-a em grande par-
te, seja sobre a parte cristalina da celulose, desagregando-a
(49,117).

FAN e colaboradores ( 47 ) conseguiram diminuir em
56,5% o conteudo de lignina de palha de trigo tratada com NaOH

1% (0,25N), autoclavada durante 2 horas a 129°C (2,57atm).

3.3.2. Acidos

Os vdrios métodos de hidrdlise dcida preconizados pa-
ra a celulose, podem ser agrupados numa das seguintes catego-

rias ( 70):

A. Hidrdlise com &dcidos concentrados e baixas temperaturas, se
guida de uma hidrdlise diluida.

B. Hidrdlise com acidos concentrados e baixas temperaturas, an
tecedida de uma hidrdlise diluida.

C. Hidrdlise &dcida diluida sem a separacdo dos produtos a medi
da que sdo formados.

D. Hidrdlise dcida diluida que remove continuamente os produ-

tos formados.



O emprego de acidos minerais concentrados, como o HC1

e o H2SOM,

pois é a base de processos industriais de sacarificacdo, larga

na hidrdlise da celulose ¢é do conhecimento geral,

mente empregados por alguns paises durante a II2 Guerra Mun -
dial ( 48,117y,

0 uso do H3POLl xaroposo a 85%, numa temperatura de
29C durante 2 horas, foi preconizado por WALSETH (156) para so
Jubilizar a celulose. Como resultado obteve uma celulose amor-
fa e altamente reativa a degradacido enzimdtica.

FARID e colaboradores (49 ) também usaram o H3PO Xxa-

4
roposo, com o objetivo de aumentar a digestibilidade de bagaco
de cana. Com o emprego de concentracgdes variaveis de 12,5-50%
a 1002C durante 30 minutos, obtiveram com o dcido mais concen-
trado, um residuo do qual apenas 12,5% foi sacarificado por a-
¢do das celulases.

Menos conhecida é porém, a aplicac¢do de dcidos mine-
rais diluidos como pré-tratamento, com a finalidade de aumentar

a suscetibilidade do material celuldsico 2 hidrdlise enzimati-

ca (48,156).

3.3.2.1. Hidrdlise com dcidos concentrados e baixas temperatu-

ras, seguida de hidrdlise diluida

Pelo tratamento de bagago de cana com HZSOM a 50% du
rante 15 minutos a 1219C, seguido da diluigZdo do acido a 1% e
aquecimento a 1212C durante 15 minutos, HAN e CALLIHAN ( 70 )
obtiveram um rendimento em acgucar de 23%, rendimento baixo de-
vido a degradacgdo dos acgucares formados a furfural e dcido le-
vulinico. Neste processo, o acido concentrado hidrolisa inici-
almente os polissacarideos a oligossacarideos, que sdo desdo-

brados a seus componentes monoméricos pelo emprego do dcido di

luido ( 48).

3.3.2.2. Hidrdlise com &cidos concentrados e baixas temperatu-

ras, antecedida de uma pré-hidrdlise com acido dilui-

do.
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Neste procedimento os rendimentos sao altos (80% ou
mais dos aguUcares disponiveis), porém tem o inconveniente do
grande consumo de &dcidos ( 166).

Este processo pode ser dividido em 3 etapas:

a) 0 residuo é colocado em contato com dcido diluido a 8% a
1009C durante 2 horas. Estas suaves condigoes fornecem teores
estequiometricos de hemicelulose, mas nao degradam seus aclca

res monomericos, nem a celulose cristalina.

b) Em seguida, separa-se a solugao hidrolisada, que é total-
mente removida do residuo por sucessivas lavagens do mesmo com
agua. O residuo e submetido a centrifugaczo, da qual sai com
55% de umidade, sendo misturado com dcido diluido a 8%, com o
qual fica em maceragdo por 2 horas, a baixas temperaturas, pa
ra que o acido impregne a biomassa. Apds nova centrifugacdo ,
seguida de secagem a 85°C seu teor de umidade passa a 10%. A
secagem remove a agua, mas n3o o acido, portanto a fibra da
celulose fica impregnada com dcido concentrado, que rompe as

pontes de hidrogénio entre as cadeias adjacentes de celulose.

¢) Os sélidos secos impregnados com o acido, sdo misturados
com agua e vapor a 1402C. A celulose pode ser hidrolisada a
D-glucose em alguns minutos a baixas temperaturas, com forma-

cdo minima de sub-prcdutos (166).
3,3.2.3. Hidrdlise com acidos diluidos

0 emprego de acidos diluidos, apesar de ndo remover
a lignina, aumenta a digestibilidade de materiais lignoceluld
sicos, porém quando associada ao uso de baixas temperaturas
(95 - 1202C), a sacarificacgdo nido é completa a ndo ser que um
passo de delignificagdo seja incluido ( 87).

Para hidrolisar eficientemente a celulose através do
emprego de acidos diluidos (1 - 2% em peso), s&o requeridas
temperaturas na faixa de 2409C. Nestas condig¢8es, o dcido ca-
talisa paralelamente a decomposigdo da g—glucose a hidroxime-

tilfurfural e da D-xilose a furfural (87 ).
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A alta temperatura empregada e o baixo pH, alem de reque
rem equipamentos especiais, resistentes a corrosdo, causam a de-
gradag¢do de alguns agucares formados e tem baixo rendimento (55-
-75%), mas podem produzir potencialmente uma solugdo concentrada
de agucar (53,166).

GROHMAN e colaboradores, tratando palha de trigo com
HZSOM a 0,5%, a temperaturas entre 90 a 160°C e diversos tem-
pos de residéncia, Verifiéaram que a decomposicao dos agucares
parece ser mais afetada pela temperatura do que pelo tempo de
residéncia, uma vez que 0,36% dos acgucares foram desidratados
a 90°C - 275 minutos e 15% a 1602C - 10 minutos ( 65 ).

Esta degradacao pode ser minimizada pelo aumento da
temperatura e diminuicao do tempo de residéncia, que podem

ser atingidas pela remogao dos agucares formados em um dos se

guintes reatores:

a) Reator de fluxo retardado

E um processo continuo atraves do qual se conseguem
rendimentos de 55% do tedrico. Trabalha a altas temperaturas
(220 - 2409C) e pequenos tempos de residencia (6 - 12 segun -
dos), condigdes em que a hidrolise da celulose € mais rapida

que a sua degradacgao (166).

b) Percolador

3

E um processo semi-continuo, no qual o material & co-
locado no reator, que ¢ preenchido com solugao de acido (prin-

cipalmente o H SOM) a 0,5%. Esta solugao € aquecida a 1509C e

2
permanece no reator durante 30 minutos. Nestas condigoes a he-
micelulose € hidrolisada, mas seus produtos e a celulose cris-
talina praticamente nao sao degradadas.
Apés 30 minutos, quantidades iguais da solugao acida

e de agﬁcar sao respectivamente, colocadas e retiradas do rea-
tor. A temperatura da mistura que estad entrando e elevada a
1802C para hidrolisar a celulose cristalina. Os solidos rema -

nescentes consistem de lignina e celulose cristalina nao rea -

tiva e contem menos que 10% dos acucares produzidos na hidro-

lise.
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Apresenta altos rendimentos, mas produz solugoes di-
luidas em virtude da constante remoc¢ao dos hidrolisados com o
objetivo de evitar a sua degradagao (53 ,166).

Apesar da similaridade quimica reinante entre a celu-
lose e as hemiceluloses, a hidrdlise dacida da hemicelulose re-
quer condig¢des muito mais suaves do que aquelas requeridas pa-
ra a hidrdélise da celulose. Portanto quando os processos ante -
riores sd8o conduzidos em condigdes que favorecam e otimizem a
hidrélise da celulose, a maior parte da D-xilose é desidratada
a furfural. A facilidade de hidrolise da hemicelulose a seus a-
gucares monoméricos, cria uma possibilidade de hidrolisar sele-
tivamente esta fracgdo (91 ).

Para atingir este objetivo, ACKERSON e colaboradores
( 1 ) propuseram um processo de hidrdlise dcida em dois estd -~
gios: inicialmente diluida para hidrolisar as hemiceluloses, cu
jos componentes s3do removidos completamente do residuo por su -
cessivas lavagens, o qual é entdo tratado com acido concentrado
para hidrolisar a celulose. Apresenta rendimentos maiores que
a hidrdlise em fase uUnica, porém a grande quantidade de acidos
empregada, exige a sua recuperacgdao.

A hidrolise da hemicelulose é maxima com concentra -
¢des de H_SO
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to que a da celulose requer &acido a 85% (8,64M), a 1002C duran-

a 18% (1,83M), a 1002C durante 50 minutos, enguan

te 10 minutos, dando lugar a um rendimento de 95%.

Como a hemicelulose esta intimamente relacionada a ce
lulose, a remogao daquela resulta numa celulose mais suscetivel
ao ataque das enzimas. Portanto, o uso da hidrolise acida dilui
da para remover seletivamente as pentosanas, aumenta o poten -
cial de aproveitamento da biomassa, ao mesmo tempo em que cons-
titui um eficiente método de pré-tratamento (66 ,67 ,87 ,91).

KNAPPERT e colaboradores (87 ) tratando madeira de a-

lamo com stO a 1%, 220°2C durante 12 segundos, obtiveram 489

L
de transformacao da hemicelulose, enquanto que 90% da celulose

remanescente quando tratada com celulase, foi transformada em

D-glucose.

Da mesma maneira, ALLEN e colaboradores ( 3 ) verifi-



caram que a hidrdlise de uma mistura de madeiras duras a 10%
(p/v) em H?SOM a 1,6% (p/p) a 2009C durante 7,5 segundos, deu
origem a um residuo lignoceluldsico suscetivel a degradacao
enzimatica, com transformac¢do de 95% a D-glucose, quando incu
bada com celulase, numa concentracao de solidos de 2 - 6% e
relagdo enzima : sdlidos de 16,7 UIl/g

A hidrdélise dcida diluida de materiais lignoceluldsi
cos, por facultar a hidralise seletiva da fracéao hemicelulés;
ca, que representa em média 25 - 35% destes (61 ,147), dando
origem a uma lignocelulose residual altamente suscetivel a de
gradagdo enzimatica pela celulase, podera tornar o processo
global de conversio microbiana de biomassas com vistas a ob -
tencdo de combustiveis liquidos, promissor e economicamente
vidvel, gragas a possibilidade de utilizag¢ido dos agucares re-
sultantes, pentoses e hexoses respectivamente, através de le-
veduras apropriadas.

E nesta linha estratégica que repousa o método inova

dor (H3PO diluido) desenvolvido nesta tese.

ot

3.3.3. Gases

Os pré-tratamentos com gases tem a vantagem de faci-
litar a penetracdo uniforme no substrato. Por outro lado, as
condig¢des de trabalho, bem como a sua recuperagdo para poste-

rior reuso, sdo mais dificeis e problematicas.

3.3.3.1. Didxido de cloro: é um eficiente agente solubiliza -
dor de lignina, com subsequente aumento na digestibi

lidade do material ( 48 ,147,163).

3.3.3.2. Oxidos de nitrogénio: o tratamento de 100g de palha

de trigo com 5g de NO e b6g de 02, durante 24 horas a

252C, levou a um teor de D-xilose equivalente a 69%
do conteudo de xilana originalmente presente na pa-

lha. Neste tratamento ha formagdo de NO, que reage

2

com a agua formando HNO que oxida a celulose, a he
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micelulose e degrada a lignina ( 48 ).
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3.3.3.3. Didxido de enxOfre: neste processo, mistura-se 802
gasoso com materiais lignoceluldsicos umidos, a
1202C por 2-3 horas. Este tratamento rompe as liga -
¢des lignina-carbohidrato e depolimeriza a lignina ,

causando a conversdo de 70-85% dos carbohidratos pre

sentes, em acuUcares livres (18 ).

3.3.3.4. 0z0nio: é um agente que degrada a lignina, sem produ
¢80 paralela de excessiva quantidade de poluentes,
com custo menor que o apresentado pela explosdo pelo
vapor. O ozbnio ataca preferencialmente a lignina e
as hemiceluloses, e a sua agdo sobre a associagdo ce
lulose-hemicelulose-lignina, leva a um drastico au-
mento na digestibilidade da celulose residual ( 37,
48 ). O ozdnio ataca também os anéis aromdticos da

lignina, do que podem resultar valiosos sub-produtos

(37).
3.3.4. Agentes oxidantes

Penetram na celulose, oxidando-a e causando modifica
¢do da sua estrutura. Alguns deles, tem a capacidade de inter
agir tanto com a porgdo cristalina, como com a regido amorfa
da celulose ( 48).

Os principais agentes oxidantes para a celulose sdo:

Clorito de sdédio

Bromato de potéssio
Iodato de potdssio
Permanganato de potdssio
Metabissulfito de potdssio
Perclorato de potassio
Hipoclorito de sddio
Perdéxido de hidrogénio
Didxido de nitrogénio
Didxido de cloro

Didxido de enxdfre

0zdnio
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FAN e colaboradores (47 ) obtiveram um aumento de 10
vezes na digestibilidade de palha de trigo, tratada com acido
peracético (anidrido acético e H202 356 1:1), em fungdo de u

ma taxa de 76,2% de delignificacdo.
3.3.5. Solventes de celulose

Este pré-tratamento resuvlta na dissolucdo da celulo-
se € hemicelulose, com redugfdo da cristalinidade e ruptura da
matriz da lignina. Desta solugdo, a celulose pode ser repreci
pitada pela adigdo de &agua ou metanol ( 37,48 ).

Os solventes de celulose podem ser divididos em qua-

tro categorias (37 ):

3.3.5.1. fAcidos minerais fortes: HC1, stou e H3POM'

3.3.5.2. Solventes a base de amdnia: etilenodiaminc, etilami-
na, amdnia, hidrazina, bases quaterndrias de amdnia

como o0 benziltrimetilhidrdxiamodnia.

3.3.5.3. Solventes aprdéticos: DMSO, dimetilformamida, NZOM e

O0xidos de enxofre.

3.3.5.4, Complexos metdlicos: Cadoxen (6xido de cadmio em eti
lenodiamino aquoso), Cuoxan (complexo amoniacal de
hidrdxido de cobre) e CMCS (tartarato de sdédio, FeCl,_,

3
NaOH e NaSO3)

De todos estes solventes de celulose, 0s que se mos-
tram mais promissores sdo aqueles que formam ligas, via com-
plexos metalicos. Neste grupo, o solvente particularmente efi
caz é o CMCS (Chelating Metal Caustic Sweeling), que além de
apresentar baixos custos, ndo € téxico, é recuperdvel e o tra
tamento € conduzido a temperatura ambiente. O solvente trans-
forma a celulose nativa I em celulose II, forma altamente sus
cetivel a degradacgdo enzimatica.( 37, 48 ).

O CMCS é um agente inchador e descristalinizador de
celulose mais potente que o NaCH isoladamente (37 ).

DETROY e colaboradores ( 42 ) demonstraram que o eti-

leno diamino apesar de muito corrosivo, é um potente agente de
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cristalinizador de celulose, ao obter 60% de conversdc da mes-
ma a D-glucose, ao tratar palha de trigo com etilenodiamino a

28% durante 8 horas a 25°C.
3.3.6. Extrag¢do por solventes ("organosolv")

Envolve o tratamento de materiais lignoceluldsicos
com um solvente aquoso né presencga de um catalisador. Neste
processo, a hidrolise de hemiceluloses e extragao da lignina,
ocorrem simultaneamente ( 75 ).

0 catalisador e a agua hidrolisam as ligacgoes ligni
na-lignina e carbohidrato-lignina e o solvente cria um ambien
te organofilico, no qual se dissolve a lignina.

Os solventes mais usados sao: alcoois (metanol, eta-
nol, n-butanol), glicerol, etilenoglicol, dioxano e fenol. Os
catalisadores sao normalmente os acidos de Lewis, como oFeCl3,
AlCl3 e AlE(SOM)3' Os acidos organicos liberados durante 0
processo aceleram a delignificagao e sao responsévéis pela pa
ralela solubilizacao de hemiceluloses. O processo € normalmen
te conduzido a altas temperaturas (e pressoes), produzindo um
substrato residual celuldsico altamente degradavel por enzi -
mas e microrganismos (23, 37, 48).

0 etilenoglicol ao lado do acido peracético, sao os
dois agentes delignificadores mais eficientes, segundo FAN e
colaboradores ( 47 ). Pelo tratamento de U8 gramas de palha de
trigo com 600ml de etilenoglicol e 13ml de HCl concentrado, a
1292C (2,57 atm) durante 1 hora, obtiveram uma redugac de
83,8% no conteldo de lignina. Comparando-se com o método de
explosdo pelo vapor, este tratamento consegue uma delignifica
¢do0 mais intensa e mais seletiva, devido provavelmente a su -
pressdo da hidrdlise das hemiceluloses pelos solventes e a
dissolugdo da lignina durante o processo de hidrdélise que di

ficulta a sua condensacdo (75 ).

3.3.7. Agentes inchadores
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Sdo fortes solventes eletrofilicos e podem ser dividi
dos em duas categorias: intercristalinos e intracristalinos.

Na primeira, podemos citar a dgua que pode penetrar e
degradar somente a porg¢do amorfa da celulose. O segundo tipo
de agentes inchadores, requer um reagente quimico capaz de que
brar as pontes de hidrogénio da celulose e afetam tanto as por
¢Bes amorfas como as cristalinas da mesma.

Como resultado da agdo dos agentes intracristalinos ,
ha mudancas na estrutura celular e na cristalinidade, que pro-
duzem um aumento na reatividade. Além de apresentar um menor
acréscimo na suscetibilidade a degradacdo pela celulase do que
o tratamento por solventes, ainda apresenta o inconveniente do
alto consumo de reagentes, que limitam grandemente a sua apli-
cagdc em larga escala (23, 48).

Entre estes inchadores de celulose, temos ( 48 ):

NaOH
H_ SO
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HBPO4

NO2 em dimetilsulfdxido

1
ZnC >
Zincato de sddio

Benziltrimetilhidrdéxiamdnia

3.4. PRE-TRATAMENTOS BIOLOGICOS

Os pré-tratamentos bioldgicos utilizam microrganis -
mos apodrecedores de madeira, que podem degradar isoladamente
ou em paralelo, a celulose, as hemiceluloses e a lignina.

Entre estes, encontramos quatro categorias de fungos:

3.4.1. Fungos da podriddo marrom ("brown rot fungi")

Pertencem a sub-divisdo dos Basidiomicetos e degradam

principalmente o0s polissacarideos das madeiras moles, tornando

as quebradigas e de coloragdo marrom.
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Exemplos: Poria placenta

LLentinus lepideus

Gloeophylum trabea

Coniophora puteans

Pleurotus ostreatus

Phaeolus schweinitzii

3.4.2. Fungos da podridido branca ("white rot fungi™)

Também sao Basidiomicetos e degradam tanto a lignina,
como os polissacarideos, principalmente de madeiras duras. A
madeira degradada € macia e de coloracao branca.

Exemplos: Phanerochaete chrysosporium

Stereum sanguinolentum

Fomes annosus

Peniophora gigantea

Polyporus versicolor

Ganoderma applanatum

3.4.3. Fungos da podridao macia ("soft rot fungi")

Compreendem fungos pertencentes aos Ascomicetos e Fun

gos Imperfeitos, capazes de degradar polissacarideos e lignina
de madeiras duras e moles.

Exemplos: Chaetomium globosum

Phialophora fastigiata

Thielavia terrestris

Papulospora sp

Paecilomyces sp

3.4.4., Fungos do tingimento azulado ("blue stain fungi")

Também sao Ascomicetos ou Fungos Imperfeitos, que vi-

vem em células parenquimaticas de madeiras moles, as custas da
degradacgac de polissacarideos e proteinas residuais.

Seu maior dano a madeira € a sua descolorag¢ao nativa,
tingindo-a de azul ou preto, em consequencia do material depo-~

sitado nos vacuolos no interior das hifas do fungo.



Exemplo: Aureobasidium pullulans

A degradagao de madeiras por bactérias ocorre de ma -
neira muito lenta quando comparada ao ataque fungico. As bacté
rias formam colonias nas células parenquimaticas, degradando
também polissacarideos e lignina.

Exemplos: Bacillus polymyxa

Cellulbmonas Sp

Pseudomonas sp ( 50 )

A biodegradagao da lignina € um processo oxidativo
que além de formar CO2 e HZO como produtos finais, causa modi-
ficagoes ou bioalteragoes, como a demetilagao e a oxidagao par
cial (30, 48, 75)

0 uso destes agentes delignificadores biologicos e
promissor, porém a sua lentidao tem prevenido o uso em larga
escala. Com auxilio da engenharia genética, usando a técnica
do DNA recombinante, pode-se num futuro préximo, modificar es-
tes microrganismos, acelerando o processo de crescimento e de
delignificagao, com possibilidade de sua aplicagao como um efe
tivo método de pré-tratamento ( 37, 48).

Como a lignina é a maior barreira para a hidrdlise en
zimatica da celulose, exigindo altos custos para transformar
0os complexos lignocelulosicos a formas hidrolisadas, parece ra
cional utilizar fontes de celulose com conteudo de lignina re-
duzido. LINDEN e colaboradores ( 93) verificaram que durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas, a lignificacgao ocor
re apdés a biossintese da celulose. Como a hidrdlise da celulo-
se € inversamente proporcional ao conteudo de lignina, as par-
tes vegetativas das plantas por apresentarem celulose com bai-
xo teor de lignina, constituiriam por si sO, um substrato mais

acessivel a degradagao enzimatica.
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4. FERMENTACAO DE PENTOSES

A capacidade de catabolisar pentosanas é amplamente
distribuida entre bactérias e fungos, mas este bioquimismo tor
na-se muito restrito quando etanol é proposto como principal
préduto fermentativo, a partir da unidade monomérica D-xilose.

Em vista das leveduras classicamente empregadas na
fermentacdo etandlica de hexoses, como as espécies do género

Saccharomyces, serem incapazes de promover a fermentagdo alcod

lica de pentoses, os esfor¢os tecnoldgicos iniciais neste sen-
tido, exigiram o desenho experimental de uma fermentacéo em

duas fases:

a) Conversdo da D-xilose em D-xilulose através da en

zima comercialmente disponivel, (glucose)-xilose-
isomerase.
b) Catabolizagdo da pentulose resultante em etanol

(60 ).

Mais recentemente, alguns grupos de pesquisadores i-
niciaram a exploracgdo do bioquimismo fermentativo de algumas
espécies de leveduras, capazes de promover a conversdo direta
da g—xilose a etanol e o0s resultados iniciais mostraram-se mais

promissores com os géneros Pachysolen (134), Pichia (39 ) e Can

dida (64 ,104).

4.,1. Fermentacdo indireta de pentoses com o emprego de xilose-

isomerase

A isomerizagdo da gnxilose a seu ceto-isdmero, a guxl
lulose, pode ser feita por via enzimética ou quimica.

A isomerizacgdo por via enzimatica pode ser conseguida
pelo emprego de uma preparag¢do comercial de glucose isomerase

E.C.5.3.1.5. (83 ) ou de células imobilizadas intactas de Bacil

lus sp (60 ,103), Streptomyces olivaceus e Actinoplanes missou-

iensis (61 ).
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Quimicamente, a gfxiiulose pode ser preparada pela 1
somerizacao da Q—Xilose catalisada por piridina (150,157 ,158)
ou pelo metodo do aluminato de sodio, modificado por GONG e
colaboradores ( 60 ).

0 equilibrio da reacac de isomerizacic é desfavora -
vel em relagao a produgao de D-xilulose (10 - 25%) e complica
consideravelmente o processo (25 ).

Como a enzima nao € inibida pelo etanol (25 ), o me-
io contendo a D-xilose residual, deo qual a D-xilulose foi con
sumida durante o processo fermentativo, pode ser reciclado em
sistema fechado sobre uma coluna externa de glucose isomerase
( 80), desde que atraves de aparelhos especiais se mantenham
as leveduras no tanque de fermentacao ( 25).

A fermentacgao da E—Xilulose a etanol pelas leveduras
se completa em 6 horas apds cada reacao de isomerizacao, e a-
pos 5 ciclos alternativos de isomerizacao/fermentacao, 85% da
foilose foi consumida, com rendimentos de etanol na faixa de
85% do teorico ( 25).

0 uso sequenciado da iscmerase e das leveduras, ape-
sar de propiciar uma alta taxa de conversao de D-xilose a eta
nol, quando aplicado a sistemas de reatores imobilizados de
enzimas e de levedura ( 25 ), apresenta como desvantagem os al
tos custcs provenientes das repetidas reciclagens de solugoes
de aclcar relativamente diluidas (80 ).

Os principais microrganismos utilizados para proce -

der a fermentagao da D-xilulose, sao: Saccharomyces cerevisi-

ae (60 ,157,158), Saccharomyces carlsbergensis (60 ,157,158),

Schizosaccharomyces pombe (25 ,80 ,83 ,157,158), Saccharomy -

ces uvarum (143) e Candida tropicalis (80 ).

Dentre estes, sao particularmente eficientes a Candi

da tropicalis ATCC 1369 que produz concentragoes de etanol

mais altas e de xilitol mais baixas que aquelas obtidas quan-
do a D-xilose foi usada como fonte de carbono (80,82 ) e o

Schizosaccharomyces pombe ATCC 2473 que produziu mais etanol

(2,3%) e menos xilitol (0,1%) a partir de D-xilulose que to-

)

das as outras leveduras testadas (80, 82 ).
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A taxa de conversao de D-xilose a D-xilulose pode
ser aumentada pela adigao de borato, obtendo-se em consequég
cia, um aumento de 3 vezes na producgao de etanol. Entretanto
a utilizagao total da D-xilose nao pode ser alcangada, por -
que a reacao de isomerizacao esta limitada a 80% na presenca
de borato ( 25).

Em funcao disto, a isomerizacgao enzimatica acoplada
a fermentacao, pelo continuo deslocamento do produto interme
diario, teoricamente seria o método ideal para aumentar oS
rendimentos em etanol a partir de D-xilulose (25 ). Entretan
to nao o €, porque a levedura e a glucose isomerase, apresen
tam diferentes pH e temperaturas otimas ( 83 ).

Temperaturas maiores (702C) e pH mais alcalinos
(7,5) sao otimos para a isomerizagao, enquanto que temperatu
ras mais baixas (309C) e pH também mais baixos (4 - 5) sao
requeridos para a fermentagao. Além disso, a enzima € rapida
mente desnaturada em pH = 4 (mas atua a mais baixas tempera-
turas), enquanto que a levedura nao sobrevive em temperatu -
ras acima de 35°C e valores de pH superiores a 6 causam a
formagao de grandes quantidades de xilitol e arabinitol (83).

Na pratica, a manutencgao de condigoes Otimas em ca-
da um dos processos por requerer equipamentos controladores
sofisticados, € muito dificil, por isso os reatores com a en
zima e a levedura tendem a operar numa combinagao de pH e tem
peraturas aproximadamente uniformes, intermediarias entre as
condigoes oOtimas dos dois biocatalisadores (pH = 6 e T = 302C)
(83).

Portanto o uso de leveduras termotolerantes como &
Candida sp HT4, poderia minimizar os efeitos negativos do em-
prego destas condicdes sub-otimas, uma vez que esta levedura
apresenta temperatura otima de fermentagao entre 45-502C (103).

Como as leveduras de cervejaria, do género Saccharo-
myces, tem a capacidade de fermentar a E—Xilulose, estas pode
riam produzir etanol a partir de g—xilose, desde que por tec-
nicas de engenharia genética, nelas se incorporasse o0 gen que

codifica a xilose isomerase ( 46 ,133).
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SCHNEIDER e colaboradores (133) estao trabalhando nes-
te sentido, cuja primeira estratégia envolveu o isolamentc e ca

racterizacao de um plasmideo de Escherichia coli que possuia o

gen para a xilose isomerase. Passos seguintes requerem a intro-
ducao deste gen no DNA da levedura, para entdo obter a sua ex -
pressao.

UENG e colaboradores (153) ja inseriram este plasmideo

de Escherichia ccli contendo o gen para a xilose isomerase, em

Schizosaccharomyces pombe. Este gen € muito estavel nas células

da levedura, as guais sao capazes de fermentar diretamente a D-
xilose a etanol (22).

0 perfil de utilizacao da_gnxilulose difere daquele da
utilizacao da 2~xilose. A maioria das leveduras utilizam facil-
mente a D-xilulose aerobica e anaerobicamente (82 ).

A presencga do O2 acelera o metabolismo da D-xilose,
nao tendo efeito significativo sobre a utilizacao da g—xilulo -
se. Este efeito relacionado ao O2 (semelhante ao efeito Kluyver)
pode ser resultante de uma necessidade direta ou indireta de O2
para a entrada da g—xilose ou entao para a atividade de uma en-
zima catabolica inicial (62 ).

Na FIGURA 6, observa-se que a transformagao pelas leve
duras, da g-xilose a xilulose-5-fosfato, um intermediario da
via das pentoses fosfato (VPP), pode ocorrer pela reacao de éxi
doredugao da D-xilose a D-xilulose com formagao de xilitol como
intermediario, ou entao, a D-xilose pode ser isomerizada direta
mente a D-xilulose pela xilose isomerase ( 60 ).

A reacao de oxidoredugao parece ser a via comum porgue
normalmente aparece o xilitol como sub-produto metabolico des-
tas leveduras, o que a elas falta é a enzima de isomerizacgao
(60, 61).

Esta mesma enzima nao foi detectada tambem em culturas

de Fusarium oxysporum (144).

As enzimas requeridas para o metabolismo da D-xilulose
sdo constitutivas ou rapidamente induzidas em células previamen
te crescidas em D-glucose, de acordo com WANG e SCHNEIDER (60),

pela inexisténcia de uma fase lag quando estas células foram i-
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noculadas em D-xilulose.

0 mecanismo proposto para o catabolismo da wailulose
é a fosforilac¢do inicial a xilulose-5-fosfato, conversdo desta
a glucose-b6-fosfato ndo oxidativamente pelas enzimas do "shunt"
das pentoses, seguida pela conversio da glucose-b6-fosfato a e-
tanol, pela via de Embden-Meyerhof-Parnas.

Com base neste mecanismo, 6 moles de xilulose-5-fosfa
to produzem 5 moles de glhcose—6—fosfato e cada mol de glucose
-6-fosfato leva a formacgdo de 2 moles de CO2 e 2 moles de eta-
nol (158).

Assumindo que cada mol de g—xilose pode ser converti-

do a D-xilulose e que cada mol de D-xilulose segue o mecanismo

proposto acima, podemos escrever a seguinte equacdo geral:

—_ ? C.H_OH +

CSHIOOS 3 25 €O

wiwm

Em funcdo desta relagdo estequiométrica, o rendimento
tedrico de etanol corresponde a 0,51 grama/grama de pentose

consumida (138).

4.,2. Fermentacgdo direta das pentoses a etanol

As reagdes de conversdo de pentoses por diferentes ti

pos de microrganismos podem ser visualizadas comparativamente

na FIGURA 7.

4,2.1. Conversdo bacteriana de pentoses

Tal como as leveduras e os fungos filamentosos, também
as bactérias convertem as pentoses a piruvato por uma combina-
cdo da via das pentoses fosfato e via de Embden-Meyerhof-Par -
nas (126).

O piruvato formado pode entdo ser convertido a etanol
além de uma variedade de produtos finais, que incluem &dlcoois
(butanol, isopropanol e 2,3 butanodiol), dcidos orgénicos (a-
cético, butirico, férmico e ldatico), cetonas (acetona) e gases

(H2 e COZ) em fungdo da bactéria utilizada.
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FIGURA T7: Quadro comparativo do metabolismo de pentoses (D-xilose) em bactérias, leveduras e fungos

filamentosos (165).
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Entre estas, podemos citar a enterobactéria Klebsiel-

la pneumoniae produtora de etanol e 2,3 butanodiol (74,128 129,

168,169) e o Clostridium acetobutylicum que produz uma mistura

de solventes, que incluem acetona, butanol e etanol ( 7 , 86 ,

116,128,155) .

Zymomonas mobilis, uma eficiente produtora de etanol

pela via de Entner-Doudoroff (a partir de sacarose), nido o faz
a partir de pentoses (124).

A produgdo bacteriana de etanol, apresenta restrigdes
quando se pensa na sua proje¢do industrial, isto porque em fun
¢ao da grande variedade de produtos paralelos formados, a con-
centracio relativa de etanol é baixa, quando comparada a fer -
mentacdo etandlica de pentoses por leveduras, na qual se for-

ma preponderantemente o etanol (165).

4,2.2. Conversdo de pentoses por fungos

Muitos fungos filamentosos s&do capazes de metabolizar
hexoses a etanol, porém a capacidade de produzir quantidades
significativas de etanol a partir de pentoses, estd restrita a

espécies do género Fusarium (109, 126) e Paecilomyces (167).

Em geral, esta taxa de produgdo de etanol a partir de
D-xilose estd muito aquém daquela observada em bactérias e le-
veduras, podendo ser melhorada pelo emprego de indculo com al-
ta concentracgdo micelial (61 ).

A habilidade do Fusarium lini em fermentar pentoses é

conhecida jd hd 60 anos (162). Quando cultivado em D-glucose

ou D-xilose, Fusarium lini Bolley produz CO_ e etanol, em pro-

2
porgdes variaveis em fungdo do carbohidrato fermentado.
Em D-glucose, as quantidades de produtos formados obe

decem a equacgdo cldssica da fermentagdo alcodlica pelas levedu

ras (Equac¢do de Gay-Lussac):
¢ 2
2 C6H1206 —_— 2 002 + C2H50H
Por outro lado, em D-xilose, a relagdo entre os produ

tos formados segue a reagdo:

5710% » 2 CO2 + C2H5OH
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Portanto este fungo quando cultivado em D-xilose, a -
presenta uma taxa de recuperagdo de C na faixa de 80% (57,162),
sendo que o C "perdido" € acumulado no pool dos metabdlitos in

termediarios (126).

Quando Fusarium lini é crescido em D-xilose, L-arabi-
nose ou rhamnose, a D-xilose é utilizada mais eficientemente
para a produgao de etanol, enquanto que a L-arabinose o é para
crescimento (162).

0 tempo de fermentacao € muito longo, sendo necessa
rios 40 dias para que se consuma totalmente uma solucao de 2 -
xilose a 4% (82 ). Os teores maximos de etanol sdo obtidcs en~
tre o 12 ~ 202 dia, apdés os quais o etanol é consumido pelo
fungo (162). Concentrag¢des de etanol entre 3 - 5% inibem com -
pletamente o seu crescimento (162).

Uma cultura mista de leveduras e Fusarium lini foi

proposta por LOUGHRAN e colaboradores (97 ) para fermentar res
pectivamente, hexoses e pentoses presentes em hidrolisados &ci
dos de madeira, obtendo-se um aumento de 6 - 12% nos rendimen-
tos de etanol.

GIBBS e colaboradores ( 57) demonstraram que "resting

cells" de Fusarium lini Bolleyv quando crescidas anaerobicamen-

te, fermentam um mol de D-xilose com produgio de quantidades e

quimoleculares de CO etanol e dcido acético, enquanto que cé

2’
lulas jovens em crescimento, produzem maiores niveis de etanol
e CO2 numa relacdo de 1:2 e somente tragos de dcido acético.

Experimentos com C radiocativo demonstram que a xilu

14
lose-5-fosfato é cindida pela enzima fosfocetolase, entre o]
C-2 e o C-3, fragmentos entdo metabolizados pela VPP acoplada
3 via de EMP. 0 acido acético é derivado do fragmento C-2 e o
etanol e CO2 do fragmento C-3, similarmente com o que ocorre
com as bactérias laticas (57 ).

0 nido aparecimento de quantidades aprecidveis de adi-
do acético em culturas jovens, sugere que as células em cresci
mento metabolizam o fragmento C-2 de uma maneira diferente da

que o fazem as "resting cells", como por exemplo, a formagdo

de lipidios ou entio que o prdprio dcido acético possa ser me-



tabolizado pelo fungo (57 ,126).

Este fungo apresenta como vantagem a relativamente al
ta tolerancia a etanol (5 - 6%) e aclUcares, além da sua ati-
vidade celulolitica e hemicelulolitica ( 9 ,119,145,165),

Mais recentemente, SUIHKO e ENARI (145) testaram 26
cepas pertencentes a 12 especies do género Fusarium, com vis
tas a sua habilidade em fermentar uma solucao de D-xilose a

5%. A cepa selecionada foi o Fusarium oxysporum VTT-D-80.134,

que produziu 2,1% de etanol em 7 dias.
Tambem WU e colaboradores (167) isolaram um fungo, o

Paecilomyces sp NF1, capaz de formar 0,40g etanol/g D-xilose

consumida em 7 dias.

No entanto, este processo ainda € lento em consequén—
cia da reduzida taxa de crescimento destes fungos, exigindo
muitas pesquisas para que se torne praticamente competiti -

vel com a fermentacao de pentoses por leveduras (61 ).

4.2.3. Conversao de pentoses por leveduras

No que diz respeito a fermentagao de pentoses por leve
duras, BARNETT (10 ) investigou a utilizagao da D-xilose por
434 cepas capazes de processar a fermentagao etandlica a par-
tir de D-glucose e/ou sacarose, concluindo que apenas 214 uti
lizavam a D-xilose aerobicamente e nenhuma o fazia anaerobica
mente.

Este "screening" desestimulou temporariamente as
pesquisas referentes a fermentagao de pentoses, entretanto
mais recentemente, trabalhos promissores foram publicados, re
latando a conversao da D-xilose a etanol em condigoes semi-ag

robicas pela levedura Pachysolen tannophilus ( 77,133,134) 5

aerobicas pelas leveduras Kluyveromyces marxianus (104, Can -

dida shehatae (44,79 ), Candida tropicalis (77, 78 ), Clavis

ora sp (108); anaerdbicas pela levedura Pichia stipitis(38,

39 ) e aerobica e anaerobicamente pela mutante Candida sp XF
217 (64 ).

Entre estas, Pachysolen tannophilus foi a primeira

levedura obtida que fermentasse (semi)-anaerobicamente a D-xi
lose, com os trabalhos originais sendo desenvolvidos em 1980
no National Research Council do Canada, pelo grupo do Dr. HEN

RY SCHNEIDER ( 134). No Brasil, o Departamento de Bioquimica



da U.F.Pr. gerou a publicacao pioneira nesta tematica, utili -
zando a mesma lecvedura, como agente fermentativo de hidrolisa-
1.

Esta levedura fol descrita originalmente por BOIDIN e

()]

dos acidos de bagaco de cana (

ADZET em 1957. A cepa NRRL Y-2460 é dipldoide e outras trés ce-
pas, tambem obtidas Por BOIDIN, sao predominante ou exclusiva-
mente haploides. Suas células sio elipsoidais ou ocasionalmen-
te oblongas e algumas delés possuem um ou dois pequenos apicu-
los. As células dipldides medem (2-3,4) x (3,7-6,5)u e as célu
las hapldides (1,7-2,6) x (3,1-5,6)u, portanto bem menores que

as células de Saccharomyces. As coldnias sdo branco acinzenta-

das, brilhantes, mucdides, podendo com o envelhecimento tomar
odor butirico e formar hifas ( 88, 95).

A esporulagdo é intensa e se processa através da for-
magdo de ascdsporos. Possui a habilidade de secretar quantida-
des apreciaveis de fosfomanana extracelular (2 ,88 ).

Em comparagdo com a tradicional fermentacdo etandlica
de hexoses, a fermentagdo direta da D-xilose pela levedura Pa-

chysolen tannophilus é um tanto complicada e influenciada por

diversos parametros, tais como:

4,2.3.1. Aeracéio

As bases bioquimicas ou fisioldgicas do efeito do O2
no metabolismo da D-xilose n&do estdo bem esclarecidas, podendo
estar relacionadas ao transporte da pentose, a assimilacdo da
E-Xilose através de uma via redutora/oxidativa, a regeneracio
de coenzimas reduzidas ou a produgdo, através da fosforilacgdo
oxidativa,‘de ATP para o crescimento celular (82 ).

Ainda que a levedura Pachysolen tannophilus produza e

tanol em condigdes estritamente anaerdbicas (77 ,82 ,138), o o
xigénio € requisito fundamental para o crescimento desta leve-
dura em D-xilose, bem como em D-glucosec (135,138).

0 papel do O2 no crescimento estd associado 2a incorpo
ragdo do carbono da D-xilose no material insolidvel do ciclo dos
dcidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs, além do que a indu-

gdo das trés enzimas necessérias ao metabolismo inicial da D-
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xilose (xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilulose qui-

nase) em niveis sSignificativos, somente ocorre na presenca de

0, (1067.
2

A inabilidadc do Pachvsolen tannophilus em crescer a-
naerobicamente em D-xilose estd relacionada & auséncia de

NADPH, gerado aerohicamente através do ciclo de Krebs e neces-
sdrio para a produgio de xilitol a partir de D-xilose (106).

Experimentos de SLININGER e colaboradores (138) de-
monstram claramente, que na auséncia de O2 ndo hd crescimento
celular nem fermentag¢do, quando se usa uma baixa concentracgio
de indculo. Entretanto, quando o meio é inoculado com uma alta
concentragdo celular, a produgdo de e¢tanol ocorre em condigdes
anaerdbicas (88 ,106,138).

As vantagens do emprego de um indculo com elevada con
centracgdo celular foi explorada por MALESZKA e colaboradores
(99 ), que verificaram que nestas condig¢des, o tempo necessa -~
rio para atingir a concentracido maxima de etanol, era diminui-
do.

Além disso, um aumento de aeracgdo durante a fermenta-
¢do, faculta uma maior produgdo de etanol, que chega a ser ma-
xima com taxas de ar entre 0,45 - 0,5 VVM (135).

Aerac¢do mais vigorosa, leva a produgido de etanol mais
rapidamente, porém com menores rendimentos ( 77 ,133).

Em cultivos anaerdbicos, Pachysolen tannophilus apre-

senta uma ativa fermentacgdo de B—Xilose com formagdo simultad -
nea de etanol e dcido acético ( 77).

Os efeitos desta aeracgdo foram investigados através
da adigdo de inibidores metabdlicos. Entre estes, os inibido -
res respiratdérios (azida sdédica e antimicina A), ndo bloquea -

ram a formagdo de etanol, sugerindo gque Pachysolen tannophilus

usa uma via ndo respiratdria para a producgdo deste ( 77).
Segundo BRUINENBERG e colaboradores (149), esta fer -

mentagdo anaerdbica da D-xilose somente é possivel em levedu -

ras nas quais as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogena

se, podem funcionar com o mesmo sistema de coenzimas.



4.2.3.2. Temperatura

Para as células de Pachysolen tannophilus, a tempera-

tura Otima para crescimento e producdo de etanol estd na faixa
dos 322C, sendo que em temperaturas sub-dtimas (28-309C), 0s

rendimentos aumentam com o aumento da temperatura (138).
4.2.3.3. pH

EXperimentos de SLININGER e colaboradores (138) de-~
monstraram qgue o crescimento celular e a produg¢do de dalcool

por Pachysolen tannophilus, s&o otimizados quando o pH do meio

¢ ajustado para 2,5. A natureza aciddéfila deste microrgaﬁismo,
por inibig¢do das fungdes celulares da maioria dos contaminan -
tes em condigdes de baixo pH, permite a manutengdo de fermenta
¢Bes puras (138).

Entretanto, DEKKER ( 35 ) verificou que Pachysolen tan

nophilus era incapaz de crescer em pH inferior a 3,0. Neste pH
obteve um leve crescimento e formacdo de tragos de etanol, po-
rém a viabilidade celular é inferior a 20%. Cresce bem na fai-
xa de 3,5 - 6,5 com produgdo paralela de etanol.

Para DEBUS e colaboradores (33 ) o pH étimo para cres
cimento é 4,8 , portanto para o crescimento é requerido um pH
ligeiramente mencs acidico do gque aquele necessdario para a pro

dug¢do otimizada de etanol.

4.2.3.4. Concentracgdo de substrato

Para SLININGER e colaboradores (138), concentragdes

de g—xilose superiores a 50g/1 interferem tanto no crescimento
como na produg¢do de etanol. Em contrapartida, DEKKER ( 35) re-
latou que a concentracgdo celular foi maxima com concentragdes

de substrato de 20g/l, enquanto que a concentragdo de etanol

foi mdxima, quando a concentragdo de D-xilose era de 100g/1.

4.2.3.5. Fermentagdo de outros agucares

E altamente desejavel, que o microrganismo a ser em -

pregado na fermentagdo de hidrolisados da fragédo polissacaridi
ca de biomassas vegetais, tenha a capacidade de fermentar, a-

1ém da D-xilose, uma mistura de agucares a etanol.
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Pachysolen tannophilus cresce em D-glucose, D-manose,
D-frutose, L-arabinose, sacarcse, celobiose e dcido glucurdni-
co, produzindo etanol a partir de g—glucose, D-manose, D-fruto
se, L-arabinose, celobiose e dcido glucurdnico (quando presen-
te em baixas concentracgdes = 2%). 0Os teores de etanol formados

a partir de L-arabinose, celobiose e dcido glucurdnico sio mui

to baixos quando comparados aqueles obtidos a partir da D-xilo

se, D-glucose e D-frutose ( 35).

Apesar de ser classificada taxonomicamente como inca--
paz de converter a D~galactose a etanol, por sd assimilar esta

hexose oxidativamente, a levedura Pachysolen tannophilus pro-

duz etanol a partir deste carbohidrato, apds sete dias, quando
a fase estaciondria de crescimento é atingida (133).
Ndo utiliza a rhamnose (105).

Em fun¢do disto, a levedura Pachysclen tannophilus a-

presenta um grande potencial para ser empregada na fermentacido
de uma variedade de hidrolisados, uma vez que possui a capaci-
dade de fermentar eficientemente os quatro agucares, D-xilose,
g—manose, Q—glucose e g—galactose, que geralmente respondem

por mais de 90% dos carbohidratos presentes nas fitobiomassas.

4.2.3.6. Outros: consumo de etanol, inibig¢&do por etanol e fend

licos, produgdo de sub-produtos, como adiante detalha

do.

5. Rendimentos

Com raras excec¢des , os rendimentos alcodlicos obti -
dos em funcdo da fermentagido de pentoses sio insatisfatdrios ,
quando comparados com os rendimentos tedricos (0,51g de etanol
/g de D-xilose consumida = y) (138).

Exemplificando:
0,28g/g (104)
0,29g/g (44 )
0,30g8/g (78 )
0,3Ug/g (138)

Kluyveromyces marxianus

Candida shehatae

Candida tropicalis

< K < <
n

Pachysolen tannophilus
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0,40 g/g (39)
0,42 g/g (64).

Pichia stipitis

<
H]

Candida sp XF 217 y

Os baixos teores de etanol, podem ser atribuidos a di

versos fatores, quais sejam:
5.1. Toxicidade do etanol formado (133,145,162).

5.2. Paralelamente a produgao de etanol, sao formadas quantida
des apreciaveis de acido acético, xilitol e arabinitol co

mo subprodutos ( 62 ,105,132).

5.3. Consumo do etanol a medida que esta sendo formado, ou quan

do a concentragao de substrato passa a ser limitante (35,

98 ).

5.4, Sensibilidade osmdética das leveduras usadas a elevadas

concentracoes de substrato = inibigao pelo substrato ( 35).

5.5. As fermentagoes nao sao processadas nas condigdes tais,

que otimizam a producgac de etanol.

5.1. Toxicidade do etanol formado

A incapacidade dos microrganismos fermentadores de
pentoses em tolerar o etanol formado, em concentragoes em mé-
dia superiores a 6%, se constitui numa das maiores limitacgdes
com vistas a obtengdo deste solvente, uma vez que as levedu -

ras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe am-

plamente empregadas na fermentagido etandlica de hexoses, tole
ram até 12g% de etanol ( 25).

0 fungo Fusarium oxysporum apresenta uma tolerdncia

a etanol entre 5 - 6g% (145), enquanto que concentracgdes eta-
nélicas entre 3 - 5g% inibem totalmente o crescimento de Fusa
rium lini (162).

Ainda que, SCHNEIDER e colaboradores ( 133) demonstra
ram que na presenga de ar, quandc a g-xilose é a unica fonte
de carbono, concentragdes de etanol superiores a 4 - 5g% ces-

sam o crescimento de Pachysolen tannophilus e KURTZMAN (88 )

verificou que esta levedura tolera um pouco mais de 3 - 6g% de
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etanol, SLININGER e colaboradores (138) observaram que o "up-
take' da Q—Xilosé ja e influenciado negativamente quando a con
centragao de etanol ultrapassa 1,9g%.

Ndo se conhece exatamente o que torna o microrganismo
tolerante ao dlcool, no entanto sabe-se que esta tolerdncia es
ta relacionada a fracdo de acidos graxos, quimicamente insatu-
rados, presentes na membrana celular (46 ).

Trabalhos de BEAVEN e colaboradores (12 ) com Saccha-

romyces cerevisiae, demonstraram que a concentracgdo de etanol

intracelular era superior aquela extracelular, e que a suple -
mentagdo das culturas apds 8 horas de incubag¢Zo, com etanol e-
x6geno 1,5M (6,9g%), levava a uma parada no crescimento e dimi
nuigdo drastica da viabilidade das células. Paralelamente, ha-
via um aumento no conteido de &dcidos graxos saturados e dimi
nuicdo dos insaturados, da membrana celular.

Isto poderia ser uma adaptagdo do microrganismo a ele
vadas concentrac¢des de dlcool, uma vez que estes lipidios alte
rariam a permeabilidade da membrana celular, reduzindo em con-
sequéncia sua concentrac¢do intracelular ( 36, 46 ).

JANSENS e colaboradores (73 ) confirmaram esta hipdte
se, ao adicionar uma mistura de lipidios (0,6g ergosterol + 1ml
dcido linoleico + 100ml Tween 80) a um meio de cultura a base
de lactose, que foi submetido a fermentagdo alcodlica com a le

vedura Kluyveromyces fragilis. Como resultado, obteve um de -

créscimo de 33,3% no tempo de fermentag¢do e um aumento de 10,9%
na produgdo de etanol.
Resultados semelhantes foram obtidos por DEKKER e co-

laboradores ( 36 ) com a levedura Pachysolen tannophilus. Ao in

corporar a mesma mistura de lipidios a um meio nutritivo con -
tendo 50g/1 de D-xilose como fonte de carbono, observaram que
estes também promoviam um aumento na produg¢do de etanol, efei-
to este que se torna maximo em torno da 722 hora de fermenta -
¢do Obtiveram uma taxa de 0,32g de etanol/g de g—xilose consu
mida (62% do tedrico), ao passo que o controle, ao qual ndo fo
ram adicionados lipidios exdgenos, quando submetido as mesmas

condi¢des de crescimento, apresentou uma taxa de 0,20g etanol/



g D-xilose consumida (37% do tedrico), apesar da quantidade de
biomassa formada ndo sofrer alteragdo. Usando-se estes lipidios
separadamente, a produgdo de etanol continua aumentada, porém
ndo sobrepujou a da mistura.

Isto reforga a hipdtese da estreita interacgdo entre a
membrana e o etanol: o decréscimo da fluidez causado pela pre-
senga do etanol, pode inibir a ag¢do da proteina envolvida no
transporte do agucar para o interior da célula, inibigdo esta
que pode ser compensada em células enriquecidas em acidos gra-
x0s insaturados ( 73).

A andlise do extrato lipidico de células de Pachysolen

tannophilus crescidas semiaerobicamente em meio, com e sem a a

digdo de lipidios, mostrou que ambos sio ricos em acidos gra-
Xx0s, sendo que os insaturados prevalecem sobre os saturados. As
células crescidas na presencga de lipidios, apresentaram vuma ta
xa duas vezes superior em ergosterol e quatro vezes superior enm
acido linoleico, o que sugere gue estes dois compostos sdo re-

queridos para aumentar a produgdo de etanol por Pachysolen tan

nophilus. Esta parece ser afetada também pela diminuigdo dos é

cidos graxos insaturados (palmitoleico, oleico e linolénico )

(36).

5.2. Formacgdo de subprodutos

No meio de fermentacgdo, além do etanol, aparecem aci-
do acético, xilitol e arabinitol (62 ,105,132).

Os maiores teores de xilitol s&o produzidos a partir
da mistura que possui a maior concentrag¢do inicial de g-xilosa
enguanto que o arabinitol é formado preferencialmente como sub
produto, quando a mistura inicial apresenta uma grande concen-
tragdo de L-arabinose (105). Além disso, a formagdo destes sub
produtos € afetada pela temperatura empregada. A temperaturas
mais elevadas, as pentoses tendem a ser convertidas a xilitol
(25 ).

Tal como a produgdo de etanol, também a de xilitol, é
afetada pela aeracgdo do meio de fermentagado. Com taxas de aera

¢io superiores a 0,5VVM, desloca-se significativamente o meta-



bolismo em relacgdo a produgido de etanol, em detrimento da de
xilitol. No entanto, apesar de aumentar a relagdo etanol : xi
litol, o teor de etanol é também drdsticamente reduzido, por-
tanto o controle da aeragdo isoladamente ndo é uma estratégia
eficiente para minimizar a producido de xilitol (135).

Segundo SCHVESTER e colaboradores (135), para que es
ta redugdo na produgdo de xilitol possa ser alcangada, parece
necessario adaptar os microrganismos usados, a altas concentra
¢Bes de substrato, tornando-os tolerantes a concentrag¢des apre
cidveis de etanol (7 - 9g%).

0 aparecimento do xilitol no meio de fermentacgdo, o-
corre apds uma significativa lag-fase, num perfil muito seme-
lhante ao que ocorre com o etanol, sendo que em ambos os ca-
sos, a produgdo se inicia quando a concentracgdo de 02 dissol-
vido esta préxima a zero (135).

A produgdo de acetato e xilitol resulta em pequenas,
porém significativas perdas na producgdo de etanol. Sua magni-
tude foi estimada, assumindo que a formagdo de acetato resul-
ta numa perda equimolar de etanol e que a formagdo de xilitol
previne a conversdo de uma quantidade equimolar de g-xilose a

etanol. Para a cepa selvagem de Pachysolen tannophilus, esta

perda estéd entre 7,1 - 12%, enquanto que para a mutante obti-
da por NEIRINCK e colaboradores (105), que possui um rapido
crescimento em g—galactose, a perda esta entre 5 - 8,3%, va-
riando em funcdo da composig¢do da mistura empregada (133).

Como o xilitol pode ser encontrado no meio, em con-
teldo que pode exceder a 15% da concentracdo inicial de agu-
car, seria desejado ter disponivel uma levedura que pudesse a
proveitar fermentativamente este xilitol (101).

MALESZKA e SCHNEIDER (101) trabalhando com 15 cepas

de leveduras, pertencentes aos géneros Candida, Pichia, Pachy

solen, Kluyveromyces, Debaromyces e Hansenula, observaram que

nenhuma delas fermentava xilitol a etanol, concluindo que de-
vido a ndo fermentabilidade deste pentitol, deve-se otimizar

o processo fermentativo com vistas a diminuigdo da sua produ-

cao.
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Este problema poderia ser parcialmente superado pelo
emprego de duas leveduras muito eficientes na conversdo de pen

toses a etanol, Pichia stipitis (39, 94 ) e Candida sp XF 217

( 8 ,63,102), por possuirem ainda a vantagem adicional de pro
duzir apenas pequenos teores de xilitol. Dentre estas, a Pichia
stipitis é particularmente atraente, por possuir ainda a capa-

cidade de hidrolisar xilanas ( 89 ).

5.3. Consumo do etanol formado

Em culturas de Pachysolen tannophilus em crescimento,

aprecidveis perdas de etanol ocorrem aerobicamente, como resul
tado do metabolismo, mesmo quando a D-xilose esta presente (35,
98 ). Esta dissimilag¢do também ocorre na presenca de outros a
gucares, em niveis que variam em fungio do agucar presente.

A D-glucose, normalmente presente em hidrolisados

TN

cidos de madeira, é o carbohidrato que mais eficientemente i-
nibe o processo de consumo de etanol, mesmo quando ela esta
presente no meio numa concentragido de 0,1%. O conteudo de eta
nol consumido na sua presenga, foi de 23% daquele consumido na
sua auséncia. 0 valor correspondente para a g—xilose ¢ de 37%

(98).

0O consumo de etanol requer a presencga de O uma vez

2’

que aumentando a disponibilidade de O ha uma diminuig¢do no

07
tempo de geracgdo da levedura e um aumento no conteudo de eta-
nol consumido ( 98).

Em uma série de experimentos de MALESZKA e SCHNEIDER
( 98), nos quais etanol foi produzido a partir de D-xilose, o
conteudo de etanol consumido foi equivalente a pelo menos,
9,8% do total de etanol produzido.

Além dessas, devem ser consideradas as perdas de eta
nol por volatilizag¢do, que chegam a atingir 5% do teor inici-
almente presente ( 31).

Efeitos semelhantes de consumo de etanol, também fo-

ram verificados em Fusarium lini (162), Fusarium oxysporum

(145), Candida sp XF 217 (63 ) e Candida shehatae (102, 161).




Este consumo de etanol por Fusarium lini, foi retarda

do significativamente por NORD e MULL (109), ao suplementarem
o meio de cultivo com KCN.
No sentido de diminuir o consumo de alcool e a produ-

gdo de xilitol por Pachysolen tannophilus, estudos de LEE e co

laboradores (90 ) demonstraram com sucesso que, aumentos signi
ficativos nos teores de etanol a partir de D-xilose podem ser
conseguidos através de mutacgdes, que reduzem a habilidade do
microrganismo de utilizar o alcool como fonte de carbono. Mu-
tagdes genéticas induzidas por irradiagdo com luz ultravioleta,
ocorrem em 11 diferentes "loci", 3 dos quais conferem rendimen
tos etandlicos aumentados, decorrentes da diminuicgdo da taxa
de oxidagdo de etanol, associada a diminuig¢do da producédo de
xilitol. Estas mutantes sd3o deficientes na enzima malato desi
drogenase, portanto possuem um ciclo de Krebs incompleto, nédo
relacionado até o momento, com o decréscimo nos teores de xili
tol formados.
Resultados semelhantes foram publicados por MALESZKA

e colaboradores (100), apds terem verificado que aumentando o

numero de cromossomos de Pachysolen tannophilus, havia um au -

mento na taxa de crescimento, no conteddo de etanol e uma para
lela diminuig¢&do na formagdo de xilitol. O aumento na produgdo
de etanol ja ocorre quando se passa da célula hapldide para a
dipldéide, porém os mais altos valores sio obtidos com a célula
tripldide e tetrapldide.

Assim o uso de células polipldides, parece ser um ins
trumento Util para processarlmais eficientemente a fermentacgdo
de pentoses. Estes efeitos observados com o aumento do numero
de cromossomos, provavelmente refletem complexos sistemas fi-
sioldégicos, uma vez que ndo alteram a atividade das duas enzi-
mas responsaveis pelo catabolismo inicial da g—xilose (xilose
redutase e xilitol desidrogenase) e apenas afetam ligeiramen-
te, a atividade da dlcool desidrogenase em células tetrapldi-
des.

Um aumento na producgdo de etanol também foi observa-

do por MALESZKA e colaboradores (99 ) e JEFFRIES (77 ), ao em



pregarem na fermentagdo de pentoses, células de Pachysolen tan

nophilus imobilizadas em alginato de cdlcio.

Uma outra técnica que aumenta eficientemente a produ-
¢ad de etanol a partir de g—xilose, é a reciclagem de células
(26 ,99 ,105,133).

A partir de uma solucdo de g—xilose a 2% em YNB 0,67%,
inoculada a uma densidade dtica inicial de 0,05 e incubada em
condi¢des aerdbicas a SOQC, a cada 24 horas as células, separa
das por centrifugacdo, eram inoculadas em meio novo e incuba -
das nas mesmas condig¢des. A concentracgdo celular cresce, brus-
camente para 1,2 ja apds o primeiro reciclo e entdo lentamente
até 1,4 no decurso dos 11 reciclos experimentados. A concentra
¢do de etanol, igual a 0,075g% no primeiro reciclo, se eleva a
0,75g% apdés o quarto reciclo. Quando este experimento foi rea-
lizado a 372C, obtiveram-se teores de etanol de 0,79g%, equiva
lentes a um rendimento tedrico de 78% ( 99).

A fermentagdo de pentoses com reciclagem de células
ou imobilizadas em alginato de calcio, tem a vantagem de nio
requerer aeracio continua, pois resultados similares foram ob
tidos em condig¢des aerdbicas, semiaerdbicas e mesmo anaerdbi-
cas em atmosfera de H2 e CO2 (26, 99).

Este incremento na taxa de produg¢do de etanol como re

’

sultado da reciclagem de células de Pachysolen tannophilus, €

devido em parte, a alta concentracg¢ido celular para processar a
conversdo, ao mesmo tempo em que tem papel fundamental na ma-
nutencdo da taxa de O2 dissolvido em niveis baixos. Ainda, a
reciclagem de células propicia a remogdo de produtos metabdli
cos inibidores e a suplementacgdo de elementos tragos, ja con-
sumidos no meio desgastado (133).

Experiéncias de NEIRINCK e colaboradores (105) e
SCHNEIDER e colaboradores (133), através do uso de etilmetano

sulfonato, levaram a selegdo de uma mutante de Pachysolen tan

nophilus, que apresentou um rapido crescimento em D-galactose
(tempo de geracdo em D-galactose a 2% = 6,5 horas, 73% infe -
rior ao tempo de geracdo da cepa selvagem ).

Com esta mutante, a D-galactose e os outros agucares



(com excegdo da L-arabinose), foram utilizados completamente
em 18 horas, com rendimentos etandlicos varidveis entre 83-90%,
dependendo da composigdo do meio {(selvagem apresentou rendi -

mentos de 76-84%) (105).
6. Fermentacao de hidrolisados de fitobiomassa

As dificuldades éncontradas, quando se pensa no apro-
veitamento fermentativo da fragao hemicelulodsica, resultante
do pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos, com vistas a
obtengao de etanol, sao inumeras, uma vez que durante os pro -
cessos de pré-tratamentos por hidrolise acida e vapor sob pres
sao, sao formadas substancias inibitorias, decorrentes da de -
gradagao de agucares e/ou lignina, que sao tdxicas para a gran
de maioria dos microrganismos (20 ) e algumas enzimas, como a
B-glucosidase ( 37 ).

KATO e SHIBASAKI (84 ) investigaram a produgdo de subs
tdncias antimicrobianas pelo aquecimento de D-xilose e compos-
tos aminados em solugles alcalinas e verificaram que a pfesen-
ca destes compostos aminados, néo é necessdria para a produgdo

daquelas. Tratando uma solug¢do de D-xilose 0,3M em tampdo car-

bonato pH 10,6 a 1209C durante 20 minutos, obtiveram quatro com
postos fendlicos, extraidos da mistura através de solventes or
ginicos (acetona e benzeno) e identificados por cromatografia
liquida, como sendo: catecol, 3-metilcatecol, U-metilcatecol e

metilhidroquinona, todos inibitdrios para Saccharomyces cerevi

siae e Candida utilis.

Os compostos inibidores encontrados em hidrolisados
de fitobiomassas, incluem principalmente: furfural, hidrdxime-
tilfurfural, vanilina, siringialdeido, fenol (37 ), dcido acé
tico ( 14 ,160), dimetilcetona, propionaldeido, N-propionaldei
do (109) e o benzaldeido ( 37).

Além destes, que sdo produzidos durante a hidrdlise
dcida, devem ser considerados os metais que poderdo ser libe-
rados do recipiente de hidrdlise. Entre estes, temos o Fe, Cr,

Cu e Ni, que em concentracgdes de 0,7; 0,1; 0,1 e 0,04g% respec

tivamente, inibem a produgdo de etanol por Pachysolen tannophi

Y 4 (10 )



Esta produgdo de etanol também é inibida por uma con-
centragao de acido acetico de 0,7g% (160).

Segundo DEKKER (37 ) os compostos fendlicos sao mais
toxicos, que os produtos de degradacdo de aglcares, como O fur
fural.

O furfural e o hidroximetilfurfural (HMF) s&o os ini-
bidores mais extensivamente citados na literatura

Uma concentrag¢do inicial de 3g/1 de furfural, no meio

a ser fermentado com Saccharomyces cerevisiae, diminui a multi

plicacgao celular e a produgao de etanol a niveis de 59 e 33% ,
respectivamente.( 6 ).

Ainda que, esta levedura seja mais sensivel a furfu -
ral do que ao hidroximetilfurfural ( 6 ), uma concentracao de
HMF igual a 0,5% inibe o crescimento, enquanto que a produgao
de etanol e inibida a 0,2% ( 1 ).

Em experiencias com Saccharomyces cerevisiae, o furfu

ral desaparece rapidamente do meio, nos primeiros estagios de
fermentacao, em decorrencia da sua metabolizacgao pelas células
da levedura e interacao com componentes do hidrolisado, atin -
gindo valores de 60% da concentragdo inicialmente presente( 6 ).

A producdo de etanol por Zymomonas mobilis também foi

diminuida em 40% quando presentes 0,5g% de furfural no meio

de fermentacgdo (129).

Para a levedura fermentadora de pentoses Pachysolen

tannophilus, uma concentrac¢do de furfural entre 0,25 - 0,30 ¢

jd é letal (42 ). A presenga de concentragdes subletais, afe-
tam tanto a multiplicagdo celular, como a produgdo de etanol.
Usando-se uma alta concentracgido de indculo, consegue-
se eliminar a longa lag-fase causada pela presenga do furfu -
ral ( 6 ).
DETROY e colaboradores ( 41) submeteram hidrolisados
dcidos de palha de trigo contendo 4,3% de D-xilose, a fermenta

¢cdo alcodlica por Pachysolen tannophilus. Ainda que, toda a D-

xilose foi consumida em 4 dias, obtiveram apenas 0,72% de eta-
nol, devido a presenga de inibidores.

Os fungos do género Fusarium ( 82 ,152 ) e a levedura
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Candida shehatae ( 14 ) sfdo particularmente sensiveis aos com-

postos tdxicos presentes nos hidrolisados.

Esta agdo tdéxica estd relacionada a inibigdo da trio-
sefosfato desidrogenase e alcool desidrogenase pelo furfural
(165).

Devido & sua agdo inibitdria, estas substdncias tdxi-
cas deverdo ser previamente removidas, para que a fermentacgdo
de hidrolisados de biomassas possa ser processada eficientemen
te.

A extragdo destes inibidores pode ser feita por:

a) Carvdo ativo (82 ,155).

b) Sulfito de sdédio a quente (92 ,165).
c) Hidrdxido de cdlcio¥* (109).

d) Acetato de etila (37 ).

e) Etanol a T70%%*#* (42 ).

f) Eter (42).

g) Acetona (84).

h) Benzeno (84 ).

i) Norite a 2g% (97 ).

j) Resinas anidnica (Amberlite IRA-45) e catidnica (Dowex 50W)

(103).

k) Resina composta por:

53 partes de NHuCl ou 66 partes de (NH4)2SOM

60 partes de formaldeido

44 partes de acetaldeido (109).

1) Concentracido (92 ,109).

m) Destilagdo ou arraste com vapor ( 14,92 ),

¥ Remove também 19,41% dos agucares.

#%¥ Remove 71% da lignina e 25% das pentosanas.
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NORD e MULL (109), tratando lixivias sulfiticas com
Ca(OH)2 ate pH 10,5 e 12,2 para remover por precipitacao, com-
postos sulfurosos e derivados de lignina, respectivamente, ob-

tiveram crescimento de Fusarium lini.

Mc CRACKEN e GONG (103) submeteram hidrolisados aci -
dos de bagago de cana (pH=1) a tratamentos com uma resina anié
nica (Amberlite IRA-U45), seguido de uma resina fortemente aci
da (Dowex 50W). Os hidrolisados obtidos foram neutralizados a
pH‘6 com NHMOH e fermentados com a levedura termotolerante |,
Candida sp XF 217, obtendo com sucesso rendimentos etandlicos,
apenas ligeiramente inferiores aos obtidos quando a g-glucose
foi a fonte de carbono usada.

A influéncia do pH, na tolerancia dos microrganismos
ao furfural e acido aceético (presente em hidrolisados acidos
de madeiras duras numa proporcgao de 1g/lg g-xilose) foi inves

tigada por BECK ( 14). Submetendo a levedura Candida shehatae,

a concentracgdes varidveis de furfural e/ou acido acético em
pH 4,5 - 5,5 verificou que esta levedura tolera-os melhor a
pH 5,5. 0 furfural e parte do dcido acético (20%) foram remo-
vidos de hidrolisados dcidos de madeiras duras por arraste de
vapor. Este meio, suplementado com uréia e extrato de levedu-

ra apresentou, quando submetido a fermentagdo com Candida she

hatae, um rendimento em etanol de 0,35g/g de D-xilose consumi
da (14 ).

GONG e colaboradores (63 ) registraram que a mutante
Candida sp XF 217, produz etanol a partir de hidrolisados éci
dos de madeira, sem prévio tratamento. A conversao direta dos
agﬁcares (predominantemente a Brxilose) a etanol, ocorre mais
rapidamente em condigoes aerobicas do que fermentativas, sen-
do que as taxas de conversao semiaerébicgs podem ser aumenta-
das significativamente, pela adigao de xilose isomerase ao me
io. O teor de etanol formado, baseado na quantidade de agucar

consumido, foi de aproximadamente 90% do tedrico.
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OBJETIVOS

O processamento fermentativo da biomassa celulédsica |,
para fins de producido de combustiveis liquidos alternativos ao
petrdleo, exige pré-tratamentos determinados pela heterogenei-
dade da matéria prima: celulose-hemicelulose-lignina.

A labilidade frente a acidos minerais, segue a seguin
te ordem: hemicelulose >celulose>>lignina. 0 tratamento &cido
mineral cléssico (HC1l ou HZSOM) para a gradativa liberacgdo de
pentoses e hexoses a partir de holocelulose de Angiospermas e
Gimnospermas, implica na producgdo de quantidades aprecidveis de
subprodutos, como o furfural a partir de pentoses e o hidrédxi-
metilfurfural de hexoses, ambos tdxicos para os microrganismos
a serem empregados no processo fermentativo.

Mais ainda, o ulterior processo fermentativo exige a
co-destilagcdo ou a precipitagdo com Ca(OH)2 dos catalisadores
dcidos minerais, HCl e H_SO, respectivamente, em vista do efei

24
to inibitdério dos anions cloreto e sulfato nas concentragdes u

sadas, no processo fermentativo posterior.

Em vista da grande diferenga de estabilidade entre as
fracdes hemiceluldsica e celuldsica a dcidos minerais, o pre -
sente trabalho se propde a abordagem do uso do ACIDO FOSFORICO

diluido, como agente catalitico na hidrdélise e/ou pré-tratamen

to de holoceluloses, com as seguintes observagoes e vantagens:

I) Nas mesmas condigdes que a hidrdlise cloridrica ou

sulfurica (pressao> latm.; temperatura> 1002C), um acido mais
débil tal como o ortofosforico (H3POM)’ é esperado ser mais

seletivo para a hidrdolise de pentosanas, em condigoes de baixa

degradacao da D-xilose a furfural.

II) Ao contrario dos acidos cloridrico e sulfurico, o
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acido fosforico, para fins de fermentacao, nao precisa ser eli
minado do hidrolisado rico em pentoses, pois sua neutralizacgao

parcial com NH, OH prové os dois nutrientes basicos, P e N, que

4
acrescides da fonte de carbono presente nos hidrolisados, asse
guram as necessidades basicas dos microrganismos a serem empre

gados no processo biotecnologico posterior.

III) Avaliar o grau de alteragao na cristalinidade da
fracao celuldsica e sua protegao pelo escudo da lignina, com
vistas a depolimerizacao enzimatica do maior componente da ho-
locelulose: a celulose, que no pré-tratamento fosfdérico apare-

ce como lignocelulose residual.

Como modelos de holo(ligno)celuloses serao testados os
bagagos de cana de agucar e Sorgo (gramineas = Angiospermas) e

serragem de pinheiro (Pinus taeda: conifera = Gimnosperma). 0

primeiro modelo & representativo da atividade agricola que ex-
perimentou o maior crescimento no Pais, no Gltimo decenio ou
seja, a indistria agucareira/alcooleira, e o segundo é essén -
cia florestal adotada nos programas de reflorestamento do Para

na e outros estados.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

Os bagacgos de cana (Saccharum officinarum) foram forneci-

dos pela Usina Bandeirante; os de sorgo sacarino (Sorghum
bicolor) pelo Prof. Plinio Conter de Pelotas; a serragem

de bracatinga (Mimosa scabrella) pelo laboratdrio do Prof.

Jodo Batista C. Correa e os troncos de Pinus taeda, pela

Escola de Florestas da U.F.Pr.

As enzimas celuloliticas foram gentilmente cedidas pelo

Dr. J.E. Thiemann da Biobras-Bioferm (M.G.).

Todos os reagentes utilizados foram considerados quimica-
mente puros, isto é, produtos p.a., adquiridos da Merck do

Brasil, Sigma Chemical e BDH Produits Chemiqués.

METODOS

Métodos Gerais

As evaporagbdes foram realizadas em evaporador rotatério
Btichi, modelo RE 120, a vdcuo e em banho de dgua com tem-

peratura externa de T702C.

As medidas de pH foram tomadas a temperatura ambiente em

aparelho Micronal, modelo B-247.

As determinag¢des espectrofotométricas foram efetuadas em
aparelho Coleman Junior, modelo 6A, para a regido do es -
pectro visivel ou em aparelho Intralab, modelo DMS 80, pa

ra a faixa do espectro ultravioleta.
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- As centrifugacgoes foram realizadas em centrifuga Fanem ,

modelo 204-SR.

- As secagens dos materiais foram realizadas em estufa Fa-

nem, modelo 315-SE, em temperatura varidvel de 50-80¢2C.

- A filtracgdo dos hidrolisados foi feita, apds resfriamen-
to, através de papel Wheaton, em funil de Biichner adapta

do a uma trompa de vécuo ou em funil de placa porosa M.

- As incubag¢fes foram feitas em agitador-incubador de movi

mento rotatdrio New Brunswick a 282C e 110 rpm ou a 452C

e 150 rpm.

- As esterilizacdes dos meios de cultivo foram feitas em au

toclave Fanem, modelo 103, durante 30 minutos sob vapor

fluente ou a 1 atm durante 30 minutos.

2.2.METODOS ANALITICOS

2.2.1. Métodos colorimétricos
2.2.1.1. Carbohidratos totais (CT)

Os carbohidratos totais foram determinados pelo método
do fenol-dcido sulfurico, descrito por DUBOIS e colaboradores
(45 ). O complexo colorido, resultante da conjugagao do hidro
ximetilfurfural ou furfural com o fenol, foi lido a 490nm (he-
xoses) ou U480nm (pentoses), usando-se respectivamente a D-glu-
cose Oou a E-Xilose como padroes, na faixa de sensibilidade de

10 a 30upg/ensaio, com volume final de 3,5ml.

2.2.1.2. Carbohidratos redutores (CR)

Os carbohidratos redutores (pentoses e hexoses) foram

determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON (107,140). A mistu-
ra final de 6xidos de molibdenio foi lida a 535nm, usando-se
D-xilose como padrao, na faixa de 10 a 50pg/ensaio, com volume

final de 5ml.

2.2.1.3. Fosforo
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0 fésforo foi determinado através do molibdato de a-

monia em meio sulfurico (R.A. WOLOSIUK - comunicac¢do pessoal).

2.2.1.4. Etanol

- 0 etanol foi determinado também apds oxidacgdo parcial

em presencga de dicromato de potdssio e dcido sulfurico (54 ).

2.2.2. Métodos cromatograficos

2.2.2.1. Cromatografia em papel

A determinag¢do qualitativa da composigdo em agucares

das amostras, foi feita por cromatografia em papel, pela téc-
nica da irrigacgido ascendente unica, usando-se como fase esta-
ciondria papel Whatman n® 1 e como fase mdével, o seguinte sis
tema de solventes: benzeno:1-butanol:piridina:dgua (1:5:3:3 ,
v/v/v/v, fase superior).

A visualizagao dos agucares foi possivel pelo empre-

go do nitrato de prata alcalino (151).

2.2.2.2. Cromatografia liquida-gasosa (g.l.c.)

2.2.2.2.1. Determinac¢do quantitativa dos agucares na forma de

acetatos de alditdis

A cromatografia liquida—gasésa foi realizada emcro
matégrafo Varian, modelo 2440, com detector de ionizagédo de
chama, usando-se o N2 como gdas de arraste (37,5ml/minuto).

As temperaturas da céamara de injegdo e do detector fo
ram de 200°2C e 240°C, respectivamente. A coluna de ago inoxi-
ddvel empregada (200 x 0,15 cm didmetro interno) foi empacota
da com ECNSS-M a 3% (p/p) sobre Chromosorb Q de 80-100 mesh R

sendo utilizada para a determinagdo quantitativa dos acetatos

de alditdis a temperatura de 180¢C.

2.2.2.2.1.1. Redugdo e acetilagdo dos produtos de hidrdlise &

cida e/ou solvolise



As misturas de agucares obtidas dos polissacarideos
hidrolisados, foram deionizadas com resina mista MB-3 e redu-
zidas com boroidreto de sodio durante 3 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacao ocasional. ApoOs esse periodo, as solu-
¢des reduzidas foram tratadas com acido acético 1:2, até nao
haver mais efervescéncia, filtradas por papel e evaporadas a
secura. 0 dcido bdérico resultante deste tratamento, foi elimi
nado na forma de seu éster volatil, o borato de trimetila, por
sucessivas co-destilagles com metanol. Os alditdis obtidos, fo
ram entido submetidos a acetilac¢do com anidrido acético e ace-
tato de sédio a temperatura de 70-80°C, durante 14 horas.

Posteriormente, o processo de acetilagdo foi interrom
pido pela adigdo de adgua gelada e os agucares acetilados, fo-
ram extraidos com clorofdérmio. A fracgdo clorofdédrmica foi lava
da varias vezes com dgua destilada, desidratada com sulfato de
sdédio anidro e filtrada por algoddo. Apos evaporacgido do solven
te, os acetatos de alditdis foram analisados por g.l.c., nas
condig¢des descritas anteriormente.

Como a metodologia antes descrita ndo facilita a de-
tecgdo de acucares &cidos (e.g., glucurdnico), em funcgdo da
natureza da fase estaciondria e tipo de derivatizagdo, uma cor
rida complementar foi feita a partir de derivados per-silila-
dos em coluna de SE-30.

As determinag¢des quantitativas dos materiais analisa
dos por g.l.c. foram calculadas em fungido da area registrada

para cada componente, pelo método da triangulacgdo (131).

2.2.2.2.2. Determinacdo de etanol, furfural e dcido acético

Também foram analisados por g.l.c. em cromatdgrafo
CG, modelo 37, com detector de ioniza¢do de chama e todas as

condic¢des de operagdo anteriormente descritas. A coluna utili

zada foi a de Porapak Q.

2.2.3. Método turbidimétrico

A avaliagdo da concentragdo celular foi feita por



turbidimetria, apds diluigdo adequada de uma aliquota dos cul
tivos com &dgua destilada, de modo a obter densidade dtica nio
superior a 0,60 (onde ha linearidade entre a densidade dtica
e a concentragdo celular) e determinagido da sua absorbancia a

650nm ( 138).

2.2.4. Métodos gravimétricos

2.2.4.1. Peso seco

A avaliag¢do da concentragdo celular foi ainda acompa

nhada pela determinag¢do do peso seco de uma amostra do culti-
vo, apds centrifugacdo, lavagem do sedimento por duas vezes
com agua destilada e secagem do mesmo em estufa a 802C, até
peso constante.

A liofilizagdo foi aplicada alternativamente como me

io de eliminagdo mais suave para a agua.

2.2.4.2. Lignina

A determinacgdo da lignina foi feita por gravimetria

do residuo seco obtido apds hidrdlise de Saeman da lignocelu-

lose remanescente da hidrdlise enzimdatica (130).

2.3. MOAGEM E LAVAGEM DOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

A pulverizacdo dos residuos (cana, sorgo, pinuse bra
catinga) foi realizada em moinho Wiley, sob malha n¢ 40 (dia-
metro interno = 0,42mm).

Nos casos particulares dos bagagos de cana e sorgo,
residuos da industria agucareira/alcooleira, estes poderdo vir
acompanhados, dependendo do método de extracgdo do caldo, de a
té 5% de sacarose residual. A remocdo destes agucares residu-
ais livres, foi feita pela exaustiva lavagem dos residuos fi-
namente pulverizados com agua, inicialmente corrente e depois
destilada, até reacdo negativa do filtrado frente ao fenol-&-

cido sulfurico ( 45).



2.4. HIDROLISE

As hidrdlises acidas e as solvdlises (controles nos
quais o &cido foi substituido pela dgua destilada), foram re-
alizadas em autoclave comum Fabbe, modelo 103, em faixas de
pressdes que ndo excediam as 2,5 atm(1392C); em camara de com
bustdo de Parr na faixa de temperatura entre 160 - 200°C para
expefimentos cinéticos em pequena escala ou em reator para mé
dia pressdo, de chapa de ago inoxidavel reforcgada, dotado de
multiplas valvulas de admissdo e saidas, vdlvula de balancim
de seguranca e monitoramento manométrico e termométrico das
condi¢Bes de operagdo entre 1 - 15 atm (aparelho construido

sob encomenda, pela Metalurgica C. Schybior, Curitiba).

2.4.1. Relacgdo catalisador : biomassa (solugdo acida diluida:

biomassa).

Aliquotas de 1g de serragem de Pinus e/ou cana ( 40
mesh; 10,20g% umidade) foram inchadas em H3PO4 a 0,5% (v/v) em
proporgoes de 1:635 1:7; 1:8; 1:9 e 1:10 e hidrolisadas sob
pressdao de 2 atm, durante 2 horas e 30 minutos. Apos resfria-
mento, os hidrolisados foram filtrados em funil de placa poro
sa M, tiveram seus volumes aferidos para 11ml, nos quais se
determinou a concentracao de CT e CR.

Para verificar a influéncia do grau de pulverizagao
na hidrolise, tomou-se paralelamente 1g da mesma serragemmais
grosseiramente pulverizada (20 mesh =0,841mm), que foi subme-

tida ao mesmo tratamento, com uma proporg¢ao serragem:acido di

luido de 1:10.

2.4.2. Potencial do acido fosfdérico como alternativa de hidrd

lise para pentosanas

Para verificar o potencial do acido fosforico, em hi

drolisar pentoses, relativamente aos acidos classicamente des

critos na literatura (HCl ou H,SO)), aliquotas de residuos ce

2
luldésicos de bagago de cana e de sorgo foram hidrolisadas com



os respectivos acidos a 0,5% (p/v) durante 2 horas a 2 atm
(1349eC), mantendo-se uma relacgao bagago : solucgao acida dilui
da de 1:10 (p/v).

Nas mesmas condigoes, processou-se um controle de 501
volise ou autohidrodlise.

Nos filtrados limpidos dos hidrolisados e solvolisa-
dos, avaliou-se quantitativamente a liberacao de agucares li-
vres, pela dosagem de CT e CR e qualitativamente, por g.l.c.

e cromatografia em papel.

2.4.3. Rehidrdlise do bagago residual

A verificacao da eficiencia da hidrdlise fosforica na

depolimerizacao da fracgao de pentosanas, além da avaliagao de
CT e CR e analise cromatografica, foi comprovada pela rehidrd
lise do bagago residual, nas mesmas condigoes do primeiro ci-

clo de autoclavagao (2 horas; 2 atm; H_PO, a 0,5%). Como con-

3774
trole adicional da remocao de substituintes furanosidicos, o
residuo da autohidrdlise do experimento anterior, foi da mes-
ma maneira, hidrolisado com H_PO, .

3774

2.4.4, Forca destrutiva de acidos minerais

Para comparaf quantitativamente a co-produgao de de-
rivados de acucares por desidratagdao, catalisada pelos acidos
fosforico, cloridrico e sulfirico, os filtrados limpidos dos
hidrolisados acidos obtidos conforme procedimento descrito em
2.4.2., foram analisados por g.l.c. em coluna de Porapak Q ,

comparativamente a um padrio de furfural.

2.4.5. Avaliacdo de pardmetros cinéticos da hidrdlise fosféri

ca

2.4.5.1. Efeito da [H3P04] e tempo de residéncia sob pressdo

constante de 2,5 atm

Aliquotas de 1g de bagago de sorgo (umidade = 11,5%)

foram hidrolisadas com concentracdes variaveis de H POM v/v

3
(0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25%), sob pressao constante de
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2,5 atm em autoclave comum, durante 30, 60, 90 e 120 minutos.

2.4.5.2. Efeito da [ﬂ3POu] e pressoes variaveis no tempo de re

sidencia constante de 1 hora.

Aliquotas de 1g de bagago de sorgo (umidade = 11,5%)-
foram hidrolisadas com concentragdes varidveis de H3POM v/v
(0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25%), sob pressoes de 1,0; 1,5 ;
2,0 e 2,5 atm em autoclave comum, durante 1 hora.

O material hidrolisado, obtido como descrito em 2.4.
5.1. e 2.4.5.2., apos resfriamento, foi filtrado em funil de
placa porosa M e teve seu conteudo de CT e CR avaliado.

Nos dois experimentos, a relagao bagago : solucgao é
cida diluida foi mantida constante em 1:10, sendo feitos pa-

ralelamente controles de solvolise, processados nas mesmas

condigoes.

2.4.6. Limite minimo de catalisador

2.4.6.1. Efeito da [H3P04} em tempo de residencia (1 hora e 15

minutos) e temperatura (1702C) constantes

Aliquotas de 2g de bagago de cana (umidade = 10,46%)

foram pesadas em tubo de ensaio e adicionadas de 20ml de agua

destilada (solvolise) ou H_PO, (0,0625; 0,125; 0,25; 0,50;

3774
0,75 e 1,00% v/v).
A mistura foi colocada a 1702C durante 1 hora e 15
minutos em camara de combustao de Parr (o tempo de 15 minutos
foi o constatado como necessario para que a mistura atinja a

temperatura de 1702C).

2.4.6.2. Efeito da temperatura frente a {H3PO#]constante de
0,0625% (v/v)

Aliquotas de 2g de bagago de cana (umidade = 10,46%)
foram pesadas em tubo de ensaio e adicionadas de 20ml deHSPOu
0,0625% (v/v) e hidrolisadas durante 1 hora e 15 minutos em
camara de combustdo de Parr a 160, 170, 185 e 2002C.

Apos resfriamento, os solvolisados e hidrolisados ob



tidos como descrito em 2.4.6.1. e 2.4.6.2., foram filtrados em
funil de placa porosa M, tendo em seguida seu conteudo de CT e

CR determinado.

2.4.7. Hidrdlise fosforica comparativa de Angiospermas (cana ,

sorgo e bracatinga) e Gimnospermas (pinus)

Pesaram-se 500mg de cada um dos residuos (umidade: ca
na = 7,41%; bracatinga = 11,98%; sorgo = 9,83% e pinus = 9,6%)
em tubos de ensaio, aos quais foram adicionadas, na proporcgao
de 1:10, agua destilada (solvolise) ou HBPOM nas concentracgoes
indicadas (0,1; 0,25 ou 0,50% v/v).

Estes foram levados a autoclave pelo tempo suficiente
para que a pressao atingisse 3, 4, 5 e 6 atmosferas (de 32 a
45 minutos para os pontos extremos, a partir do inicio do aque
cimento).

Tao logo a pressao foi atingida, a chama foi desliga-
da e apos resfriamento os hidrolisados e solvolisados foram fil
trados em funil de placa porosa M e lavados com mais 1 volume
de agua destilada. Nos filtrados limpidos obtidos, foi determi
nada a concentracao de CT e CR.

As modalidades executadas foram as seguintes:

a) Solvdlises em pressoes de 3, 4, 5 e 6 atm.

b) Hidrélises fosforicas com H,PO, a 0,1% (v/v) e pressoes va

3
riaveis (3, 4 e 5 atm).
¢) Hidrdlises fosforicas com H3POM de 0,1; 0,25 e 0,5% (v/v)

e pressao de 5 atm.

d) Hidrolises fosforicas com H3PO, a 0,5% (v/v) a pressoes de

5 e 6 atm.

A qualificacao dos acucares presentes nas amostras -
solvolise a 6 atm e hidrdolise com H3P04 a 0,5% (v/v) a 6 atm,

foi feita através da analise de seus acetatos de alditois por

g.l.c., nas condigoes descritas em 2.2.2.2.1.
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2.4.8. Hidrolise fosforica de bagagos de cana e sorgo, previa

te clorados

2.4.8.1. Cloragao das amostras

2g de cada um dos bagagos foram colocados em Erlen -
meyer de 250ml, adicionados de 50ml de agua destilada gelada
e colocados em banho de gelo. Em seguida, cada um dos frascos

foi borbulhado com gas cloro, durante 10 minutos.

2.4.8.2. Extracgao da clorolignina formada

Aos 175ml da suspensao obtida no item anterior, adi-
cionou-se um volume de etanol frio e procedeu-se a filtracao
em funil de placa porosa M.

0 residuo foi lavado, inicialmente com 3 volumes de
etanol fervente, seguido de um volume de etanolamina a 3% em
etanol a 95% fervente e finalmente com 2 volumes de etanol
fervente. Finalmente, a lavagem foi completada com 4 volumes

de agua destilada fria.

2.4.8.3. Hidrolise fosforica do residuo delignificado

0 bagago delignificado foi em seguida hidrolisado
com H3POu a 0,5% (v/v) durante 1 hora a 2 atm, numa relagao

bagaco:solucao acida diluida de 1:10.

2.4.9. Tratamento dos hidrolisados

Com a intencao de detectar e eliminar substancias i-
nibitorias, toxicas para os microrganismos a serem empregados
no processo fermentativo posterior (20 ), que se formam, ine-
vitavelmente, durante a depolimerizacgao acida de pentosanas ,
aliquotas dos hidrolisados limpidos de bagago de cana (H3PO“
0,125% v/v; relagao bagago:acido diluido = 1:5; 10 atm), fo -

ram submetidas aos seguintes tratamentos:

2.4.9.1. Concentracgao por 2 vezes até xarope, seguida de re -

suspensao em agua destilada ( 92,109).
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2.4.9.2. Extragao com um volume de acetato de etila (37 ).

2.4.9.3. Neutralizacao ate pH 4 e extracao com um volume de

cloroformio, lavado previamente com agua destilada pa

ra eliminacao do etanol que contem (0,6 - 1,0%).

2.4.9.4. Tratamento com carvao ativo (82 ,155), durante 20 mi

nutos sob agitagao, seguido de filtracgao em papel de

filtro pregueado.

Tanto os hidrolisados controle (sem tratamento), co-
mo o0s hidrolisados tratados e os solventes extratores, foram
analisados para furfural por g.l.c. nas condicoes descritas em

2.2.2.2.2.

2.5. PROCESSO FERMENTATIVO

2.5.1. Microrganismos

A amostra original do fungo Fusarium oxysporum foi

gentilmente cedida pelo Dr. J. Wright do Departamento de Boté

nica da Universidade de Buenos Aires; a levedura Pachysolen

tannophilus 1 (NRRL-2460) pelo Prof. Bonifacio J. Gallotti do

Departamento de Farmacia da U.F.Pr. e as demais leveduras Pa-

chysolen tannophilus 2 (NRC-5565), Candida shehatae 1 (NRC -

2883) e Pichia stipitis 6 (NRC-5568) pelo Dr. H. Schneider do

National Research Council do Canada.

2.5.2. Meios de cultura empregados’

2.5.2.1. Meio YM (yeast medium) para manutengao das cepas

A composicao do meio de cultura empregado era a se -

guinte:
Extrato de malte 0,38%
Extrato de levedura 0,3g%
Peptona 0,5g%
D-xilose 1,08%
H.O destilada q.s.p. 100ml

2



0 meio foi distribuido em tubos, esterilizado em au-
toclave por 30 minutos sob vapor fluente, sendo em seguida os

tubos inclinados para solidificacao.

2.5.2.2. Meio para desenvolvimento do inoculo

0 meio liquido utilizado para o desenvolvimento do i-
noculo, tinha a seguinte pomposigéo:
D-xilose 2,0g%
Extrato de levedura 0,58%
Solugao de Vogel (154) 0,5ml%

H20 destilada q.s.p. 100ml1

A solugao de agucar foi preparada 10 vezes concentra-
da e esterilizada a 1 atm durante 20 minutos e apos resfriamen
to foi incorporada a solugao dos demais constituintes esterili

zados nas mesmas condigoes.

2.5.2.3. Meios para a fermentacao

Na busca do meio fermentativo idealizado, isto &, xa-
rope de pentoses sem suplementégéo ou se necessario, nas quan-
tidades mais reduzidas possivel, as fermentagoes receberam su-
plementacoes reduzidas se comparadas as habitualmente descri -
tas na literatura (134) e aparecem discriminados nos experimen

tos.

2.5.3. Conservagao das amostras

As amostras dos microrganismos foram cultivadas em me

io YM por 3 dias, a 28°C e estocadas em geladeira a 42C, fazen

do-se transferencias semestrais.

2.5.4. Preparo do inodculo

Uma porcgao micelial do fungo filamentoso ou uma alga-

da das culturas das leveduras em meic YM, foram transferidas as
septicamente para um frasco Erlenmeyer de 250ml de capacidade,

contendo 50ml do meio descrito em 2.5.2.2.

0 desenvolvimento se processou com agitagao continua
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em agitador incubador de movimento rotatdrio a 110rpm, 282C
por 24 - 96 horas. '

Apos este periodo de tempo, a suspensdo de células
foi centrifugada, lavada com solugdo salina estéril e do sedi
mento cremoso, aliquotas foram usadas para inocular os meios
de fermentagdo, numa relag¢d&o usual de 1/50 ou 1/100 do hidro-
lisado a ser fermentado.

Uma relagdo de 1:5 entre o volume do meio e o volume
do frasco a ser incubado, foi mantida constante em todos os

cultivos e experimentos realizados durante o trabalho.

2.5.5. Fermentagdo propriamente dita

Todos os experimentos fermentativos foram realizados

em agitador incubador a 289C e 110 rpm, com retiradas de amos

tras em intervalos regulares para determinacgdo da DO (con

650nm
trole de crescimento) e apds centrifugacdo, dosagem de CT, CR

e etanol nos fermentados limpidos.

2.5.5.1. Experimentos fermentativos onde a D-xilose p.a. foi a

fonte de carbono utilizada

2.5.5.1.1. Efeito dos ions fosfato para Pachysolen tannophilus

Para verificar a influéncia dos ions fosfato no cres
cimento da levedura, bem como na produgdo de etanol pela mesma,

foi utilizado um meio bdsico, constituido de:

D-xilose 2,0%
Extrato de levedura 0,1g%
Solugao de Vogel 0,5ml%
HZO destilada q.s.p. 100ml

A este meio, foram adicionadas quantidades variaveis

de H3POM xaroposo a 85%, de modo a obter em cada cultivo uma

concentracao final de HBPOM (v/v) de: 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;

1,25; 1,50 e 2,00%.
Os meios de cultivo tiveram seu pH acertado para 4,0

com NHuOH a 10% (v/v), tendo sido feito paralelamente um expe
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rimento controle, sem a adigao de H_PO, .

374

2.5.5.1.1.1. Precipitacgao dos polissacarideos

Os cultivos de 96 horas remanescentes do experi -
mento descrito em 2.5.5.1.1., foram centrifugados a 3.500 rpm
durante 10 minutos. Do sedimento celular cremoso, apos duas la
végens com agua destilada) seguida de novas centrifugacgoes, de
terminou-se o peso seco micelial e do fermentado limpido sobre
nadante, os polissacarideos foram precipitados pela adigao de
3 volumes de etanol. Apds centrifugagao a 3.500 rpm durante 10
minutos, foram separados os precipitados etandlicos, os quais

foram pesadcs apos secagem a 80°C durante 24 horas.

2.5.5.1.2. Efeito dos ions fosfato para Fusarium oxysporum

Para verificar a influéncia dos ions fosfato no
crescimento do fungo filamentoso, bem como na producgao de eta-

nol pelo mesmo, foi utilizado um meio basico, constituido de:

D-xilose 1,08%
Extrato de levedura 0,1g%
Solugao de Vogel 0,5ml%
H2O destilada q.s.p. 100m1l

A este meio foram adicionadas quantidades variaveis
de H3POM xaroposo a 85%, de modo a obter em cada cultivo uma
concentracao final em H,PO, (v/v) de: 0,25; 0,505 0,75; 1,00
e 1,25%.

Todos os meios de cultivo tiveram seu pH corrigido
para 4,0 com NH,OH a 10% (v/v), tendo sido feito paralelamen-

4
te um experimento controle, sem a adigao de H POH'

3

2.5.5.1.3. Determinacdao do pH Otimo para a levedura Pachyso-

len tannophilus

Na experiéncia para determinar o pH otimo de cresci

mento e/ou producao de etanol por esta levedura , foi usado

um meio de cultivo constituido de:
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D-xilose 3,0g%
Extrato de levedura 0,1g%
Solugao de Vogel 0,5ml%
H3POM a 85% 0,25ml%

Ao mesmo, foram adicionadas quantidades variaveis de

NHMOH a 10% (v/v), de modo a corrigir o pH dos mesmos a 1,0 ;

,5; 2,05 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0.

2.5.5.1.4. Determinacao do pH otimo para Candida shehatae

Na experiencia para determinar o pH Otimo de cresci

mento e/ou produgao de etanol por esta levedura, foi usado um

meio constituido de:

D-xilose 2,0g%
Extrato de levedura 0,5g%
Solugao de Vogel 0,5ml%
H PO, a 85% 0,25ml%

Ao mesmo, foram adicionadas quantidades variaveis de

NHMOH a 10% (v/v), de modo a corrigir o pH dos mesmos a 1,5;

2,53 3,5; M’S e 5,5.

2.5.5.1.5. Determinacao do pH 6timo para Fusarium oxysporum

Para determinar o pH otimo de crescimento e/ou pro-

dugao de etanol pelo fungo filamentoso, foi utilizado um meio

de cultivo constituido de:

D-xilose 3,08%
Extrato de levedura 0,1g%
Solucao de Vogel 0,5ml%
1
H3Pou a 85% 0,25ml%

Ao mesmo, foram adicionadas quantidades variaveis de

NHMOH a 10% (v/v), de modo a corrigir o pH dos mesmos a 1,0 ;

1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,05 4,5 e 5,0.

2.5.5.1.6. Efeito dos ions cloreto e sulfato para Pachysolen

tannophilus e Fusarium oxysporum
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Visando avaliar a influencia de ions cloreto e sulfa-

to no crescimento da levedura Pachysolen tannophilus e do fun-

go Fusarium oxysporum, foi preparado um meio basico constitui-

do de:
D-xilose 3,08%
Extrato de levedura 0,1g%
Solugao de Vogel 0,5ml%
H3P0u a 85% 0,25ml%

Aos mesmos, foram adicionadas quantidades variaveis

de cloreto de amonia e/ou sulfato de amania, de modo a obter
nos cultivos, concentragoes finais de cloretos e sulfatos de
0,01; 0,025 e 0,05g%, apos o que o pH dos mesmos foi corrigi-

do para 5,0 no caso da levedura Pachysolen tannophilus e para

3,5 para o fungo Fusarium oxysporum.

Cultivos ensaiados:

a) Meio basico

b) Meio basico + [ Cl 0,01g%

¢) Meio basico + @l]' 0,025g%

d) Meio basico +[C1] 0,05g%

e) Meio basico + [sou]= 0,01g%

f) Meio basico + [sou}= 0,025g%

g) Meio basico +[SOMT 0,05g%

h) Meio béasico +[sou]= 0,025g% + [C1] 0,025g%

Todos os cultivos tiveram seu pH corrigido para 4,0

com NHMOH a 10% (v/v).

Todos os meios para fermentacgao preparados com descri
to em 2.5.5.1., foram esterilizados sob vapor fluente durante

30 minutos.

2.5.5.2. Experimentos fermentativos onde foram utilizados os

hidrolisados fosforicos, como fonte de carbono.
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2.5.5.2.1. Efeito da suplementacgao de hidrolisados acidos de
bagago de cana, com solugac de sais minerais e di-
ferentes fontes de nitrogénio, na fermentacao com

Pachysolen tannophilus e Fusarium oxysporum

Hidrolisados acidos de baga¢o de cana (umidade =
3,34%; relacao H3PO4 0,5% (v/v) : bagago = 1:10; 2,25 atm du-
rante 2 horas), apos resfriamento a temperatura ambiente foram
filtrados em funil de placa porosa M. Apds a determinacao de
seu conteudo em CT e CR, parte dos mesmos foi concentrada 2 ve

zes e U4 vezes em aparelho rotavapor a 70°2C, servindo de base

para os cultivos, em seguida preparados:

a) Hidrolisado direto (controle)

b) Hidrolisado + solugao de Vogel 0,5ml%

c¢c) Hidrolisado + extrato de levedura 0,1g%

d) Hidrolisado + extrato de levedura 0,1g% + Vogel 0,5ml%

e) Hidrolisado + extrato de levedura 0,1g% + Vogel 0,5ml% +
ureia 0,1g%

f) Hidrolisado + Vogel 0,5ml% + peptona Bioferm 0, 1g%

g) Hidrolisado 2 vezes concentrado + Vogel 0,5ml%

h) Hidrolisado 2 vezes concentrado + Vogel 0,5ml% + extrato
de levedura 0,1g%

i) Hidrolisado 2 vezes concentrado, extraido com CHCl3 + Vogel
0,5ml%.

Todos os cultivos tiveram seu pH corrigido para 4,0

com NH,OH a 10% (v/v).

M

2.5.5.2.2. Efeito da suplementagao de hidrolisados acidos de
serragem de Pinus com solugao de sais minerais e

extrato de levedura, na fermentagao com Pachysolen

tannophilus

Hidrolisados de serragem de Pinus (umidade=10,98%;
relacao H3POU 0,5% (v/v) : serragem = 1:8; 2 atm durante 2 ho

ras), apos resfriamento a temperatura ambiente, foram filtra-

dos em funil de placa porosa M. Apoés a determinagao do seu
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conteudo em CT e CR, foram preparados os seguintes cultivos:

a) Hidrolisado direto (controle)

b) Hidrolisado + solucao Vogel 0,5ml%

c) Hidrolisado + extrato de levedura 0,1g%

d) Hidrolisado + Vogel 0,5ml% + extrato de levedura 0, 1g%

e) Hidrolisado + Vogel 0,5ml% + extrato de levedura 0,3g%

Todos os cultivos tiveram seu pH corrigido para 4,0

com NHMOH a 10% (v/v).

2.5.5.2.3. Influéncia da idade do indculo de Pachysolen tanno-

philus, na fermentagao de hidrolisados acidos de

serragem de Pinus

Foi usado *‘como meio basico, filtrado limpido de hi-
drolisado de Pinus (umidade=10,98%; relagao H3POU 0,5% (v/v)

serragem = 1:8; 2 atm durante 2 horas e 30 minutos), como qual
foram preparados cultivos de 50ml, aos quais foram adicionados
solucao de Vogel 0,5ml% e extrato de levedura 0,1g%. Apos a -

juste do pH para 4,0 com NH,OH a 10% (v/v) e esterilizacao sob

Y
vabor fluente durante 30 minutos, seguida de resfriamento, ca-

da um dos cultivos foi inoculado com culturas de Pachysolen

tannophilus de 24, 48, 72 e 96 horas, em volume suficiente de

modo a obter em todos eles, densidade Otica inicial equivalen-

te.

2.5.5.2.3.1. Verificagao da presenga de xilitol nos fermenta -

dos

Do fermentado do cultivo que foi inoculado com a
cultura de 96 horas, tomaram-se amostras em duplicata dos tem
pos 32, 55 e 96 horas. Uma série foi reduzida e acetilada co
mo descrito em 2.2.2.2.1.1. e a outra, apenas acetilada.

Todas foram analisadas por g.l.c. e comparadas
com padroes de aglcares na forma de acetatos de alditdis e pa-

droes simplesmente acetilados.



2.5.5.2.4. Influencia da pressao empregada durante a hidrolise
acida de serragem de Pinus, na capacidade fermenta-

tiva da levedura Pachysolen tannophilus

Foram usados como meio basico, filtrados limpidos de

hidrolisados de Pinus (umidade=11,04%; relagao H_PO, 0,5% (v/v)

serragem = 1:5) obtidos a 2 atm durante 2 horaz eu30 minutos

e a 6 atm durante 1 minuto.
Aliquotas de 50ml dos mesmos, foram adicionadas de so
lugao de Vogel e fontes de nitrogenio em concentracgdes varia -

veis (1/10, 3710 e 5/10 da fonte de carbono presente) como es-

pecificado abaixo:

a) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + extrato de levedura 0,15g%

b) Hidrolisado atm + Vogel O;Sml% + extrato de levedura 0,45g%

¢c) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + extrato de levedura 0,75g%
d) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + peptona 0,15g%
e) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + peptona 0,45g%
f) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml1% + peptona 0,75g%

g) Hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + extrato de levedura 0,15g%

S O DN NN

h) hidrolisado atm + Vogel 0,5ml% + peptona 0,15g%

Todos os cultivos tiveram seu pH corrigido para 4,0

com NH,OH a 10% (v/v).

4

2.5.5.2.4.1. Verificagao do perfil de consumo de agucares

Amostras de 0, 24, 33 e 48 horas do cultivo g do
experimento anterior, tiveram seu conteudo em agucares deter-
minado qualitativamente por g.l.c. na forma de acetatos de al
ditois, para verificar o consumo de qual agucar ocorre prefe-
rencialmente e em que ordem os diversos componentes monossaca

ridicos sao metabolizados.

2.5.5.2.5. Comparacao da habilidade fermentativa das leveduras

Pachysolen tannophilus, Pachysolen tannophilus 2 ,

Candida shehatae 1 e Pichia stipitis 6, em solugdes

de D-xilose p.a. ou hidrolisados dcidos de bagago de

cana e serragem de Pinus
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a) Solugdo de D-xilose U4,5g%.

b) Filtrado limpido de hidrolisado de bagag¢o de cana (umidade-=

5,39%; relacao H3PO 0,125% v/v : bagago = 1:8; 10 atm), du

4
as vezes concentrado.

¢c) Filtrado limpido de hidrolisado de serragem de Pinus (umida
de=9,16%; relacgao H3POM 0,125% v/v : serragem = 1:5; 10 atm
duas vezes concentrado.

Aliquotas de 50ml dos meios assim obtidos, foram enri

quecidas com solugao de Vogel 0,5ml% e extrato de levedura 0,1

g% e tiveram o seu pH corrigido para 4,0 com NHMOH a 10% (v/v).

2.5.5.2.6. Comparagao da habilidade fermentativa das leveduras

Pachysolen tannophilus, Pachysolen tannophilus 2 ,

Candida shehatae 1 e Pichia stipitis 6, em hidroli-

sados acidos de bagago de cana, clarificados de com

postos fenolicos

Foi utilizado como meio basico, hidrolisado de baga
¢o de cana (umidade=9,46%; relacao H3P04 0,125% v/v : bagago =
1:5; 10 atm). Apos resfriamento e filtragao em funil de placa
porosa M, aliquotas dos filtrados limpidos duas vezes concen -

tradas, foram extraidas com:

a) Carvao ativo durante 20 minutos sob agitagao, seguido de
filtracao em papel de filtro pregueado.

b) Um volume de CHC1 apos neutralizagao dos hidrolisados a

3’
pH 4,0 , durante 10 minutos, sob agitagao ocasional em fu-
nil de separacgao. Apds este intervalo de tempo, a fase a -

quosa foi separada por decantagao.

A aliquotas de 50ml do hidrolisado sem tratamento pré
vio, tratado com carvao ativo e com clorofdormio, respectivamen
te, foram adicionadas solugao de Vogel 0,5ml% e extrato de le-

vedura 0,1g%. O pH dos cultivos foi corrigido para 4,0 com

NHMOH a 10% (v/v).
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2.6. SACARIFICAGCAO ENZIMATICA

2.6.1. Sacarificacao enzimatica de bagagos de cana e de sorgo ,

previamente clorados

.0 residuo celuldsico obtido apds a hidrdélise fosféri -
ca de bagagos de cana e de sorgo, previamente clorados, como
descrito em 2.4.8., foi extensivamente lavado com agua destila-
da para completa eliminagdo dos agucares (fenol-sulfurico nega-
tivo).

Aliquotas de 2g do bagaco uUmido contendo entre 75-85 %
de umidade, foram colocadas em Erlenmeyer de 25ml e adicionadas
de 10ml de uma solugdo de celulase Bioferm a 13mg/ml (1FPU/ml)
em tampao citrato 0,05M , pH 4,8 e 3 gotas de tolueno (156). O
recipiente foi vedado com rolha de borracha e incubado a 45°C em
shaker de movimento rotatdrio a 150rpm, acompanhando-se a hidré
lise enzimatica através da dosagem de CR no sobrenadante do en-

zimolizado, em amostras retiradas em tempos diversos.

2.6.2. Influéncia do grau de umidade do bagacgo hidrolisado, na

posterior sacarificag¢do enzimdtica

0 residuo obtido apds solvdlise e hidrdlise fosfdrica

(H3POM 0,5% v/v; 2,0 atm.; 2 horas e 30 minutos), foi extensi-
vamente lavado com agua destilada e aliquotas de 2g dos mesmos
foram incubadas como descrito em 2.6.1., apds terem sido subme

tidas aos éeguintes tratamentos:
a) Bagaco hidrolisado umido (75 - 85% umidade)
b) Bagago hidrolisado secado em estufa a 1402C durante 1 hora

c) Bagacgo hidrolisado extraido com 10ml de clorofdérmio e seca

do em estufa a 1402C durante 1 hora.

2.6.3. Inibigdo da sacarificacgdo enzimadtica pelo carbohidrato

redutor liberado

As amostras a e ¢ do experimento anterior, apds sa -
carificagido durante 60 horas, foram centrifugadas durante 10

minutos a 4000 rpm. No sobrenadante limpido procedeu-se a de-
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terminacao usual de CR e o bagaco residual, apos lavagem por 2
vezes com agua destilada, foi incubado com nova e igual quanti
dade de enzima.

Apos 96 horas de reincubacg2o a 459C, o mesmo procedimen
to foi repetido, fazendo-se uma segunda reincubacao por mais 96
horas. Nos sobrenadantes limpidos, foi determinado o poder re-

dutor.

2.6.4. Sacarificagao enzimatica de bagago de cana e de sorgo
solvolisados, hidrolisados ou hidrolisados apos solvoli

se previa.

Bagago de cana (umidade = 9,93%) e de sorgo (umidade =
6,65%) foram submetidos a solvolise e hidrdlise fosforica (re-
lagao H3POu 0,54 v/v : bagago = 1 : 10; 2 horas; 2,5 atm). A-
pos resfriamento, os solvolisados e hidrolisados foram filtra-
dos em funil de placa porosa M e os residuos lignoceluldsicos,
lavados exaustivamente com agua destilada. O residuo solvolisa
do, foi em seguida hidrolisado nas mesmas condigoes, resfriado
e filtrado, seguindo-se diversas lavagens do mesmo com aéuade§
tilada.

Usando-se os residuos lignocelulosicos como especifica-

do abaixo, foram feitas sacarificagoes enzimaticas da maneira

descrita em 2.6.1.

a) Bagago de cana solvolisado

b) Bagaco de cana hidrolisado

c) Bagago de cana solvolisado e hidrolisado
d) Bagago de sorgo solvolisado

e) Bagaco de sorgo hidrolisado

f) Bagago de sorgo solvolisado e hidrolisado

Durante 96 horas foram retiradas amostras para dosagem

de CR (como D-glucose)



87

2.6.5. Sacarificacao enzimatica de bagaco de cana residual a-

pos hidrolise fosforica na camara de combustao de Parr.

0 residuo celulosico obtido apos solvdolise e hidrolise

fosforica de bagacgo de cana em camara de combustao de Parr

(0,0625% de HBPOM v/v) e temperaturas variaveis de 170, 185 e
2009C ou temperatura constante de 1702C e concentragoes varia
veis de H3PO)4 (0,125; 0,255 0,50; 0,75 e 1,00% v/v), foi ex -
tensivamente lavado com agua destilada e aliquotas de 2g dos
mesmos foram submetidas a sacarificacgao enzimatica como des -

crito em 2.6.1.

2.6.5.1. Determinacao qualitativa dos agucares

A determinacao qualitativa da composicgao em acucares da

amostra final (62 horas) do experimento anterior, foi feita por

cromatografia em papel como descrito em 2.2.2.1.
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RESULTADOS

1. Influéncia da relagao biomassa residual : acido diluido, na
hidrolise fosférica de serragem de Pinus (H3POM 0,5% v/v; 2

atmosferas; 2 horas e 30 minutos).

0 volume de solugao acida diluida a ser usado na hi-
drdélise fosférica foi determinado, variando-se o mesmo de 6 a-
té 10 vezes o peso da serragem a ser hidrolisada.

Os resultados da tabela I, mostram que ndo ha dife -

renga significativa na liberacgdo de carbohidratos redutores,
quando se aumenta a respectiva relacgido de 6 : 1 para 10 : 1
(v/p).

Além disso, o grau de pulverizacgao (comparando-se a
serragem 40 mesh com a 20 mesh), nao tem influencia efetiva so
bre a hidrolise acida, uma vez que o poder redutor liberado a-
presentou valores bem proximos, mantendo-se em torno de 1,1g%,
quando estas duas variantes de residuos foram submetidas a hi-

drdolise, numa relacao serragem : H_PO, 0,5% v/v de 1 : 10.

3774

2. Potencial do H_ PO, diluido, como alternativa para hidroli -

3774

sar pentosanas.

Com a finalidade de caracterizar o potencial do aci-

do proposto para hidrolisar pentosanas, relativamente aos dci-
dos classicamente descritos na literatura (cloridrico e sulfu-
rico), foi realizado um processo comparativo de hidrdlise, com
uma concentrac¢do de catalisador de 0,5% p/v, todos atuando na
mesma condicao de aquecimento (2 atmosferas; 2 horas), manten-
do-se ainda uma relacao bagaco : solugao acida diluida de 1

10 p/v.
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TABELA I - Influéncia da relagao biomassa residual : acido di-
luido, na hidrdlise fosfdorica de serragem de Pinus
com H_ PO, a 0,5% v/v a 2 atmosferas, durante 2 ho-

3774

ras e 30 minutos.

Granulometria Relacao
Mesh d.i. (mm) biomassa : acido diluido e cR*
40 0,420 1:6 1,13 1,07
40 0,420 1T : 7 1,13 1,08
40 0,420 1: 8 1,20 1,14
40 0,420 1 : 9 1,18 1,13
40 0,420 1 : 10 1,09 1,07
20 0,841 1 : 10 1,16 1,15

Experiéncia realizada como descrito no item 2.4.1. de Materi -

ais e Métodos.

%¥ Os valores de CT e CR estdo expressos em termos de g/100ml

de solucao hidrolisada limpida.
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A avaliagao da eficiéncia da hidrdlise foi acompanha
da atraves da liberagao de acucares simples a partir das pento
sanas de bagag¢o de cana e de sorgo.

Os dados da tabela II, mostram que para a cana, 08
valores obtidos para a hidrdlise fosfdérica foram de 89,5% e
96,9% daqueles logrados com a hidrolise cloridrica e sulfurica,
respectivamente.

Os valores equivalentes para o sorgo, foram menores,
na ordem de 83,82% e 80,28%.

A solvolise ou auto-hidrolise (aquecimento do bagago
em égua destilada), como controle, nao mostra rendimentos quan
titativamente significativos, mas no aspecto qualitativo cobra
importéncia, por ser o agucar preferencialmente liberado, a L-
arabinose.

Em outras palavras, se a solvolise precede a hidrdli
se acida, o hidrolisado final aparecera livre desta pentose e
tecnicamente, mais enriquecido em g-xilose (Figura 9).

Finda a hidrolise, o potencial hidrogenionico inici-
al aparece alterado, e os valores medidos nos filtrados limpi-

dos tambéem constam da tabela II.

3. Forga destrutiva de acidos minerais

A obtencao de derivados de agucares por desidratacgao,
catalisada por acidos, pode ser de interesse comercial, como
por exemplo, o furfural a partir de pentoses e o hidroximetil-
furfural a partir de hexoses. Por outro lado, a formagao des-
tes derivados como subprodutos, quando se visa os monossacari-
deos, é indesejdvel, tanto pela perda do produto principal,
quanto pela agdo nociva que podem ter na etapa seguinte de fer
mentagdo.

Através da andlise dos filtrados limpidos dos hidro-
lisados &cidos do experimento anterior, por g.l.c. em coluna
de Porapak Q, comparativamente & um padrdo de furfural, eviden
- cia-se que nas condigdes empregadas, o H SOM foi o mais destru

2

tivo e o H,PO como o menos inconveniente na geragdo de furfu

37w
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TABELA II - Potencial do H3PO como alternativa de hidrdlise

Y
para pentosanas.

Residuo Tratamento pH CT CR
Cana Solvdlise 4,07 0,4y 0,024
Cana Hidrdlise fosfdrica 1,58 2,03 1,87
Cana Hidrdlise cloridrica 0,99 2,00 1,93
Cana Hidrdlise sulfurica 1,03 2,16 2,09
Sorgo Solvélise | 4,73 0,38 0,078
Sorgo Hidrélise fosfdrica 1,73 2,03 1,71
Sorgo Hidrdélise cloridrica 1,02 2,10 2,04
Sorgo Hidrélise sulfurica 1,05 2,23 2,13

Os bagacgos de cana e de sorgo foram hidrolisadas com
os referidos dcidos, numa concentragdo de 0,5% p/v durante 2
horas a 2 atmosferas, estando os valores de CT e CR expressos

em termos de g/100ml de solugao hidrolisada limpida.
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FIGURA 8:

Avaliacao da quantidade de furfural formada durante a solvdlise e hidrdlise

HIDROLISE
FOSFORICA

HIDROLISE
CLORIDRICA

HIDROLISE
SULFURICA

fosforica, clo

ridrica e sulfurica (acidos a 0,5% p/v; 2 atmosferas; 2 horas) por g.l.c. em coluna de Pora

pak Q a temperatura de 180¢9C.

I = Furfural.
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TABELA III - Reverificacido da eficiéncia da hidrdlise fosférica.

Tratamentos efetuados

Residuo T — — CT ¥ CR ¥
Solvodolise Hidrolise | Re-hidrolise

Cana + - - 1,15 0,25
Cana + + - 14,46 11,32
Cana - + - 19,50 13,00
Cana - + + 2,48 2,00
Sorgo + - - 5,11 1,34
Sorgo + + - 13,19 9,70
Sorgo - . + - 19,27 9,11
Sorgo - + + 2,56 1,96

Experiéncia realizada como descrito no item 2.4.3 de Materiais

e Métodos.

# O0s valores de CT e CR estdo expressos em termos de g/100g de

peso seco da biomassa hidrolisada.
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FIGURA 9: CompOsiQEo em monossacarideos de bagaco de cana e de

sorgo, submetidos a solvdlise e/ou hidrolise fosfori

ca (H3POu a 0,5% v/v; 2 atmosferas; 2 horas).

A = Bagago de cana solvolisado.

B = Bagago de cana hidrolisado.

C = Bagago de cana solvolisado e hidrolisado.

D = Bagacgo de sorgo solvolisado e hidrolisado.
I = Arabinitol penta-O-acetato

IT = Xilitol penta-0-acetato.



ral (Figura 8).

4. Reverificacgao da eficiencia da hidrolise fosférica

Assumida a hidrolise fosforica nas condigdes até a-
qui descritas, como seletiva para a fragao de pentosanas, a-
1ém da avaliacao de carbohidratos como poder redutor e total
e analise cromatografica de controle, levou-se a cabo a rehi-
drolise do bagago residual, nas mesmas condigdes do primeiro
ciclo de autoclavacao.

Os dados da tabela III, mostram os resultados da hi
drolise direta seguida de rehidrolise, comparativamente a sol
volise (autohidrdlise) seguida de hidrdlise, de bagagos de ca
na e de sorgo.

A solvolise de bagagos de cana e de sorgo provoca a
liberagao de 0,25 e 1,3U4g% de agucares redutores, aos quais se
somam 11,32 e 9,70g%, respectivamente, quando os bagagos resi
duais sao submetidos a hidrdlise fosforica.

Quando os bagagos hidrolisados com H POu foram sub-

3

metidos a uma rehidrdlise nas mesmas condigoes (H3P04 0,5% v/
v; 2 atmosferas; 2 horas), obtiveram-se valores de 2,00e 1,96
g% de carbohidratos redutores, respectivamente para a cana e
o sorgo, valores que representam apenas 15,38 e 21,51% do 1i-
berado no primeiro ciclo de hidrolise.

Como derradeira confirmacgao, procedeu-se a uma ana-
lise mais refinada dos produtos de hidrolise. As solugoes dos
aclcares liberados, foram deionizadas, reduzidas a poliois ,
peracetiladas e analisadas em coluna de ECNSS-M.

Os picos do cromatograma da figura 9, corroboraram
todas as informagoes anteriores: arabinitol é predominante na
solvolise, xilitol na hidrdélise fosférica precedida de solvo-

lise e xilitol acompanhado de menor proporgao de arabinitol ,

na hidrdlise fosforica direta.
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5. Avaliagao de parametros cinéticos da hidrdlise fosférica

5.1. Efeito da concentracgao de H3POM e tempo de resideéncia na

liberacao de CT e CR, durante a hidrolise de bagago de sor

go, sob pressao constante de 2,5 atmosferas.

Os resultados das figuras 10-A e 10-B, indicam que o

perando com pressao constante de 2,5 atmosferas, nao computados
os tempos de atingimento da temperatura desejada e resfriamen
to ao término, pode-se obter valores muito proximos do maximo
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