UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

ANA LUISA FERREIRA MAGACHO

Avaliacao de técnicas de separagdo combinadas para a purificacao de xilose

visando a obteng¢ao de bioprodutos

Lorena
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ANA LUISA FERREIRA MAGACHO

Avaliacio de técnicas de separacao combinadas para a purificacdo de xilose

visando a obtencao de bioprodutos

Dissertagao apresentada a Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de Sao Paulo para a obtencao
do titulo de Mestre em Engenharia Quimica.

Area de Concentragio: Processos Cataliticos e
Biocataliticos
Orientador: Dr. Luis Fernando Figueiredo Faria

Lorena
2009



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha Catalografica
Elaborada pela Biblioteca Universitaria — Escola de Engenharia de Lorena

Magacho, Ana Luisa Ferreira.

Avaliacdo de técnicas de separagdo combinadas para a purificacdo de xilose,
visando a obten¢do de bioprodutos, / Ana Luisa Ferreira Magacho. — 2009.

149 f.: fig.

Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade de Sao Paulo.
Escola de Engenharia de Lorena. Departamento de Engenharia Quimica, 2009
Orientador: Luis Fernando Figueiredo Faria

1. Xilose 2. Hidrolisado hemicelulosico 3. Bagago de cana-de-acucar 4.

Coagulacao e precipitacdo 5. Processos de separagdo por membranas 6. Resinas de troca
i6nica 7. de Experimentos - planejamento. 1. Titulo.

CDU: 66.066




DEDICATORIA

Primeiramente a Deus que me guiou durante a realizacdo deste trabalho.

A Nossa Senhora que esteve presente e intercedeu em todas as dificuldades e alegrias
ao longo do desenvolvimento desta dissertagao.

Ao meu marido, Felipe, que me apoiou e encorajou para a realiza¢do deste projeto.

Aos meus familiares que estiveram presentes e possibilitaram a conclusdo de meus
estudos. Principalmente aqueles que cuidaram com tanto carinho e atencdo do meu filho,

Lucas.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luis Fernando Figueiredo Faria, pela confianca, orientacdo, apoio e
sobretudo amizade que grandemente contribuiram em minha formagao profissional.

Ao professor Dr. George Jackson do Departamento de Biotecnologia da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL-USP) que possibilitou que as andlises de HPLC fossem
realizadas. Lembrando também da Jussara que foi a grande responséavel pela execugdo destes
procedimentos.

Ao professor Silvio Silvério do Departamento de Biotecnologia da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL-USP) que disponibilizou a estrutura de seu laboratorio para a
realizacdo dos processos fermentativos. Em especial ao seu aluno Ricardo, que possibilitou a
concretizagao das bioconversdes.

Ao Dr. Walter de Carvalho que orientou as bioconversdes e as andlises dos
experimentos realizados durante a etapa de coagulagdo e precipitacdo seletiva.

Aos técnicos Cibele, Nicanor e Mariana.

Aos colegas e amigos com os quais compartilhei os dias de trabalho e construi uma
grande amizade: Camila, Rodrigo, Vanessa e Gleydson.

Ao departamento de Engenharia Quimica da Escola de Engenharia de Lorena, pela
oportunidade da realiza¢do do mestrado.

A CAPES pelo apoio financeiro.



“Devemos lutar para ser fiéis e perseverar na luta, porque so dos que se esforcam até o fim é
a vitoria. Ja sabemos que custa muito a nossa natureza decaida esse constante lutar, jad
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bastara para combater o bom combate sempre que nos fizermos a nossa parte. Ndo creiais
que quando ndo sentis Jesus é porque Ele se distanciou e vos deixou sozinhos na luta; ndo,
isto Ele jamais faz, mas sim, costuma com frequéncia, nos treinar um pouco e depois deixar-
nos aparentemente sem a Sua dulcissima companhia para ver se também, sem vé-Lo, nos

)

podemos lutar por Ele.’

Pe. Marcial Maciel
23 de marco de 1947



RESUMO

MAGACHO, A. L. F. Avalia¢do de técnicas de separa¢io combinadas para a purificacao
de xilose visando a obtencdo de bioprodutos. 2008. 180f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo. Lorena,
Sao Paulo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso combinado de processos de separagao,
visando a adequacdo do substrato rico em xilose (hidrolisado de bagaco de cana) para a
obten¢do de produtos por via fermentativa. Foram estudados processos como coagulagio e
precipitagdo seletiva de impurezas coloidais, separacdo com membranas de microfiltragdo e
ultrafiltra¢do e resinas de troca idnica, tendo como ponto de partida o hidrolisado concentrado
5,56 vezes (hidrolisado H1). Na avaliacdo dos ensaios de coagulagdo e precipitagdo foi
utilizado planejamento fatorial fracionado, o qual auxiliou o estudo da performance de
agentes coagulantes (policloreto de aluminio e polieletrélito anidnico), em diferentes
concentragdes, pHs e temperaturas. Como variavel resposta foi determinado a redugdo de
compostos fendlicos, resultando numa diminui¢do final de 32,67% e num modelo matematico
que representa os parametros envolvidos no processo:[C. Fendlicos] = 13,82 + 4,54xpH +
0,03xPAC — 0,58po2 + 0,19xPAC? - 0,25xpHxPAC. Apoés a determinacdo das melhores
condi¢des experimentais desta etapa, aplicou-se este modelo numa escala 36 vezes maior,
resultando em uma diminuicdo de 10,49% destes contaminantes, produzindo o hidrolisado
H2. Este hidrolisado foi percolado por resinas, e assim, determinou-se a série de resinas de
troca i0nica mais eficiente (série I: Amberlyst 15Wet, Amberlite FPA98, Amberlite 252Na e
Amberlite IRA96). Esta etapa proporcionou uma reducao de 96,29% no indice de cor, 98,72%
dos compostos fenodlicos, 74,19% do hidroximetilfurfural, 55,56% de furfural e 52,03% de
acido acético, utilizando um volume de leito de 20 mL, por coluna de resina. O hidrolisado
H2, também, foi utilizado para a determina¢do do melhor modo de permeacdo por membranas
de separacdo. Neste caso, optou-se em utilizar somente a membrana de ultrafiltragdo. A
permeagdo do hidrolisado H2 por esta membrana resultou no hidrolisado H3, e em redugdes
de 12,50% de acido acético, 33,00% de compostos fenolicos e 54,29% no indice de cor.
Assim, o hidrolisado H3 foi percolado pela série de resinas mais eficiente, obtendo ao final
uma diminuicdo de 63,29% do acido acético, 75,86% de furfural, 77,78% de
hidroximetilfurfural e 88,09% dos compostos fendlicos, promovendo uma redugao de 90,90%
no indice de cor. A seguir, o hidrolisado purificado foi submetido a fermentacdes para a
producdo de xilitol e etanol. Essas bioconversdes foram aptas a produzir 0,250g/L.h de xilitol
e 0,265g/L.h de etanol além de apresentarem rendimentos de 0,68g/g de xilitol por xilose
consumida e 0,30g/g de etanol por xilose consumida. Estes resultados indicam a boa
fermentabilidade do hidrolisado tratado pelo processo combinado proposto.

Palavras chave: Xilose. Hidrolisado hemicelul6sico. Bagago de cana-de-agucar. Coagulagdo e
precipitagdo. Processos de separacdo por membranas. Resinas de troca idnica. Experimentos -
planejamento.



ABSTRACT

MAGACHO, A. L. F. Evaluation of combined separation techniques for the xylose
purification aiming a production of bioproducts. 2008. 180f. Dissertation (Master of
Science in Chemical Engineering) Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo. Lorena, Sdo Paulo.

This study evaluated the combined use of separation processes, seeking the adequacy of the
substrate rich in xylose (hydrolysate of sugar cane bagasse) in the attainment of products from
fermentative processes. During this research processes as coagulation and precipitation of
selective colloidal impurities, microfiltration and ultrafiltration membranes separations and
ion exchange resins were studied, taking as its starting point a hydrolysate concentrate 5.56
times (hydrolysate H1). During the tests of coagulation and precipitation a fraction factorial
design was applied, which helped the study of coagulating agents performance (aluminum
polychloride and anionic polyelectrolyte) in different concentrations, pH and temperatures.
The response variable utilized was phenolic compounds reduction resulting in a drop of
32.67% and the mathematical model that represents the parameters involved in the process
was: [C. Fenolicos] = 13.82 + 4.54 xpH + 0.03 xPAC - 0.58 xpH2 + 0.19 xPAC2 - 0.25
xpHXPAC. After determining the best experimental conditions of this step, this model was
applied on a scale 36 times greater resulting in a decrease of 10.49% on contaminants,
producing the hydrolysate H2. This hydrolysate was percolated through resins and determined
the sequence of ion exchange resins more efficient; Serie I (Amberlyst 15Wet, Amberlite
FPA98, Amberlite 252Na and Amberlite IRA96). This step reduced 96.29% in the index of
color, 98.72% of phenolic compounds, 74.19% of hydroxymethylfurfural, 55.56% of furfural
and 52.03% acetic acid, using a bed volume of 20 mL for each resin column. The hydrolysate
H2 also was used to determine the best way of membranes permeation. In this case, opted to
use only the ultrafiltration membrane. The permeation of the hydrolysate H2 through
membrane resulted the hydrolysate H3, and showed reductions of 12.50%, 33.00% and
54.29% in acetic acid, phenolic compounds and index of color, respectively. Thus, the
hydrolysate H3 was percolated through the resins series more efficient, obtaining a decrease
of 63.29% of acetic acid, 75.86% of furfural, 77.78% of hydroxymethylfurfural and 88.09%
of phenolic compounds, promoting a reduction of 90.90% in the index of color on the finish
treatment. So this hydrolysate purified was subjected to fermentations for the production of
xylitol and ethanol. These bioconversions were able to produce 0.250 g/L.h of xylitol and
0.265g/L.h of ethanol and showed xylitol yield from xylose of 0.68g/g and ethanol yield from
xilose of 0.30g/g in ethanol. Theses results indicate the good fermentability of the hydrolysate
treated by proposed combined process.

Keywords: Xylose. Hemicellulosic hydrolyzate. Sugarcane bagasse. Coagulation and
precipitation. Membrane separation process. lon exchange resins. Experimental design.
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1. INTRODUCAO

A grande vocagdo do Brasil para a agricultura sucroalcooleira, aliada as suas
dimensdes continentais, faz dele o maior produtor de cana-de-agucar do mundo com uma
producdo em 2008 estimada entre 558,1 e 579,8 milhdes de toneladas (CONAB, 2008).
Embora transpareca progresso e divisas para o pais, tais cifras trazem como conseqiiéncia um
grande problema, que ¢ a geragdo de 160 milhdes de toneladas de bagacgo ao ano, que apesar
da sua maior parte ser aproveitado pela propria industria, ainda gera um excedente que
preocupa os ambientalistas, principalmente devido ao risco de combustio espontinea (SUN et
al., 2004).

Preocupados com esta parcela ndo utilizada do bagago de cana-de-agucar, diversos
pesquisadores concluiram que ele apresenta grande potencial de aproveitamento devido a sua
composi¢ao quimica (celulose, hemicelulose e lignina) uma vez que, através da hidrolise
acida ¢ possivel extrair até 80% das pentoses da fracdo hemiceluldsica em forma de xilose
(AGUILAR et al., 2002; MOSIER et al., 2005), um acucar utilizado em processos de
bioconversdo, sendo que, através de sua fermentacdo obtém-se produtos de alto valor
agregado como o etanol e o xilitol (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000).

Normalmente o etanol ¢ produzido a partir da fermentagao alcodlica do caldo de cana,
mas diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de se avaliar a producao a
partir do bagago da cana utilizando processo de bioconversdo da xilose, contida em diversos
hidrolisados hemicelulésicos, através de leveduras, o que poderia aumentar em cerca de 30%
a quantidade de etanol produzida, sem a expansdo da area plantada (AMARTEY e JEFFRIES,
1996; SANCHEZ, et al., 2004). Diferentemente do etanol, o processo de obten¢do do xilitol
em larga escala apresenta algumas limitagdes. O xilitol industrialmente ¢ obtido pela redugao
quimica da xilose utilizando-se um catalisador a base de niquel-Raney sob condicdes elevadas

de temperatura e pressao, logo devido a presenca deste catalisador, existe a necessidade de se
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empregar intensivas etapas de purificagdo, as quais dao origem a um residuo com alto nivel de
poluicido (WIKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998; MIKKOLA et al, 1999). Estas
dificuldades motivaram pesquisadores a procurar vias alternativas, sendo a microbiologica um
dos processos mais atrativos e com potencial para superar estes problemas (WIKELHAUSEN
e KUZMANOVA, 1998).

Embora promissor, os processos fermentativos de producdo de xilitol e etanol a partir
do hidrolisado hemiceluldsico também apresentam limitagdes, principalmente quanto a
produtividade, devido principalmente a presenca de compostos inibidores do metabolismo
microbiano. Entre estes contaminantes estdo o acido acético, os compostos fenolicos, o
furfural, o hidroximetilfurfural e os metais pesados provenientes do solo utilizado para cultivo
e dos equipamentos envolvidos no processamento da cana e do bagaco (LOHMEIER-VOGEL
et al., 1998).

Com o objetivo de minimizar o efeito da toxicidade do hidrolisado de bagago de cana
sobre a fermentagdo, diversos tratamentos fisico-quimicos estdo sendo empregados, tanto para
a transforma¢do de inibidores em compostos inativos como pela remog¢do destes, com a
finalidade de dar a estes substratos condi¢des de serem utilizados (SOLENZAL et al., 1998).

Colaborando com o objetivo acima, no presente trabalho foi estudado o uso
combinado de trés tratamentos distintos do hidrolisado de bagaco de cana-de-agticar, sendo
eles: a) coagulacdo e precipitacio de impurezas coloidais; b) processos de separagdo por

membranas; ¢) processos de separagdo com resinas de troca idnica.



2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1. Materiais Lignocelulosicos

Os materiais lignocelulésicos como o bagago de cana-de-acucar, a palha de arroz, a
palha de trigo, o sabugo de milho, a casca de aveia e as aparas de eucalipto, sdo oriundos de
residuos da agroindustria e de atividades da exploragdo florestal, e sdo também os recursos
organicos renovaveis mais abundantes da Terra, representando a maior por¢ao do carbono
total fixado por fotossintese (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000; CACCHIO et al., 2001).
Além disso, possuem imenso potencial de uso como matérias-primas em processos industriais
para produgdo de alimentos, biocombustiveis, insumos quimicos, enzimas, biofertilizantes e
bens de consumo diversos (WINKELHAUSEN ¢ KUZMANOVA, 1998; KRISHNA et al.,
2001; LATIF e RAJOCA, 2001; TENGERDY e SZAKACS, 2003).

Estes materiais s3o os compostos orginicos de maior abundancia na biosfera,
representando mais de 60% da biomassa total, sendo estimada a produtividade de biomassa
seca em 155 bilhdes de toneladas ao ano (SINGH e MISHRA, 1995). Segundo Pimentel
(2001), ao redor de 40,5 bilhdes de toneladas de biomassa sdo produzidos no ecossistema
terrestre e somente 50% ¢ usada para a alimentacdo, construcdo civil ou como combustivel,
causando sérios problemas na biodiversidade.

O reconhecimento da natureza finita dos combustiveis energéticos convencionais, a
necessidade de se controlar a polui¢do ambiental e a mudanga dos valores sociais e culturais,
tem incentivado a comunidade cientifica internacional a examinar fontes alternativas de
materiais e energia (KUHAD e SINGH, 1993). Uma solugdo pratica para estes problemas ¢ o
desenvolvimento de tecnologias que permitem o uso das fontes renovéveis de energia

existentes na natureza, como a biomassa lignocelulésica (EUREC, 1996).
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O potencial de aproveitamento da biomassa lignoceluldsica baseia-se em sua
composicdo quimica; pois independente de sua origem, os materiais lignoceluldsicos contém
celulose, hemicelulose e lignina como principais componentes, em propor¢des que variam de
40 a 50%, 25 a 35% e 15 a 25%, respectivamente (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000).

A celulose, principal componente da parede celular da fibra vegetal, ¢ um
homopolissacarideo linear constituido por unidades de D-glicose unidas por ligagdes p(1-4),
com grau de polimerizacdo que varia de 1000 até 50000 unidades, dependendo da origem da
planta (FENGEL e WEGENER, 1989). A hemicelulose, o segundo mais abundante
polissacarideo da natureza, ¢ um polimero heterogéneo de pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (glicose, galactose e manose) e acidos (acético, glicuronico e galacturdnico) (SAHA,
2003), que age como substancia de reserva e de sustentagdo, sendo, o seu grau de
polimerizacdo, geralmente inferior a 200 unidades. O terceiro principal componente citado, a
lignina, ¢ uma macromolécula polifendlica composta principalmente por unidades de
fenilpropano, cuja estrutura provém da polimerizagdo desidrogenativa de trés precursores
primarios: alcool trans-coniferilico, alcool trans-sinapilico e alcool trans-p-cumarilico. Unida
a hemicelulose e a pectina, a lignina preenche os espagos entre as fibrilas de celulose atuando,
assim, como um material de ligacdo entre componentes da parede celular, sendo responséavel
pela rigidez e baixa reatividade dos materiais lignocelulosicos (FENGEL e WEGENER,

1989).

2.1.1. O Bagacgo de Cana-de-Acucar: uma Biomassa Abundante no Brasil

O Brasil ¢ um pais de dimensdes continentais, logo apresenta grandes diversidades de
clima e solo, e por conseqiiéncia sdo obtidos os mais diversos subprodutos e residuos agro-
industriais. Um dos subprodutos mais abundante e proveniente de material renovavel ¢ o

bagaco de cana-de-aglicar, uma vez que o Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agucar do



mundo. Esta producdo vem crescendo e, a safra de 2008 devera atingir um montante entre
558,1 e 579,8 milhdes de toneladas. Este volume representa um aumento de 11,3% a 15,6%
do obtido na safra passada, ou seja, uma quantidade de 56,6 a 78,2 milhdes de toneladas
adicionais do produto, de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB),
numa pesquisa solicitada pela Secretaria de Producdo e Agroenergia (SPAE), do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (CONAB, 2008). Este crescimento pode ser
também confirmado na Tabela 1, a qual apresenta a evolucao da produtividade deste produto

agricola num periodo de dez anos.

Tabela 1 - Evolugdo da produtividade da cana-de-agucar no Brasil.

Ano Area (milhoes de hectares) Producdo (milhées de Rendimento (t/ha)
Area Plantada Area Colhida toneladas)
1996 4,90 4,83 325,93 67,52
1997 4,95 4,88 337,20 69,10
1998 5,00 4,97 338,97 68,18
1999 4,86 4,85 331,71 68.41
2000 4,82 4,82 325,33 67,51
2001 5,02 4,96 344,28 69,44
2002 5,21 5,10 363,72 71,31
2003 5,38 5,37 389,85 72,58
2004 5,57 5,63 416,26 73,88
2005 5,62 5,76 419,56 72,83
2006 7,04 6,19 457,98 74,05

Fonte: MINISTERIO DA AGRICULTURA (2008)

E importante notar que uma usina sucroalcooleira produz cerca de 280 kg de bagaco
por tonelada de cana moida (SUN et al., 2004), desta forma a estimativa de produ¢do de
bagaco em 2008 serd de aproximadamente 160 milhdes de toneladas (CONAB, 2008). Grande
parte deste subproduto (60% a 90%) ¢ utilizada pela propria industria como fonte de energia
alternativa (geracao de vapor e eletricidade), mas, ainda assim, ha um grande excedente deste
material capaz de gerar problemas ambientais, principalmente devido ao risco de combustao

espontanea (SUN et al., 2004; VASCONCELOS, 2002).
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Além da co-geracdo de energia, o bagaco pode ser aproveitado nas producdes de
etanol, hidroximetilfurfural, polpa e papel, revestimentos actlsticos, madeira prensada,
forragem para agricultura, alcaloides, aminoacidos, 4cidos organicos, producdo de ra¢do para
gado enriquecida em proteinas, enzimas e xilitol (PANDEY et al., 2000; SANTOS et al.,
2005¢). Deve-se também ressaltar sua potencial reserva de carboidratos, podendo assim ser
utilizado como substrato em processos biotecnologicos (du TOIT et al, 1984). Neste
contexto, a xilose presente na fragdo hemiceluldsica do bagago de cana-de-acticar pode ser
utilizada na producdo de xilitol e etanol, uma vez que esta pentose pode perfazer até 80% dos
carboidratos presentes nesta fragdo (ROBERTO et al., 1991; AGUILAR et al., 2002;
MOISER et al., 2005).

Conforme relatado por Dekker (1985), os materiais lignoceluldsicos ndo podem ser
utilizados “in natura” na maioria dos processos de bioconversdo, pois ndo podem ser
diretamente utilizados pelos microrganismos produtores das substancias de interesse
industrial, sendo a separacdo das principais fragdes poliméricas um pré-requisito para a
utilizagdo integrada desses materiais. De acordo com Parajo et al. (1998c), a separagdo
simultanea dos trés principais grupos de polimeros da biomassa lignoceluldsica em suas
formas poliméricas ndo ¢ possivel com o uso de procedimentos de separacdes convencionais
como a cristalizacdo, precipitacdo ou extracdo, pois pelo menos um dos polimeros ¢
degradado pelos tratamentos baseados nas diferencas entre suas propriedades quimicas.

Segundo estes mesmos autores, celulose e hemicelulose sdo menos suscetiveis a
oxidagdo do que a lignina, mas ambas podem ser hidrolisadas por &cidos ao contrario da
fracdo fenolica (lignina) que permanece como um residuo s6lido no meio acido. Estes autores
concluem ainda que a hemicelulose ¢ mais suscetivel do que a celulose a agdo hidrolitica de

catalisadores, devido a sua estrutura ramificada e aberta, proporcionando um melhor
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rendimento em condi¢cdes mais amenas, tornando este constituinte da biomassa bastante
atrativo para uso em processos fermentativos.

A hidrolise dos materiais lignoceluldsicos pode ser efetuada por processos fisicos,
quimicos ou biologicos e pela combinagdo destes. Dentre estes métodos estdo incluidas: a
hidrélise acida (IRANMANHOOB et al., 2002; SUN e CHENG, 2002; MUSSATO e
ROBERTO, 2004a; PURWADI et al., 2004; PALMAROLA-ANDRADOS et al., 2005), a
hidrolise enzimatica (PALMAROLA-ANDRADOS et al., 2005), a explosio a vapor
(CONVERTI et al., 2000a; SUN et al., 2004, 2005) e a extracdo com solugdes alcalinas (du
TOIT et al., 1984).

E importante destacar que uma vez realizada a separacio da fracdo hemiceluldsica, a
partir da biomassa lignoceluldsica, esta pode ser bioconvertida em produtos de alto valor

agregado como o etanol e o xilitol.

2.2. Produtos da Bioconversdo da Xilose: Etanol e Xilitol

2.2.1. O Etanol

O etanol (C,HsOH) ¢ originalmente obtido através da fermentacgdo alcodlica do caldo
de cana, sendo comumente utilizado em bebidas alcoolicas como cerveja, vinho e aguardente,
bem como na industria de perfumaria. No Brasil, o etanol ¢ também muito utilizado como
combustivel para motores a explosdo. Devido ao aumento da demanda de etanol no mercado
mundial, observa-se a necessidade de se viabilizar a producdo deste combustivel a partir de
outras matérias-primas, como o bagaco de cana-de-agucar. O uso desta matéria-prima podera
elevar em 30% a produg¢do de 4lcool combustivel no Brasil, sem a necessidade da expansao da

area de plantio (GUARANI, 2007).



O etanol ¢ um produto de grande interesse para o mercado, tanto nacional quanto
internacional e, como combustivel, tem a vantagem de ser uma fonte de energia renovavel,
menos toxico e menos poluidor que os derivados do petrdleo (gasolina e diesel).

O Brasil produz alcool etilico ou etanol combustivel de dois tipos: hidratado e anidro.
O hidratado (com 4% em volume de agua) ¢ utilizado para mover veiculos, por sua vez, o
anidro ou absoluto (sem agua) ¢ utilizado como oxigenante da gasolina em diversos paises,
sendo uma alternativa a aditivos altamente poluentes como o chumbo tetraetila e o éter metil
terbutilico (MTBE) originario do petréleo.

O élcool combustivel tem caracteristicas adequadas para alimentar motores a
combustdo interna que funcionam segundo o Ciclo Otto. Além do etanol, o metanol, a
gasolina e o gas natural tém as mesmas caracteristicas mencionadas. Entre os combustiveis
liquidos citados, o etanol é o que melhor se mistura a gasolina (NEGRAO e URBAN, 2007).
Com relagdo a poluicdo, o etanol contribui para a reducdo do efeito estufa, pois cada tonelada
de cana-de-agucar cultivada para a fabrica¢do de dlcool hidratado combustivel e 4dlcool anidro,
economiza respectivamente a emissao de 0,17 t e 0,25 t de CO; (didéxido de carbono, um dos
gases responsaveis pelo efeito estufa). Isto porque na combustdo da gasolina o CO; ¢ um
subproduto formado na rea¢do quimica, ja o alcool utiliza este gés presente na atmosfera, ou
seja, a quantidade de carbono se mantém (GUARANI, 2007).

A introducdo da mistura gasolina/dlcool no Brasil teve um impacto imediato positivo
na qualidade do ar das grandes cidades, particularmente em Sao Paulo. Inicialmente, em 1991,
aditivos como o chumbo tiveram seu uso reduzido a medida que a quantidade de alcool na
gasolina aumentava. Também os hidrocarbonetos arométicos (tais como o benzeno), que sdao
toxicos, e o contetido de enxofre presentes na gasolina foram reduzidos. Contudo, diminuiu-se
as emissoes de didxido de carbono na atmosfera, ja que antes de 1980 quando a gasolina era o

unico combustivel em uso, as emissdes deste gas eram superiores a 50 g/km e em 2000,
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chegaram a menos de 0,07 g/km. Conclui-se que, muito mais importante do que as discussdes
sobre a finitude do petroleo, a politica dos paises produtores e os interesses corporativos do
poderio da industria do petréleo no mundo, o uso do alcool vem se colocando como fator
decisivo na redefinicdo da matriz energética no ambito da perspectiva econdmica dos
combustiveis renovaveis e ambientalmente limpos (NEGRAO e URBAN, 2007).

No ano de 1973 os paises da OPEP (Organizacdao dos Paises Produtores de Petroleo),
atuando na forma de cartel, entraram em acordo para reduzir a produ¢do de petréleo mundial,
desencadeando o primeiro choque do petroleo. A reducdo desta producdo provocou elevacao
dos precos no mercado internacional, afetando todos os paises importadores deste produto,
perdurando por toda década de 1970. Nesse periodo o Brasil importava mais de 80% do
petroleo que consumia, logo suas despesas passaram de US$6,2 bilhdes, em 1973, para
US$12,6 bilhdes, em 1974. O saldo da Balanga Comercial passou de um leve superavit de
US$7 milhdes em 1973, para um déficit de US$4,7 bilhdes em 1974 (BAER, 1996).

Neste contexto, em nove de outubro de 1975 o presidente Ernesto Geisel elaborou o
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), o qual propds estimulos financeiros a
expansdo da lavoura canavieira e a montagem de destilarias anexas e autonomas, como uma
das medidas para diminuir o déficit na Balanca de Pagamentos. Assim, de 1975 a 1980 foi
investido US$1,019 bilhdo no Programa Nacional do Alcool, sendo 75% desta quantia
advinda de recursos publicos e 25% de recursos privados (MORAES, 1999).

Em relacdo ao processo de implantagdo do programa, devem ser destacadas duas
fases: a primeira abrange de 1975 até 1978, que correspondeu ao uso da mistura alcool-
gasolina, a implantagdo das destilarias anexas e ao envolvimento da industria automotiva para
producdo de carros a alcool. Nesta fase ocorreu a modernizacdo da producdo do alcool

(Figura 1).
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A segunda fase, iniciada em 1979, ¢ a da producdo em larga escala do dalcool
hidratado, para ser usado em carros movidos exclusivamente com este combustivel. Esta fase
foi acelerada devido ao novo conflito no Oriente Médio, entre Ird e Iraque, que contribuiu
para mais uma elevacgdo dos precos do petrdleo. Algumas medidas inovadoras de estimulo ao
uso do veiculo movido exclusivamente a alcool foram tomadas: reducdo da aliquota do
imposto sobre produtos industrializados (IPI) e da taxa rodoviaria unica para veiculos
privados dessa natureza, isen¢do do IPI para taxis a dlcool e o estabelecimento de um limite
do preco ao consumidor de alcool hidratado de 65% em relagdo ao preco da gasolina. Foi
também definida a obrigatoriedade de adi¢dao de 22% de alcool anidro a gasolina (SHIKIDA e

BACHA, 1999).
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Figura 1 — Evolugdo da produgao brasileira de alcool de 1970 até 2002.
Fonte: FIGUEIRA (2005)

O impulso dado ao Programa Nacional do Alcool a partir de 1979 desencadeou
mudanc¢as na utilizacdo da cana-de-aglicar, com parcelas crescentes desse produto sendo
utilizadas para a produgdo de alcool combustivel, em detrimento do aglicar entre os anos de
1978 e 1990, como pode ser visualizado na Figura 2.

Moraes (1999) descreve os acontecimentos que levaram a estagnacdo do Programa do

Alcool na década de 1990 e 2000, repercutindo em queda nas vendas dos carros a alcool. A
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partir de 1986 comeca a ocorrer uma reducdo dos pregos internacionais do petroleo. Nesse
periodo, a expansdo da produgdo brasileira de petrdleo diminuia a dependéncia do pais em
relacdo ao petréleo importado. Além disto, os planos economicos do governo priorizavam o
controle inflacionario e do déficit publico, suspendendo os financiamentos governamentais

para a ampliagdo da capacidade instalada.
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Figura 2 — Destino da cana-de-acucar voltada para a produ¢do de alcool e de acucar.
Fonte: LEAO (2002)

O fim dos incentivos fiscais para a produ¢do de carro a alcool, e a crise de
abastecimento de 1989, foi apontado como os principais responsaveis pela reversdo na
preferéncia do consumidor em adquirir carro a dlcool em detrimento do carro a gasolina. Na
década de 1990 e inicio da década de 2000 tornou-se praticamente irrelevante a venda de
carros a alcool em comparag@o com a de carros a gasolina.

Com a redugdo gradativa da utiliza¢do do alcool como combustivel na década de 1990,
a produgdo de agucar voltou a ocupar uma participagdo cada vez maior na utilizacdo da cana-
de-agucar (Figura 2), e ocorreu também uma ampliacdo das exportacdes de etanol (BRASIL,
2007).

No campo internacional o etanol vem sendo utilizado na fabricagdo de bebidas

alcodlicas, em cosméticos, tintas em geral, etc., € como combustivel, misturado com a
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gasolina ou individualmente (BERG, 2006). No entanto, desde a década de 1980 o alcool
etilico ¢ mais largamente produzido visando o mercado de combustiveis, correspondendo por
dois ter¢os de sua produ¢ao mundial.

A implantacdo dos programas de etanol como combustivel em varios paises,
principalmente nos paises desenvolvidos, ¢ responsavel pelo esperado crescimento deste
produto no comércio internacional. Diferentes paises contemplam a mistura do alcool a
gasolina e/ou ao oleo diesel, como por exemplo, a india ¢ a Tailandia, que estudam a
alternativa da mistura alcool/gasolina. A Australia pretende, de forma ndo obrigatdria,
permitir a adi¢do de 2% a 10% de etanol na gasolina; cabe observar que esse pais ainda nao
produz alcool para fins carburantes, apesar de ser o segundo maior produtor mundial de
acicar. Os EUA tém sua demanda de etanol em franco crescimento a medida que as
proibigdes se sucedem na Califérnia e em outros estados com relacdo ao oxigenante éter metil
terbutilico (MTBE), segundo a Renewable Fuels Association, com um consumo de trés
bilhdes de litros/ano a partir de janeiro de 2003 na California, e mais trés bilhdes de litros na
Costa Leste, num total de seis bilhdes de litros, o que equivale a metade da produgdo
brasileira. O Japao aprovou uma lei, a ser regulamentada, que permite a mistura do alcool a
gasolina e ao diesel, com perspectiva do uso de etanol em termoelétricas e a China tem
interesse na utilizacdo do alcool etilico anidro carburante como substituto do aditivo
antidetonante na gasolina. Hé indicios de alteracdo na matriz de produgdo de alcool chinesa,
atualmente baseada na producdo de cereais, para a cana-de-aglicar ou outros insumos menos
onerosos do que o milho, sendo ainda assim o 3° maior produtor mundial, com 3,1 bilhdes de
litros de alcool/ano (NEGRAO e URBAN, 2007).

Embora ndo seja possivel predizer o tamanho e a velocidade de crescimento da
demanda internacional por alcool combustivel em futuro proximo, € possivel avaliar, com

base em numeros relativos, o aproveitamento potencial de expansdo do uso do alcool que
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requer esforcos continuos de reorganizacdo da producdo e a instituigdo de mecanismos
eficazes de regulagio (NEGRAO e URBAN, 2007). Tendo em vista este crescimento espera-
se que o Brasil exporte cerca de trés bilhdes de litros de alcool em 2006, volume que dobrara
em 2010 e saltaré para oito bilhdes de litros em 2015 (CARNIER, 2007).

Em mar¢co de 2003, no Brasil, foram langados os carros bicombustiveis, os quais
podem ser abastecidos tanto com alcool como com gasolina. Devido as perspectivas de
crescimento da venda destes carros para os proximos anos, passando de aproximadamente 48
mil unidades vendidas em 2003 para 1,3 milhdes de unidades que se pretende vender em 2010
(Figura 3), espera-se a viabiliza¢dao do crescimento das vendas do alcool hidratado no futuro
(INFORMACAO UNICA, 2006).

Com a aquisi¢do de carros bicombustiveis, cabe ao consumidor a escolha entre
abastecer o tanque de seu carro em alcool hidratado ou gasolina. Como se gasta mais alcool
do que gasolina por quilometro rodado, estima-se que o prego do alcool deva ser de
aproximadamente 70% do preco da gasolina, para ser indiferente ao consumidor optar por
abastecer o veiculo com gasolina ou alcool hidratado.

Desta forma, caso se concretize as estimativas de venda de carros bicombustiveis para
os proximos anos, o alcool hidratado pode voltar a ganhar participacdo nas vendas de
combustiveis no Brasil. Para isto, o preco do dlcool hidratado deve se manter competitivo em

relacdo ao preco da gasolina (BUENO, 2004).
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Figura 3 — Vendas e perspectivas de vendas de carros bicombustiveis.
Fonte: FIGUEIRA (2005)

Segundo Carnier (2007), a corrida pelo etanol fez com que a produgdo mundial
somasse 46 bilhdes de litros no ano de 2005, segundo a empresa especializada F.O.Licht. O
crescimento foi de 12,8% em relagdo a 2004 e a previsao ¢ que a demanda continue a
aumentar em escala geométrica sob a lideranca dos Estados Unidos (que obtém o produto do
milho) e do Brasil, responsaveis em conjunto por 70% da oferta global. Como a demanda esté
superaquecida, os dois paises tém investido em novas fabricas. O Brasil estd erguendo 90
novas usinas, ou 25% do total das unidades hoje instaladas. Desta forma, sera mais facil
cumprir a previsao do Instituto de Economia Agricola de que a produgado chegara a 26 bilhdes
de litros, em dez anos.

O crescimento do mercado internacional de etanol para combustivel seria importante
tanto para paises com programas de etanol em larga escala, como Brasil e EUA, como para
estimular a utilizagdo de etanol como combustivel em outros paises, como o Japdo. No
primeiro caso, desencadearia uma forma de balancear a oferta e a demanda doméstica e
reduzir o risco resultante de falhas de safras que fornecem as matérias-primas para a producao
de etanol e das oscilagdes de pregos em outros mercados substitutos de oferta, como o acucar.

No segundo, a formagdo de um mercado internacional com a inclusdo de outros paises
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ofertantes, como India e Malésia, seria importante para reduzir o risco de oscilagdes de oferta

e precos de um Unico pais ofertante (BERG, 2006).

2.2.2. Xilitol

O xilitol (CsH1205) ¢ um polidlcool de cinco carbonos encontrado em muitas frutas e
plantas como ameixa, morango, péra, framboesa, couve-flor e endivia (MATILLA et al.,
2005; MURPHY e McCARTHY, 2005), além de ser também produzido em pequena
quantidade no organismo de mamiferos como um produto intermediario no metabolismo de
carboidratos (MATILLA et al., 2005).

Foi descoberto em 1891 pelos quimicos Emil Fisher e Gabriel Bertrand que o
obtiveram na forma de um xarope, a partir da reacdo da xilose oriunda de madeira com
amalgama sodica (liga de mercurio e sodio) (LIMA e BERLINK, 2003). Em 1975 a Finnish
Sugar Co. Ltd. (Helsinque, Finlandia), comecou a primeira produgdo de xilitol em larga
escala, produzindo acima de 3 mil toneladas por ano, neste mesmo ano foi lan¢ado na
Finlandia e depois nos Estados Unidos um chiclete a base de xilitol (HY VONEN et al., 1982).

A importancia econdmica e social do xilitol deve-se principalmente a seu potencial
como substituto de aclcares convencionais, devido a seu poder adogante (EMODI, 1978;
HYVONEN et al., 1982), comparivel ao da sacarose e superior ao do sorbitol e manitol
(BAR, 1991; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). Este poliol ¢ classificado como
um aditivo tipo GRAS (Generally Recognised as Safe) pela Food and Drug Administration
dos Estados Unidos (HAHN-HAGERDAL et al., 1994) e no Brasil é classificado como
aditivo alimentar do tipo umectante, empregado em balas, confeitos, gomas de mascar e
produtos do género (ANVISA, 2007a; b). Algumas de suas propriedades fisico-quimicas

estdo apresentadas na Tabela 2.
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O xilitol apresenta também propriedade anticariogénica, pelo fato de nado ser utilizado

pelos microrganismos da flora bucal, em particular pela bactéria Streptococcus mutans, e de
conseqiientemente evitar a formacdo de 4cidos que atacam o esmalte dos dentes (GALES e
NGUYEN, 2000). Através do uso regular de gomas de mascar contendo este poliol observou-
se uma consideravel redugdo desta bactéria na flora bucal (AUTIO, 2002) constatou-se,
também, uma reducdo de caries através do uso de dentifricios contendo xilitol e fluor ja que
ocorre uma redu¢do na retencdo de glicose na boca (IWATA et al., 2003). Além da reducao
de caries dentarias, o xilitol induz a remineralizacdo do esmalte do dentes, revertendo lesdes
recém-formadas, uma vez que a composi¢do quimica da saliva parece ser favoravelmente

afetada, apresentando um significativo aumento de ions calcio e fosfato (MAKINEN, 2000).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Propriedades Caracteristicas
Massa molar 152,15 g/mol
Sabor Doce
Odor Inodoro
Aparéncia P6 cristalino branco
Ponto de fusdo 92-96 °C
Ponto de ebulicao 216 °C
pH (solugdo 5%) 5-7
Viscosidade (solugdo 10% a 20 °C) 1,03 cp
Solubilidade (30 °C) 68 g/100 g de solugao*
Densidade (solugdo 10%) 1,03 g/cm3
Calor de dissolucao -34,8 cal/g (efeito “refrescante”)
Valor caldrico 4,06 kcal/g
indice de refracdo (solugdo 10% a 25 °C) 1,3471
Estabilidade Estavel a 120 °C, a caramelizagdo ocorre se

aquecido por varios minutos proximo ao ponto
de ebulicao.
Higroscopicidade Em umidade relativa alta o xilitol é mais
higroscopico que a sacarose, mas menos que o
sorbitol.
* Igual da sacarose, abaixo dessa temperatura o xilitol ¢ menos solivel, com o aumento da temperatura

ele se torna significativamente mais solivel que a sacarose.
Fonte: BAR (1991); MANZ et al. (1973); HY VONEN et al. (1982).
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Na industria alimenticia o xilitol tem um grande potencial de aplicagdo devido a
auséncia de grupos aldeidicos e cetonicos em suas moléculas, este ndo provoca nos alimentos
reagoes de escurecimento do tipo "Maillard", sendo assim apropriado para o processamento
em temperaturas elevadas de alimentos nos quais estas reagdes sdo indesejaveis. Uma vez que
o xilitol ndo ¢ fermentado por leveduras, sua utilizagdo no preparo de xaropes e refrescos ¢
altamente vantajosa, eliminando a necessidade de pasteuriza¢do do produto e da adicdo de
conservantes para estoque por quatro ou cinco meses em frascos fechados (MANZ et al.,
1973).

O xilitol pode também ser empregado com seguranga na area clinica ja que ¢
altamente tolerado pelo organismo humano (MAKINEN, 2000). Tem sido também indicado
para pacientes com doencas biliares e renais, como também para pessoas obesas, ja que
contribui muito pouco para a formagdo de tecidos gordurosos, quando comparado a outros
acucares (BAR, 1991). Indicado eficazmente nos tratamentos de outras desordens
metabolicas, como a deficiéncia da enzima glicose-6 fosfato desidrogenase (EMODI, 1978) e
na dieta de diabéticos, por ndo requerer insulina para seu metabolismo (MANZ et al., 1973;
LEATHERS, 2003; NYYSSOLA et al., 2005). Segundo Mikinen (2000), os efeitos clinicos
associados com a administra¢do de xilitol podem ser explicados pela simples teoria pentiol-
hexitol, a qual se baseia no fato de que o metabolismo dos carboidratos que apresentam seis
atomos de carbono em sua estrutura ¢ freqiientemente inibido pelo metabolismo de
carboidratos com cinco atomos de carbono.

Nos ultimos anos vérios trabalhos t€m ressaltado diversas propriedades
farmacologicas do xilitol. Estudos de Uhari et al. (2000) demonstraram que o xilitol inibe o
crescimento de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans € a aderéncia de
Pneumococci e Haemophilus influenzae nas células nasofaringeas, prevenindo a otite média

aguda em criangas. Estudos de Biswas e Vashishtha (1998) constataram a a¢do do xilitol na
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diminui¢do da pressdo intraocular. Sajjan et al. (2004) destacam a agdo benéfica do xilitol no
tratamento da fibrose cistica. Cirkva et al. (2004) mostraram a aplicacdo de xilitol na sintese
de derivados fluoracilados para a produgdo de surfactantes biocompativeis. Outras aplicagdes
biomédicas do xilitol incluem seu uso na formulac¢do de infusdes pos-cirtirgicas para pacientes
com dificuldades em metabolizar agticares (MAKINEN, 2000); na prevenc¢io da osteoporose,
logo previne a redugdo da densidade dos ossos, bem como seu contetdo de minerais, calcio e
fosforo, melhorando consideravelmente as propriedades biomecanicas dos ossos (MATILLA
et al.,, 2002) e no tratamento da dermatite atopica (MASAKO et al., 2005). Além destas
aplicagdes este pode ser empregado na producdo de poliesteres ramificados como o
hidroxipropil-xilitol, usado para a imobilizacdo de lesdes traumatologicas, cujas propriedades
mecanicas e termofisicas sdo semelhantes a das espumas de poliuretano, mas com as
vantagens de ndo absor¢do de dgua e menor deformagio (SANROMAN et al., 1991).

No Japao, Alemanha e outros paises da Europa, o xilitol foi aceito na nutri¢do
parenteral (MAKINEN, 2000) e no preparo de solugdes parenterais contendo aminoécidos,
pois, ao contrario do que ocorre com a glicose, ndo reage com aminoacidos (FORSTER,
1974).

Assim, este poliol conquistou muitos mercados nos Ultimos anos, havendo um
crescente nimero de produtos sendo langcados nos mercados asiatico, europeu e norte-
americano.

O xilitol pode ser obtido por extracio solido-liquido (PARAJO et al., 1998a), por
sintese quimica (MIKKOLA et al.,, 2000) ou por sintese microbiologica utilizando
microrganismos como catalisadores, ou seja, através da fermentacdo por leveduras ou

bactérias (FELIPE et al., 1997a; CARVALHO et al., 2003).
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2.3. Obtencdo de Etanol e Xilitol através da Bioconversdio da Xilose

Tanto o etanol quanto o xilitol podem ser obtidos através do processo de fermentacao
da xilose. Em ambos os casos podem-se utilizar um substrato como o hidrolisado
hemiceluldsico do bagaco de cana-de-agucar, no entanto, altera-se o catalisador, a levedura
que metabolisa a xilose.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de se avaliar a producao
de etanol a partir da bioconversao da xilose por leveduras (Pichia stipitis, Candida shehatae e
Pachysolen tannophilus) e bactérias. Dentre estes microorganismos destacam-se as leveduras
Pichia stipitis e a Candida shehatae como maiores produtoras de etanol (AMARTEY e
JEFFRIES, 1996; SANCHEZ, et al., 2004).

Segundo Pandey et al. (2000), o bagaco de cana-de-agiicar também poderia ser
utilizado na producdo de biocombustivel (etanol), no entanto, os processos que envolvem a
sua obteng¢do requerem uma quantidade substancial de matéria-prima, fato que comprometeria
o fornecimento de energia para os moinhos de agucar, através da queima do bagaco nas
caldeiras. Deve-se lembrar também, que a produgdo de etanol a partir do bagaco baseia-se na
hidrélise desse residuo agroindustrial e, para a realizagdo da hidrélise enzimatica, necessita-se
de grandes quantidades da enzima celulase (economicamente invidvel) no processo de
sacarificagdo. Tal projeto torna-se atraente em circunstancias especiais como, por exemplo, no
Brasil onde a sua posi¢do geografica favorece a plantagdo da cana-de-aglicar tornando o
bagaco um material abundante, e também através de outro mecanismo de hidrolise que
viabilize o fracionamento desta biomassa.

No processo de hidrélise do bagago de cana-de-agucar ocorre a quebra dos
polissacarideos presentes na matéria-prima, formando seus aglcares correspondentes. Este
procedimento pode ser realizado através da hidrolise acida (LEE et al, 1999) ou da

enzimatica como citado anteriormente (SUN e CHENG, 2002). Durante a hidrolise acida,
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utilizando um 4cido diluido, primeiramente ocorre a despolimerizacdo da fracdo
hemiceluldsica em temperaturas mais brandas, para em seguida realizar a despolimerizagdo da
fracdo de celulose em temperaturas mais elevadas. Ou seja, realiza-se uma hidrélise completa
da biomassa em duas etapas. Temperaturas muito elevadas levam a degradacdo dos
monossacarideos obtidos a partir da hemicelulose (SANCHEZ et al., 2004).

Lavarack et al. (2002) observaram uma maior energia de ativagdo na quebra da xilose
do que na degradacdo da hemicelulose, logo a utilizagdo de uma temperatura mais amena
(com maior tempo de hidrolise) serd vantajosa para otimizar o rendimento deste
monossacarideo.

As pesquisas sobre o bioprocesso de obtencdo do xilitol estdo sendo desenvolvidas
utilizando diferentes matérias primas e concentram-se também nos diversos fatores que
influenciam a bioconversao de xilose em xilitol (Tabela 3).

Fatores como a concentracdo inicial de xilose (NOLLEAU et al., 1993), a presenca de
glicose no meio de fermentacao (GfRIO et al., 2000; SILVA et al., 2004a), a presenca de
arabinose (KONDARZEWSKY et al., 2004), a fonte de nitrogénio (BARBOSA et al., 1988),
o pH (FELIPE et al., 1997b; RODRIGUES et al., 2001), a temperatura (BARBOSA et al.,
1988; CONVERTI et al., 2001) a disponibilidade de oxigénio (ACOSTA et al., 2000), a
concentracdo de células no indculo (PARAJ() et al., 1996¢; FELIPE et al., 1997a) ¢ a
presenca de compostos toxicos formados durante o processo de hidrélise dos materiais
lignocelulosicos (CLARK e MACKIE, 1984; MUSSATO e ROBERTO, 2004a), podem

influenciar fortemente na produgao de xilitol.
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Tabela 3 — Utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos de diferentes matérias primas para a
producdo biotecnologica de xilitol.

A;z;’(:’;a Microrganismo Biorreator g;‘::z;; (Zg (g/%? h) Referéncia
Cavacos Candida Canilha et
de guilliermondii FE Descontinuo 0,76 0,68 al. (2004)
eucalipto (FTI-20037) ’
Bagaco Candida Carvalho
de cana-  guilliermondii STR* Descontinuo 0,58 0,39 et al.
de-acucar (FTI—-20037) (2003)
Bagaco Candida Martinez
de cana-  guilliermondii STR Continuo 0,70 0,70 et al.
de-acucar (FTI—-20037) (2003)
Debaryomyces .
Fatha de - ansenii STR  Descontinio 0,73 0,70 ;azzegojt)
(NRRLY-7426) '
Palha de andida ) ’ Mussato e
ArToz guilliermondii STR Descontinuo 0,84 0,17 Roberto
(FTT-20037) (2003)
Candida .
P*;lr';gaode guilliermondii  STR  Descontinuo 0,90 0,50 glan(lzu(;g;)t

(FTI — 20037)

Yps: Fator de conversdo de xilose em xilitol, Qp: Produtividade volumétrica de xilitol, FE: Frascos de
erlenmeyer, STR: Biorreator agitado mecanicamente, *: Célula imobilizada.

2.4. Inibidores do Metabolismo Microbiano

O processo fermentativo de producdo de xilitol e etanol a partir de hidrolisados
hemiceluldsicos apresenta ainda algumas limitagdes quanto a produtividade devido,
principalmente, a presenca de compostos inibidores do metabolismo microbiano neste
substrato. Logo, a principal dificuldade encontrada quando se realiza a hidrélise de materiais
lignoceluldsicos € que, além da fracdo hemiceluldsica, podem ser encontrados compostos tais
como o 4cido acético, o furfural (produto da degradac¢do da xilose), o hidroximetilfurfural
(produtos da degradagdo da glicose), os metais pesados tais como, cromo, cobre, niquel e
ferro provenientes do equipamento de hidrolise, assim como compostos aromaticos derivados
da degradacdo da lignina e dos extrativos da madeira. Portanto, ¢ necessaria a remocao ou

reducdo de suas concentragdes para que os hidrolisados possam ser empregados efetivamente
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nos processos de bioconversio (DUFF e MURRAY, 1996; PARAJO et al., 1998b;
PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000; DUES et al., 2005).

Os efeitos destes compostos na formagdo de xilitol e etanol por leveduras estdo
relacionados com a sua concentracdo no meio e com os parametros fermentativos associados a
obtencdo destes produtos, principalmente o pH e a aeragao.

De uma forma geral, ndo pode ser estabelecida a concentragdo maxima tolerada de
cada inibidor presente no meio, uma vez que, esta varidvel depende fortemente de fatores
como o microrganismo a ser utilizado e seu grau de adaptagdo, o processo fermentativo
empregado e a presenca simultdnea de varios outros inibidores (LOHMEIER-VOGEL et al.,

1998; PARAJO et al., 1998c).

Acido Acético

O 4cido acético ¢ o principal derivado dos grupos acetila liberados das xilanas
acetiladas nos hidrolisados hemicelulosicos. O modo de a¢do nas células de leveduras pode
ser pela reducdo do pH intracelular, resultando em diminui¢do do crescimento e do
metabolismo (LOHMEIER-VOGEL et al., 1998).

A toxidade do acido acético na conversdo de xilose em xilitol tem sido constatada
quando este esta presente em concentragdes apreciaveis (aproximadamente 3g/L) (FELIPE et
al., 1995). O 4cido acético ¢ considerado como um potente inibidor do metabolismo da xilose
em leveduras e seu efeito ¢ fun¢do da sua concentragdo na forma nao dissociada (pKa 4,75) e,
portanto, depende do pH do meio de fermentagdo. No pH 6timo para fermentagdo por
leveduras (pH 4,00-5,00) este acido encontra-se em maior propor¢cdo sob a forma ndo
dissociada, difundindo-se livremente para dentro da célula (citoplasma), onde se dissocia
causando um decréscimo no pH intracelular. As leveduras sdo capazes de regular seu pH

interno por meio de bombas de protons mediante a ATPase situada no plasma da membrana.
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Quando o pH intracelular diminui, aumenta a atividade da ATPase resultando em uma
prejudicial dissipagdo de ATP (KUSUMEGI et al.,, 1998). Acima de certa concentragdo
(3 g/L) de 4cido acético, o catabolismo celular ndo pode gerar ATPs suficiente, diminuindo o
gradiente de prdotons na membrana, desajustando a producdo de energia e afetando o
transporte de diversos nutrientes (HERRERO et al., 1985).

Em meio quimicamente definido (meio sintético) o acido acético favorece a producao
de biomassa (na levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941) em concentragdes inferiores a
6,0 g/L (GIRIO et al., 2005). Diferentemente observado por Felipe (1994) em hidrolisado
hemicelulosico de bagago de cana-de-actcar contendo 4cido acético em concentragdes
maiores que 5,0 g/L e pH inferior a 4,5, nenhuma bioconversdao xilose-xilitol ocorre na
levedura Candida guilliermondii. Entretanto, Silva (1994) verificou que em meio sintético e
na auséncia de acido acético, a um pH de 4,00 a conversdo xilose-xilitol, por esta mesma
cepa, ocorre com uma eficiéncia de 76,4%.

De acordo com Silva et al. (2004b), o efeito inibitério do acido acético sobre a
bioconversdo de xilose por C. guilliermondii depende da fase de crescimento da levedura,
sendo este mais marcante quando o &cido se encontrava em maior concentragdo no meio apos
12 horas de fermentagdo e que este efeito a levedura pode ser potencializado pela presenca de
outros compostos toxicos no hidrolisado, tais como furfural, hidroximetilfurfural e fenois.

O conhecimento do efeito do pH sobre a producdo de xilitol a partir de hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar ¢ importante pois, dependendo do pH de
fermentagdo, o efeito toxico do 4cido acético ¢ acentuado ou a solubilidade de alguns
nutrientes no meio pode ser afetada, tornando impossivel a sua assimilagdo (SANCHEZ et al.,
1997; FELIPE et al., 1997b). Em geral, a levedura cresce melhor em meio acido em valores
de pH entre 3,5 e 3,8 sendo que, os limites de tolerancia para varias espécies, variam entre 2,5

e 8,0 (SILVA et al., 1997). Estudos realizados por Felipe (1994) demonstraram que o pH
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inicial para a producdo de xilitol por C. guilliermondii esta na faixa de 5,5 a 6,5. Em outros
estudos realizados com essa mesma cepa verificou-se que durante uma fermentagcdo de
hidrolisado de bagago de cana para a producdo de xilitol, o pH aumentou constantemente
atingindo valores finais da ordem de 8,0 (PFEIFER et al, 1996). Isto sugere que o
microorganismo usa o acido acético como fonte de carbono, o que reforca os resultados
obtidos por Felipe et al. (1995) e Martinez et al. (1999). Felipe et al. (1997b) comprovaram
que a C. guilliermondii crescendo em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana a um pH
de fermentacdo inferior a 4,5 o consumo de glicose, xilose e arabinose, assim como a
producdo de xilitol e o crescimento celular foram inibidos. Entretanto, em pH superior a 5,5 o
microrganismo produziu xilitol com rendimento e produtividade iguais a 0,75 g/g e

0,57 g/L.h, respectivamente.

Furfural e Hidroximetilfurfural

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo os principais produtos formados pela
desidratacdo das pentoses e hexoses, respectivamente. Em estudos realizados por Sanchez e
Bautista (1988) o furfural e o hidroximetilfurfural provocaram retardamento no processo
fermentativo no inicio da fermentagdo e inibiram o crescimento da levedura C. guilliermondii.
Estes efeitos foram provavelmente causados pela acdo destes compostos sobre as enzimas
glicoliticas triose-fosfatodesidrogenase e a alcool desidrogenase. A inibi¢ao pelo furfural foi
observada para concentracdes maiores de 1 g/L e pelo hidroximetilfurfural para concentragdes
maiores de 1,5 g/L.

Em estudos realizados com Pichia stipitis, o efeito toxico do furfural foi relacionado
com a inibigdo na respiragdo e na fosforilagio oxidativa (PARAJO et al., 1998). Weigert et

al., (1988) atribuiram a inibi¢do pelo furfural a sua interferéncia direta no transporte de
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elétrons na cadeia de transporte na mitocondria, além de constatar o efeito inibitério do
furfural sobre a sintese de citocromos.

Converti et al. (2000b) evidenciaram o potencial inibitério do furfural sobre a
bioconversao de xilose em xilitol por C.guilliermondii cultivada em meio sintético. Segundo
estes autores a presenga de 0,62 g/L de furfural foi suficiente para reduzir consideravelmente
a produtividade em xilitol.

A influéncia do furfural na via metabdlica de utilizacdo de aglicares e no crescimento
microbiano ¢ dependente da concentragdo deste meio de cultivo. Na fermentagdo alcodlica
empregando Saccharomyces cereviseae, Azhar et al. (1981), verificaram a inibigdo da
multiplica¢do da levedura, em presenca de furfural, na concentracdo de 3,0 g/L.

Em estudos realizados por Gutiérrez et al. (2002), em grupos de bactérias
etanologénicas cultivadas em agar, foi verificado que o furfural em concentragdes superiores a
10 uM (10 micromolar) diminui a velocidade de formacdo de etanol, mas ndo afeta a
producdo final deste alcool.

O hidroximetilfurfural por ser muito reativo estd usualmente presente em hidrolisados
hemiceluldosicos em baixas concentragdes. Chung e Lee (1985) relataram que uma
concentragdo de hidroximetilfurfural de 0,11% e seu efeito interativo com o furfural (0,08%)
e outras toxinas, podem, além de inibir o crescimento celular, causar a morte de células.
Segundo Felipe et al. (1996a), o efeito inibitorio desses compostos ¢ mais acentuado quando
se empregam baixos niveis de inoéculo (2,4x10° células/mL) durante a fermentagdo de
hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto por C. guilliermondii. Nessa condi¢do de indculo
observou-se uma diminui¢do de 46% da viabilidade celular, sendo que houve um incremento
de 25% na quantidade de células quando se empregou maior nivel de inoculo

(1,2x10° células/mL). Por outro lado, estudos realizados por Preziosi-Belloy et al. (1997),
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mostram que concentragdes de 1,5 g/L de hidroximetilfurfural tiveram um efeito ligeiramente

estimulante sobre a produgao de xilitol em meio sintético, pela levedura C. parapsilosis.

Compostos Fendlicos

Durante a hidrélise 4cida uma pequena fragdo de lignina ¢ degradada resultando na
liberagdo de compostos aromaticos. Destes, os compostos fenolicos de baixa massa molecular
tém sido considerados os de maior forca inibitéria (CLARK ¢ MACKIE, 1984). Segundo
Villa et al., (1998) os compostos fenolicos presentes no hidrolisado, embora em baixas
concentragdes, inibem a conversdao de xilose em xilitol pela levedura C. guilliermondii.
Concentragdes maiores que 0,1 g/L mostraram efeito inibitorio na velocidade de consumo da
xilose, no crescimento celular e na produgao de xilitol.

Foi comprovado por Jonsson et al. (1998) uma consideravel diminui¢do dos efeitos
inibitdrios de hidrolisados hemicelulésicos a partir da remog¢ao dos compostos fendlicos pela
enzima lacase, o que comprova a elevada toxicidade destes compostos aos microorganismos
fermentativos. Parajo et al. (1998a) também relataram que a maioria dos produtos da
degradagdo da lignina sdo mais toxicos que o furfural e o hidroximetilfurfural e apresentam
uma alta potencialidade inibitdria a baixas concentragdes.

Girio et al. (2005) testando varios compostos fendlicos constataram que, em meio
sintético estes compostos diminuiram fortemente a velocidade especifica de crescimento da
levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941.

Em estudos realizados por Felipe et al. (1999) sobre o efeito do fenol na bioconversio
de xilose em xilitol por C. guilliermondii cultivada em meio sintético, foi constatado que a
exposi¢do da cultura ao fenol inibiu esta bioconversao. Em meio sem fenol 99% da xilose foi
consumida pela levedura (com 48 h de fermentagdo) ao passo que, com 0,05 g/L de fenol, o

consumo foi reduzido em 16%. Foram observadas no cultivo em presenca de fenol, reducao



27
na concentragao celular, alteragdes morfoldgicas e perda da viabilidade celular. Estes autores
concluiram que o maximo fator de rendimento em xilitol ocorreu no meio sem fenol e, no

meio com fenol, houve reducao deste fator de rendimento em 76%.

Tons Metdlicos

Os cations metalicos provenientes do equipamento da hidrélise, também influenciam a
atividade das enzimas que participam do metabolismo da xilose (LOHMEIER-VOGEL et al.,
1998). Estudos realizados indicam que Ca, Mg™ ¢ Mn"* ndo afetam a atividade da xilitol
desidrogenase; no entanto, esta enzima pode ser fortemente inibida pelo Zn?, Cd* ¢ Co™
(PARAIJO et al., 1998b).

Watson et al. (1984) estudaram os efeitos de ions sobre o crescimento celular de
Pachysolen tannophilus para a produgio de xilitol e constataram que os fons Cu’* ¢ Cr” nas
concentragdes de até 0,004 e 0,10 g/L, respectivamente, ndo afetaram significativamente a
atividade maxima da enzima (velocidade especifica méxima de crescimento), mas a presenga

de fons Ni*? na concentrago de 0,1 g/L resultou na redugio de 60% no valor deste parimetro.

2.5. Tratamentos dos Hidrolisados Hemiceluldsicos

Virios tratamentos fisico-quimicos tém sido utilizados a fim de minimizar o efeito da
toxicidade dos hidrolisados sobre a fermentacdo, tanto por transformagdo de inibidores em
compostos inativos como pela remogdo destes (PARAJO et al., 1998c; SOLENZAL et al.,
1998).

A literatura especializada relata o uso de diferentes alternativas a estes tratamentos
fisico-quimicos, dentre as quais podem ser citado o uso de cepas mutantes (MOHANDAS et
al., 1995), adaptacdo das leveduras aos hidrolisados (SILVA e ROBERTO, 2001),

reutilizacdo de células (SENE et al., 1998), assim como o uso combinado dos tratamentos
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fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo a alteragdo de pH combinado com a adsor¢do em carvao
ativo um dos procedimentos mais utilizados para destoxificar os hidrolisados (FRAZER e
McCASKEY, 1989; NILVERBRANT et al., 2003; PURWADI et al., 2004; MUSSATO e
ROBERTO, 2004a). No entanto, este procedimento pode ocasionar parcial degradacdo dos
agticares fermentesciveis (PARAJO et al., 1998c). Por outro lado, mediante o processo de
adsor¢do com carvao ativo se remove principalmente compostos fendlicos, furanicos e baixa
concentracdo de acido acético, observando-se melhoras na bioconversao de xilose em xilitol
quando comparados com os tratamentos anteriormente mencionados (MARTON, 2002; DIZ
et al., 2002; MUSSATO et al., 2004). Mediante a concentracdo a vacuo, ou processo de
evaporagdo, se remove principalmente compostos inibidores volateis como 4cido acético e

furfural (PARAJO et al., 1998c; RODRIGUES et al., 2001).

2.5.1. Evaporacao

A elevacdo da concentracdo de agucar presente no hidrolisado pode ser realizada
através do processo de evaporacdo que também oferece condi¢des satisfatorias para a
eliminacdo, principalmente, de compostos inibidores volateis (PARAJO et al., 1998c). No
processo de concentragdo a vacuo de hidrolisados de palha de arroz eliminou-se o furfural
quase totalmente, e mais de 50% do 4cido acético e outros compostos volateis, permitindo
melhoras na fermentacdo (ROBERTO et al., 1991).

Em trabalhos realizados por Rodrigues (1999) verificou-se a volatiliza¢do parcial do
acido acético ao concentrar o hidrolisado em pH 0,92, no entanto, ao efetuar este
procedimento num pH préximo de 5,00 o teor desta substancia aumentou nas mesmas
proporgdes que o fator de concentragdo. Este fato pode ser explicado através do grau de

dissocia¢dao do 4cido acético, ou seja, num pH bem 4cido (0,92) este acido encontra-se quase
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completamente dissociado, ja num pH mais elevado (5,50) esta substincia apresenta-se em

forma de sais.

2.5.2. Coagulacao e Precipitacio Seletiva de Impurezas Coloidais

Este processo além de realizar um ajuste no pH do hidrolisado, proporciona a
precipitagdo e coagulacdo de algumas impurezas com alto peso coloidal. Os coldides de uma
forma geral podem ser classificados em hidroéfilos e hidrofobos. Os hidréfilos possuem em
torno de si uma camada de moléculas de dgua adsorvidas o que dificulta sua complexagado. Ja
os hidréfobos se mantém em suspensdo devido aos choques entre suas moléculas e as da dgua
e ao seu reduzido tamanho. Os coldides hidréfobos negativamente carregados possuem maior
facilidade de complexacao (CAMPOS e POVINELLI, 1974).

Particulas coloidais estdo sujeitas a duas forgas distintas: uma de repulsdo devido as
suas cargas semelhantes e outra de atragdo devido as forgas de Van der Waals. Para que a
forca de atragcdo seja maior que a de repulsdo ¢ necessario a introdugdo de ions que
estabelecam um elo entre particulas de cargas iguais; e uma energia para que haja maior
nimero de colisdes entre as moléculas. Para tanto, podem ser usados agentes coagulantes
introduzidos ao meio sob agitagdo (BLOODWORTH et al., 1991; KOBLITZ, 1998).

As dispersoes coloidais sdo misturas heterogéneas em que as particulas do disperso
podem ser agregados de 4tomos, ions ou moléculas, macromoléculas ou macroions; e o
diametro das particulas do disperso estdo entre 10 A e 1000 A. Assim, a alteragdo no pH, na
forca i6nica da solugdo e nos tipos de ions presentes, influencia significativamente na
floculacdo interferindo na agregacgdo das particulas (SETA e KARATHANASIS, 1997).

Quando as particulas presentes numa dispersdo coloidal apresentarem as mesmas

cargas elétricas, esta se mantém estavel. No entanto, se essas particulas forem eliminadas pela
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adi¢do de um eletrolito ou por uma dispersdo coloidal de carga oposta, elas precipitardo e a
dispersao coloidal serd destruida (BARROS-NETO et al.,1995).

A técnica de coagulagdo e precipitacdo juntamente com a cristalizagdo de solugdes €
responsavel por 70% dos materiais produzidos pela industria quimica. Existem algumas
vantagens neste procedimento ja que este ocorre em temperaturas baixas, consome pouca
energia e atinge elevados niveis de purificagdo em uma unica etapa (GIULIETTI et al., 2001).

Os agentes coagulantes, em geral, sio sais de cations trivalentes (Al”, Fe™) cujo
poder complexante ¢ muitas vezes maior que de cations bi- e monovalentes. Esses sais, ao
reagirem com 4alcalis, produzem precipitados floculentos, cujos flocos apresentam grande
superficie de adsor¢do de coldides e de material em suspensdo. Desta forma, a coagulacdo
além de um processo quimico de complexa¢do de moléculas, também ¢ um processo fisico de
adsor¢do e arraste de particulas. As substincias formadas pela reagdo destes sais com alcalis
tém carater anfotero. Isto implica na solubilizag¢do destas substidncias em valores de pH muito
acidos ou muito alcalinos restando apenas uma faixa de pH em que sdo ativas, isto ¢: formam
precipitados floculentos. Esta faixa ¢ variadvel para cada sal usado.

Entre os coagulantes mais utilizados em tratamento de adguas, opera¢do que os utiliza
rotineiramente, o mais comum no Brasil ¢ o sulfato de aluminio pois, além de atender as
exigéncias basicas para este fim, ¢ muito solivel, de facil armazenamento e transporte, € nao
oferece dificuldades para ser encontrado no mercado a pregos relativamente baixos. O sulfato
de aluminio ¢ comercializado em trés formas distintas: com alto grau de pureza, com 6xidos
de ferro (impureza que ndo interfere na agcdo coagulante) e com adi¢do de carvao ativado (para
remocao de coloides, pigmentos e aromas).

Ultimamente as esta¢des de tratamento de dgua (ETAs) no estado de Sao Paulo estdo
utilizando um coagulante desenvolvido no Japdo, o policloreto de aluminio (PAC), que

contém em sua formagao de 10 a 25% de Al,Os, o ingrediente ativo. O PAC oferece algumas
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vantagens técnicas sobre os coagulantes tradicionalmente usados: ¢ capaz de flocular em
qualquer faixa de pH, apresenta maior eficiéncia em comparagdo ao sulfato de aluminio na
remocdo de coldides com menor gasto de reagentes e gera menor residuo de aluminio no
produto final (KOBLITZ, 1998). Segundo Quintaes et al. (2004), o aluminio ¢ o terceiro
elemento mais abundante encontrado na natureza da crosta terrestre, sendo precedido apenas
pelo silicio e pelo oxigénio. Estudos vém sendo desenvolvidos relacionando o aluminio com a
doenca de Alzheimer, envolvendo riscos relativos para populagdes expostas a concentragdes
de aluminio em agua potéavel superiores a 0,1 mg/L (FLATEN, 2001; LLOPIS e DIEZ, 2002;
CAMPBELL, 2003).

Para que a coagulagdo acontega ¢ necessaria a presenca de um agente alcalinizante no
meio reacional. Os reagentes mais utilizados sdo o0xido de célcio (cal virgem), hidroxido de
calcio (cal hidratada) ou carbonato de sodio, sendo este Ultimo mais indicado devido a sua
maior solubilidade. Podem ainda ser aplicados auxiliares de floculagdo (silica ativada,
polieletrdlitos, argila, betonita, etc.) cuja maior finalidade ¢ tornar o floco mais denso,
facilitando sua decantagao (KOBLITZ, 1998).

Segundo Hammer (1979) os coagulantes metalicos mais usados s3o aqueles cujo
aluminio ¢ a base, como sulfato de aluminio (mais utilizado) e aluminato de sddio, ou aqueles
cuja base ¢ o ferro, como sulfato férrico, sulfato ferroso e cloreto férrico.

Freqiientemente as dificuldades com a coagulagdo ocorrem devido aos precipitados de
baixa decantabilidade, ou flocos frageis que sdo facilmente fragmentados sob forgas
hidraulicas nos decantadores e filtros de areia. Os auxiliares de coagulagdo beneficiam a
floculagdo, aumentando a decantabilidade e o enrijecimento dos flocos. Os materiais mais
usados sdo os polieletrolitos, a silica ativada, agentes absorventes de peso e oxidantes

(MEIRA, 2003).
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Os polieletrolitos sintéticos sdo substancias quimicas organicas de cadeia longa e alto
peso molecular, disponivel numa variedade de nomes comerciais. Os polieletrolitos sdao
classificados de acordo com a carga elétrica na cadeia do polimero. Os que possuem carga
negativa sao chamados anionicos, os carregados positivamente sdo chamados catidnicos, € 0s
que ndo possuem carga elétrica sdo os ndo-idnicos. Os anidnicos e/ou nao-idnicos sao
freqlientemente usados com coagulantes metalicos para promoverem a ligagdo entre os
coloides, a fim de desenvolver flocos maiores e mais resistentes. Os polieletrélitos podem
promover floculacdo satisfatoria, com significativa reducdo de dosadores de sulfato de
aluminio. As vantagens potenciais do uso de polimeros sdo a redu¢do da quantidade de lodo e
a sua maior amenidade a desidratacio (HAMMER, 1979).

Uma das formas de tratamento do hidrolisado ¢ através do ajuste de pH, que consiste
na utilizacdo de alcalis para a elevacao deste, inicialmente acido, a valores apropriados para a
atividade microbiana. Foi constatado que a elevacdo do pH resulta na precipitacdo de
componentes toxicos como ions de metais pesados, acetatos, taninos, terpenos € compostos
fenolicos (FRAZER e McCASKEY, 1989). Segundo Parajo et al. (1998b), os alcalis mais
adequados para efetuar este tratamento sdo os hidroxidos de bario, célcio, sddio e amonio.
Entretanto, foram desenvolvidos varios trabalhos usando outros alcalis, dentre eles o 6xido de
calcio (ROBERTO et al., 1991) e o carbonato de magnésio (PARAJO et al., 1996a).

A influéncia do tratamento do hidrolisado pela elevagdo do pH com diferentes éalcalis
sobre o consumo de xilose por C. guilliermondii foi verificada por Roberto et al. (1991).
Esses autores constataram que, com a utilizagdo de CaO e Ca(OH),, o consumo de xilose foi
de 20% e 12%, respectivamente, enquanto que elevando o pH com KOH a levedura nao foi
capaz de assimilar essa pentose.

Van Zyl et al. (1988) comparou as bioconversdes, de xilose em etanol, em hidrolisado

hemicelulosico tratado com Ca(OH), e com NaOH, ajustando o pH em 5,5. Foi constatado
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que o hidrolisado tratado com Ca(OH), apresentou melhores caracteristicas fisico-quimicas
para a producdo de etanol. Confirmando este estudo, Palmqvist (1998) obteve maior
produtividade e concentragdo de etanol fermentando um hidrolisado de madeira, onde o pH
foi ajustado com hidroxido de célcio, quando comparado com o ajuste realizado com o
hidroxido de soédio. Foi observado também uma reducdo dos teores de furfural e
hidroximetilfurfural em 20%, com os tratamentos citados acima (NILVEBRANT et al.,
2003).

Virios estudos mostraram que o tratamento por elevacdo do pH resulta em
hidrolisados pouco susceptiveis a fermentacdo, obtendo-se baixa ou nenhuma eficiéncia de
bioconversao (FRAZER ¢ McCASKEY, 1989; ROBERTO et al., 1991).

Alguns autores sugerem o tratamento baseado na alteracdo de pH com élcalis e acidos
consistindo na elevagdo do pH inicial do hidrolisado com o uso de um dlcali seguido da
reducdo deste pela adi¢do de um 4cido, até o pH 6timo de fermentacdo. A adicdo de 6xido de
calcio ou hidroxido de calcio para alcangar valores de pH entre 10,0 e 10,5; provoca a
formacdo de um precipitado que ¢ removido por filtracdo, e uma posterior diminui¢do do pH
com acido até uma condicdo de pH adequado para a atividade microbiana no processo de
fermentacdo. Em seguida filtra-se o material para remover o precipitado formado. Este
tratamento causa efeitos benéficos como uma parcial remog¢ao de acidos (acético e tanico) e
compostos fenolicos, precipitagdo de ions metalicos pesados e conversdo de furfural em acido
furfurilico, no entanto, os agucares também podem ser parcialmente degradados (VAN ZYL
et al., 1988; SILVA et al., 1991; ROBERTO et al., 1994). Amartey e Jeffries (1996), e Parajo
et al. (1998c), observaram perdas de glicose (14%), xilose (4%) e arabinose (8%) apos o
tratamento de hidrolisados de sabugo de milho por este método.

Tratamento similar foi utilizado por Van Zyl, et al. (1988) em que o ajuste do pH a 10

foi realizado com KOH, o reajuste para 6,5 com HCl e adicdo de 1% de sulfato de sodio a
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temperatura ambiente. Este procedimento mostrou-se mais eficiente nos hidrolisados
hemicelulosicos de bagaco de cana para obtencdo de etanol utilizando a P. stipitis.

Em estudos realizados por Felipe et al., (1993) com hidrolisados hemicelulésicos de
bagaco de cana-de-actcar tratados pelo método de alteragdo de pH observou-se uma
eliminagdo total do furfural, no entanto, a redu¢do do 4cido acético no meio foi pequena,

afetando o rendimento do processo.

2.5.3. Processos de Separacio por Membranas

Os processos de separagdo desempenham um papel importante na industria, incluindo
a remoc¢ao de impurezas de matérias-primas, purificacdo de produtos, separacio de correntes e
remocdo de contaminantes do ar e de dguas residuais, etc. No geral, os processos de separacao
correspondem de 40 a 70%, tanto do custo capital como do custo de operacdo de uma
industria, e a sua correta aplicagdo pode reduzir significativamente os custos e aumentar os
lucros (CARLSON, 2006).

A utilizacdo comercial de sistemas de separacdo com membranas tem crescido a uma
taxa de 8 a 10% ao ano, e o volume de vendas em 2001 ultrapassou o valor de US$ 15 bilhoes
(STRATHMANN, 2001). Seguindo esta projecdo, a previsdo de vendas para 2008 devera
ficar em torno de US$ 23 bilhdes. O significante crescimento da tecnologia de membranas
sintéticas e processos envolvendo membranas como ferramenta eficiente para separacdes,
tanto em escala laboratorial como industrial, estd baseado em vérias propriedades inerentes
aos processos envolvidos que os tornam, em alguns casos, superiores a muitos métodos
convencionais de separacdo. Na sua maioria, 0s processos com membranas transcorrem a
temperatura ambiente, assim, 0s constituintes a serem separados ndo estdo expostos a
degradagdes térmicas ou alteracdes quimicas. Isto ¢ de particular importancia em bioquimica

e microbiologia onde, frequentemente, misturas de materiais bioldgicos termossensiveis
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precisam ser separados. Além disso, processos com membranas sdo energeticamente
eficientes e de simples operagdo em modo continuo, ressaltando a grande facilidade de
ampliacdo de escala, principalmente, em funcdo de suas caracteristicas modulares (MULDER,
1991).

Por definicdo, membrana ¢ uma interface que separa duas fases e que restringe o
transporte de diferentes componentes quimicos de maneira parcial ou total. Uma das espécies
da mistura permeia em direcdo a outra fase, evidenciando a caracteristica seletiva da
membrana em relacdo as espécies presentes. No decorrer do processo uma das fases ¢
enriquecida com esta espécie enquanto que a outra sofre reducao na quantidade desta.

Morfologicamente, as membranas podem ser porosas e ndo porosas (densas). As
membranas porosas apresentam duas fases, uma solida formada pelo polimero e os vazios que
constituem seus poros. As membranas densas se caracterizam por apresentarem uma Unica
fase constituida pelo polimero (HO e SIRKAR, 1992).

Em funcdo da for¢ca motriz utilizada para transporte das espécies através da membrana
e dos aspectos morfologicos desta ¢ possivel caracterizar os diferentes processos de
separacdo. Em membranas porosas, onde as espécies conduzidas devem ser inertes ao
material da membrana, o transporte ocorre tanto de maneira convectiva (fluxo viscoso) como
difusiva em fungao do tipo de for¢ca motriz utilizada. Por exemplo, processos com membranas
porosas onde a for¢ca motriz ¢ unicamente a diferenca de pressdo, o transporte ¢
especificamente convectivo, como a microfiltracdo, ultrafiltracdo e nanofiltragdo. Por outro
lado, se a forca motriz for a diferenca de concentracdo (didlise) o transporte das espécies
ocorre por difusdo através dos poros (HABERT et al., 1997).

J& em membranas densas o transporte através desta depende da afinidade das
diferentes espécies a serem separadas com o material da membrana (etapa termodindmica) e

da difusdo das mesmas através do filme polimérico (etapa cinética). Exemplos de processos
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em que a for¢ca motriz ¢ caracterizada pela diferenca de concentracdo em membranas densas
podem ser citados: pervaporacdo e permeacdo de gases. Nestes casos, o fluxo permeado ¢
sempre de natureza difusiva, uma vez que a membrana ndo apresenta poros na interface com a
alimentacdo (HABERT et al., 1997).

A microfiltragdo ¢ um processo que utiliza a diferenga de pressao entre 0,5 e 2,0 bar,
dependendo do produto a ser filtrado pela membrana, sendo este para separagdo ou
concentragdo de particulas suspensas, de componentes coloidais, de microrganismos, de
grandes moléculas e de emulsdes (CHANG et al., 1996). Este processo estd relacionado com
particulas de tamanho entre 0,1 um e 10 um (MULDER, 1991).

Na ultrafiltracdo, os solutos de tamanho molecular variam de 0,1 wm e 0,001 um, que
correspondem a aproximadamente 500 a 300 000 Daltons que se acumulam sobre a superficie
da membrana. O fluxo através da membrana ¢ controlado mediante a pressao exercida sobre o
liquido a ser filtrado, podendo variar de 1,0 e 7,0 bar (FELLOWS, 1994; MEMBRANE
SEPARATIONS, 1999).

Uma das varidveis mais importantes nesta técnica de separacdo ¢ o fluxo do filtrado,
mais conhecido como fluxo permeado, definido como a velocidade de transporte através da
membrana em unidades de massa ou volume por area de permeagdo por tempo (ROBERTO et
al., 1995).

Para operacdes de filtracdo convencional (dead-end), o fluxo € perpendicular a
superficie do filtro e todo o fluxo capaz de permear atravessa o meio filtrante. J4 o fluxo
tangencial (crossflow) a alimentacdo flui paralelamente a superficie da membrana enquanto o
permeado ¢ transportado transversalmente a mesma. Neste caso, nem todo o fluido que pode
permear através da membrana o faz, as espécies que ndo permeiam sao na sua maioria
concentradas ao longo do fluxo retido. No primeiro caso, o material retido acumula-se sobre a

superficie da membrana mais rapidamente que no segundo caso. J4 que o fluxo cruzado sobre
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a superficie da membrana arrasta as particulas deste material retido, permitindo a operagdao em
processo continuo com menores interrupgdes para limpeza. Assim, o fluxo do permeado
demora mais para diminuir com o tempo de operacdo da membrana (Figura 4).

O desempenho da ultrafiltracdo ou da microfiltragdo em muitas aplicagdes ¢ limitado
devido a formacdo de incrustacdes, que acarreta um decréscimo no fluxo de filtrado. Este
fendomeno ocorre quando as particulas carregadas pelo fluxo sdo depositadas na interface do
filtro, ou movidas para o interior do mesmo, constituindo uma zona de menor permeabilidade

que na regido do fluxo livre anterior ao filtro (NOGUEIRA e VENTURINI FILHO, 2005).

Espessura da torta

Espessura da torta

Fluxo

Tempo 7 Tempo

L&limentacz’io
o

o o

Alimentagio 7 Concentrado

Permeado Permeado
Filtragao Perpendicular Filtragao Tangencial
(deadend filtration) (crossflow filtration)

Figura 4 — Modos operacionais em membranas - Filtracdo convencional e tangencial.

Assim sendo, as perdas continuas na capacidade do filtro sdo devidas a formagao deste
deposito, que surge naturalmente na superficie da membrana durante a ultra e a
microfiltracdo, e que, em adicdo a queda do fluxo da membrana, age como uma membrana

secundaria reduzindo a seletividade da membrana original (BAI e LEOW, 2002a).
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Logo, dois importantes fendmenos influenciam diretamente nas caracteristicas do
fluxo do permeado e no indice de retengao:

1. Polarizacdo de concentracio: este fenomeno ocorre devido ao aumento da
concentragdo das espécies retidas proximo a superficie da membrana, ficando maior
do que a concentragdo do soluto no seio da solugdo, provocando um movimento
difusivo deste soluto no sentido de retornar ao seio da solugdo. Este fenomeno ¢é
reversivel, a permeabilidade do solvente puro € recuperada apds uma etapa de limpeza
da membrana (NOGUEIRA e VENTURINI FILHO, 2005).

2. Incrustacdes (ou fouling em inglés): este fendmeno se caracteriza pela queda
continua total ou parcialmente irreversivel do fluxo de permeado com o tempo,
indicando que outros fendmenos, além da polarizacdo de concentragdo, devem estar
presentes durante o processo, causando alteracdes na membrana. Este fendmeno
transiente normalmente ¢ acompanhado por um decréscimo na rejeigdo do soluto. Os
principais fendmenos que constituem a formagdo de incrustagdes sdo: adsor¢ao das
moléculas do soluto na superficie da membrana e/ou no interior dos poros,
entupimento dos poros por moléculas ou particulas em suspensdo e o deposito de
material em suspensdo sobre a superficie da membrana (BAI e LEOW, 2002a).

A classificagdo dos processos de separacdo com membranas ¢ feita de acordo com o

tamanho das particulas ou moléculas a serem separadas. Isto pode ser observado na Tabela 4.



Tabela 4 — Processos de separacdo por membranas.

39

Processo Forca Motriz Mat. Retido Mat. Permeado Aplicacoes
Microfiltragdo Diferenga de Material em Agua e sais * Esterilizagdo e clarificacdo de
pressdo suspensao, dissolvidos vinhos e cervejas
(0,5 - 2 bar) bactérias * Concentragdo de células
(>500x10°g/mol) * Oxigenagédo de sangue
Ultrafiltragéo Diferenga de Coloides, Agua, sais * Fracionamento e concentracdo de
pressdo Macromoléculas soluveis de proteinas
(1 -7 bar) (> 5x10° g/mol) baixa massa * Recuperagdo de pigmentos
molecular, * Recuperagdo de 6leos
agucares
Nanofiltragdo Diferenga de Moléculas entre Agua, sais e * Purificagdo de enzimas
pressdo 500 ¢ moléculas de * Biorreatores a membrana
(5 - 20 bar) 2x10°g/mol baixa massa
molecular
Osmose Diferenga de Todo material Agua * Dessalinizagdo de aguas
Inversa pressdo soluvel ou em * Concentracdo de suco de frutas
(15 - 80 bar) suspensao *Desmineralizagdo de aguas
Dialise Diferenga de Moléculas fons e organicos * Hemodialise — Rim Artificial
concentragio maiores que de baixo peso * Recuperagdo de NaOH
5x10°g/mol molecular
Eletrodialise Diferenga de Macromoléculas fons * Concentragdo de solugdes salinas
potencial ¢ compostos ndo * Purificagdo de aguas
elétrico i0nicos
Permeacdo de Diferenga de Gés menos Gas mais * Recuperagio de hidrogénio
Gases Pressdo e de permeavel permeavel * Separacdo CO,/CH4
concentragdo * Fracionamento do Ar
Pervaporagdo Pressdo de Liquido menos Liquido mais * Desidratacdo de alcoois
vapor permeavel permeavel * Eliminagdo de VOC da agua

Fonte: adaptado de Habert et al. (1997).

2.5.4. Resinas de Troca Ionica

O tratamento do hidrolisado com resinas de troca i0nica € um dos mais eficientes

métodos de remocado de inibidores do metabolismo microbiano. Remove eficientemente o

acido acético, os compostos fendlicos e furanicos, e os metais pesados; propiciando aumentos

no rendimento e na produtividade do processo fermentativo (SOLENZAL et al., 1998).

No processo de troca idnica, os ions de uma determinada carga (anions ou cations),

presentes numa solu¢do sdo adsorvidos sob um material s6lido ou trocador i6nicos sendo

trocados por quantidades equivalentes de outros ions da mesma carga cedida pelo s6lido. Um

trocador de ions consiste em uma matriz polimérica insolivel na qual sdo fixados

covalentemente grupos de carga (ions fixos, grupo funcional ou ionogénico). Os grupos de

carga estdo associados a ions moéveis (contra-ions), que podem ser trocados com outros ions
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de mesma carga (co-fons) sem alterar a matriz, como pode ser obsevado na Figura 5

(MARTINEZ, 2005).

ion fixo
® Contra-ion
f;,_? Estireno

- == Enlace cruzado

Agua de hidratagao

Figura 5 — Modelo plano de uma resina de troca cationica.

Uma reacdo de troca ionica pode ser definida como uma troca reversivel de ions entre
uma fase sélida (matriz) e uma fase liquida (solugdo problema). Os trocadores carregados
positivamente tém contra ions carregados negativamente (anions) disponiveis para serem
trocados, € sdo denominados trocadores anidnicos. Por sua vez, os trocadores carregados
negativamente tém contra ions positivos (cations) e sdo denominados de trocadores
cationicos. A matriz pode ser constituida por compostos inorganicos, polissacarideos ou
resinas sintéticas. A natureza reversivel da rea¢do permite o repetido uso das resinas desde
que estas ndo sofram mudancgas substanciais da estrutura (HARLAND, 1994).

Caracteristicas como insolubilidade em agua e em solventes organicos, e existéncia de
ions ativos ou contra-ions capazes de realizar trocas reversiveis com outros ions em solugao,
sem sofrer modificagdes fisicas e mecanicas apreciaveis; possibilitam a aplicagdo das resinas

em processos quimicos. Estes trocadores i0nicos sdo polimeros complexos cuja carga elétrica
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¢ exatamente neutralizada pelas cargas dos contra-ions, os quais sdo cations em um trocador
de cations e anions em um trocador de anions. Assim, um trocador de cations ¢ um polidnion
polimérico com cations ativos e um trocador de anions ¢ um polication polimérico com anions
ativos (MENDHAM et al., 2002).

De acordo com o processo de fabricacdo, as resinas podem ser classificadas em
estirénicas (copolimerizagdo de mondomeros divinilbenzeno e de estireno) ou acrilicas
(copolimerizacdo de mondmeros de divinilbenzeno e de 4acido acrilico ou de éacido
substituido). Elas sdo classificadas segundo os grupos ativos em cationicas acido forte
(fortemente 4cidas), cationicas acido fraco (fracamente 4cidas), anidnicas base forte
(fortemente bésicas) e aniOnicas base fraca (fracamente basica), conforme apresentado na
Tabela 5. A defini¢do de fraca ou forte ndo depende da resina mas da natureza do ion fixado a

matriz polimérica (HARLAND, 1994).

Tabela 5 — Classificagdo das resinas de troca ionica.

Classificacao Grupo Funcional Forma Ionica
Cationica acido forte -SO™ -SO; H', -SO; Na'
Catidnica acido fraco -COO -COOH"

Anidnica base forte Tipol -CH,N(CH3);" -CH,N(CHs); CI
Anibnica base forte Tipo2 -CH,N(CH;),(CH,CH,OH)" -CH,N(CH3),(CH,CH,OH) CI
Anidnica base fraca -CH,NH(CH;)," -CH,N (CHz), ',
-CH,NH(CH;), CI

A capacidade de troca maxima das resinas ¢ um parametro importante no processo de
troca i0nica e varia segundo as caracteristicas das resinas com o tamanho de poro e area
superficial, e com as caracteristicas das solucdes a serem tratadas devido a sua densidade e
viscosidade. Esta capacidade ¢ influenciada também pelos canais preferenciais que podem
formar-se no leito das resinas, pelo fluxo de trabalho e pelas obstrugcdes da regeneragao
(SOLENZAL et al., 1998).

A seletividade das resinas depende de fatores como a valéncia e o tamanho do ion



42
trocado, a forma idnica da resina, a forca ionica total da solu¢do, empacotamento das resinas,
o tipo de grupo funcional e a natureza dos ions ndo trocados. A seguinte seqiiéncia representa
a ordem de afinidade de diferentes resinas por ions que se encontram em solugdes diluidas
segundo HARLAND (1994).

* Resinas cationicas, acido forte (estirénica-sulfonato):

Ag™>Cs">K"™>NH,; >Na">H">Li",Ba’*>Pb"*>Ag"*>Sr"*>Ca"*>Ni"*>Cd"*>Cu"*>Co >
Zn+2>Mg+2>CS+;

* Resinas cationicas, acido fraco (acrilica-carboxilato):
H'>>Cu">Pb"*>Ni"*>Co*>Fe¢"*>Ca*>Mg'*>Na">K ">Cs";

* Resinas anidnicas, base forte tipo 1 (estirénica-amonio quaternario):
804*>HS04>NO;>Br>CI>HCO;>HSi0;>F>0H", SO, *>Cl0;>CI0>NO;5’;

* Resinas anidnicas, base forte tipo 2 (estirénica-amonio quaternario):

804 *>HSO4>I>NO;>Br>CI>HCO;> OH>HSiO;>F’, SO47>Cl04>CIO>NO5’;
* Resinas anidnicas, base fraca (estirénicas-amina):
OH™>>S04?>HS04>I>NO;>Br>CI>F".

A troca i0nica ¢ aplicada em diferentes processos industriais como na indistria nuclear
na produgdo de 4gua ultra pura; purificacdo de solventes e remog¢do de ions metélicos; no
tratamento de agua para a eliminagao de nitratos, silicatos e outros ions dissolvidos na solugao
e na producdo de dgua desmineralizada (DYER et al., 1993); em processos de descoloragdo e
desmineralizacdo de xaropes acucarados de milho; e nas industrias alimenticia e agucareira
sdo usadas para descalcificar, descolorir, desmineralizar e separar 0os compostos por
cromatografia, sendo aplicado em paises como Estados Unidos, Canadd, Fran¢a e Finlandia
(GUZMAN, 1999).

Na darea biotecnologica para a purificacdo de numerosos produtos, destacando-se a

fermentagdo para o cultivo de células, imobilizagcdo de enzimas; na recuperacao e purificagdo
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de produtos biotecnologicos como o xilitol e de produtos bioldgicos como antibidticos e
vitaminas, na purificagdo de aminodcidos e proteinas; na recuperacdo de substincias
farmacéuticas e organicas valiosas, na purificacdo de licores, sucos agucarados e vinhos para a
sua descoloragdo (DECHOW, 1989).

O tratamento com resinas de troca idnica pode ser utilizado para a remog¢do de
impurezas acidas presentes no hidrolisado, principalmente o 4cido mineral (H,SO4) usado na
hidrolise. Ocorre também, através das resinas anidnicas de base fraca, a troca dos anions CI” e
SO, pelos OH’, promovendo uma neutraliza¢do da solu¢do e a remog¢ao paralela de outros
anions organicos, como os compostos corantes, silicatos, taninos, os acidos orgénicos e as
cinzas. Ja as resinas catidnicas removem impurezas nitrogenadas complexas, cinzas e corantes
(PARAJO et al., 1998c; SOLENZAL et al., 1998).

Em estudos realizados por Canilha et al., (2004) no tratamento de hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto usando carvao ativo e resinas de troca idnica, verificou-se perdas
de 14% de xilose para o hidrolisado tratado com carvao ativo e aumento nos valores dos
parametros fermentativos em hidrolisado tratado com resinas de troca idnica, quando estes
foram fermentados pela levedura C. guilliermondii. O hidrolisado tratado com carvao ativo
obteve um rendimento de xilose em xilitol de 0,667 g/g com uma produtividade de
0,505 g/L.h, ja o hidrolisado tratado com resinas de troca idnica apresentou um rendimento de
xilose em xilitol de 0,759 g/g e uma produtividade de 0,681 g/L.h.

Confirmando a eficiéncia das resinas, Solenzal et al. (1998) ao comparar o carvao
ativo com uma série de resinas de troca iOnica (catidnicas e anidnicas) no tratamento de
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana, obteve uma redugdo de 4cido acético e fendis
de 15,2% e 54,7% usando carvdo ativo, € 92,5% e 98,9% usando resinas de troca idnica,
respectivamente. Com a utilizacdo das resinas também se observou um aumento de 36,5% na

conversao de xilose em xilitol e de 85,6% na produtividade de xilitol em relagdo ao
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tratamento usando carvao ativo. Semelhante comportamento foi observado por Verde (2001),
ao avaliar o tratamento do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana. Foi observado que a
melhor condi¢do de tratamento com resinas de troca idnica, proporcionou 0,679 g/L.h de
produtividade volumétrica de xilitol 0,748 g/g de fator de rendimento de xilose em xilitol e
81,6% de eficiéncia, quando comparados com o tratamento utilizando carvao ativo
(0,478 g/L.h, 0,595 g/g, respectivamente).

Segundo Nilverbrant et al. (2001), um dos métodos mais eficientes para a remogao de
compostos inibitorios ¢ o tratamento de hidrolisados hemiceluldsicos com resinas de troca
ionica. A maior produtividade volumétrica em etanol (1,71 g/L.h) foi obtida quando o
hidrolisado hemicelulésico de abeto (uma espécie de pinheiro) foi tratado com resina anionica
(Dowex, AG 1-X8) e pH 10,0. Com a diminuicdo do pH a 5,5 ocorreu uma mudanga
significativa na produtividade, a qual reduziu para 0,49 g/L.h, mesmo tratando com as resinas.

Canilha et al. (2004) realizaram um estudo comparativo do efeito da detoxificacdo de
hidrolisado hemicelulésico de madeira de eucalipto com carvao ativo combinado com ajuste
de pH e com resinas de troca i6nica (MN-150, A-860 e resinas catiOnicas e aniOnicas
Applexion). No processo de producdo de xilitol por C. guilliermondii os melhores resultados
de rendimento e produtividade volumétrica em xilitol (0,76 g/g e 0,68 g/L.h) foram obtidos
quando o hidrolisado foi tratado com resinas de troca idnica.

Segundo Carvalheiro et al. (2005), o tratamento de hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de malte com resinas de troca idnica do tipo anidnica (Dowex-MWALI) sem ajuste
prévio de pH foi o método mais promissor para a remog¢do de compostos inibitdrios. Esse
efeito foi avaliado através da fermentagao dos hidrolisados por Debaryomyces hansenii CCMI
941 em frascos erlenmeyer de 1 L. O hidrolisado tratado somente com resina anidnica,

quando suplementado com sais inorganicos e vitaminas, forneceu um produto com menor
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rendimento em biomassa e maior produtividade em xilitol (11%) quando comparada com o

hidrolisado nao tratado.

2.6. Planejamento Experimental e Otimizacdo de Processos

A necessidade crescente da otimizacdo de produtos e processos, minimizando custos e
tempos, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos, dentre outros
objetivos, tem levado profissionais de diferentes formagdes a buscarem técnicas sistematicas
de planejamento de experimentos (RODIGUES e IEMMA, 2005).

A metodologia de planejamento fatorial, associada a analise de superficie de respostas,
¢ uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacgdes seguras sobre o
processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro (BOX et al.,
1978).

Assim sendo, quando um pesquisador necessita desenvolver ou melhorar um processo,
ou a formulagdo de um produto, ele precisa planejar um procedimento experimental para
avaliar os efeitos que suas varidveis independentes ou fatores tem sobre a resposta. Parece
inerente ao pesquisador, a op¢do por avaliar um fator por vez, mantendo as outras variaveis
fixadas para “controlar” o processo. Ou seja, determinar as condi¢des Otimas avaliando
separadamente os fatores (RODIGUES e [IEMMA, 2005).

Haaland (1989) apresenta de uma forma esclarecedora os trés caminhos que seria
possivel adotar para resolucdo de um problema experimental.

O primeiro método ¢ o procedimento experimental mais difundido e usual, “one-at-a-
time”, estudo de uma varidvel por vez, onde ¢ avaliada uma das varidveis estudadas a
diferentes condi¢des e as demais sdo fixadas. Posteriormente o melhor valor encontrado ¢
fixado e as outras variaveis sdo alteradas até que todas elas sejam consideradas. Este método

pode ser usado, mas ¢ bastante ineficiente. Se existirem interacdes entre as variaveis, o
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método pode ndo encontrar uma solugdo para o problema experimental por ndo explorar

completamente o espaco de solucdes (Figura 6a).

(a) Um fator por vez

(b) Matriz (combinagao de
todos os fatores)

() DCCR . >

N

Figura 6 — Possibilidade de conduzir experimentos para 2 variaveis estudadas. (a) Analise de
uma variavel por vez, (b) Matriz com todas as combinacdes possiveis e (c) Delineamento
composto central rotacional (DCCR).

O segundo método tradicional ¢ a busca do resultado procurando através de uma
matriz, onde todas as combinacdes sdo investigadas até obten¢do de uma solugdo final. Este
método tem a vantagem de explorar todo espaco experimental, porém tem a grande
desvantagem de necessitar um numero grande de medidas (Figura 6b).

J& a resolucdo do problema através de um planejamento estatistico conhecido como
delineamento composto central rotacional (DCCR) pode ser feita usando um nimero menor
de medidas e explorando todo espago experimental (Figura 6¢). Neste caso, a regido de estudo
¢ maior com um menor nimero de ensaios a serem realizados, podendo calcular o erro
experimental quando se toma o cuidado de repetir pelo menos trés vezes a condi¢ao do ponto

central, indispenséavel para avaliar a reprodutibilidade do processo. E possivel, ainda, elaborar
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um modelo matematico, que se validado estatisticamente pode ser usado para obtencdo da
superficie de resposta e através desta andlise determinar as condi¢des otimizadas, conhecendo
a significancia estatistica das respostas.

Neste sentido, o presente trabalho vislumbra minimizar os efeitos dos compostos
inibitérios ao metabolismo microbiano, associando diferentes técnicas de separacdo
(coagulacdo e precipitacdo de impurezas coloidais, processo de separagdo por membranas e
resinas de troca iOnica), as quais foram previamente apresentadas durante a revisdo da
literatura. Deve-se ressaltar que, foi utilizado a metodologia de planejamento fatorial
associada a analise de superficie de respostas, visando a diminui¢ao de esfor¢os experimentais
durante a etapa de coagulacdo e precipitagdo. Além disso, com este estudo pretende-se
colaborar com a viabilizacdo da obtencdo de bioprodutos de alto valor agregado e/ou

importantes no contexto atual.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Avaliar o uso de processos de separacdo combinados, para purifica¢do do hidrolisado
acido de bagaco de cana-de-acucar, visando a obtencdo de um substrato rico em xilose, isento

de contaminantes e apto a ser fermentado.

3.2. Objetivos Especificos

v Estudar os efeitos das alteragdes do pH, temperatura e a presenca de agentes
floculantes (policloreto de aluminio e polieletr6lito) no hidrolisado hemiceluldsico. Para esta
etapa do trabalho foi empregado planejamento experimental fatorial completo e delineamento
composto central rotacional, visando minimizar o esfor¢co experimental considerando as
varidveis iniciais pH, temperatura, concentragdes de floculante e polieletrolito;

v Estudar o uso de processos de separagdo por membranas de microfiltragdo, para a
remoc¢do de materiais em suspensdo ainda presentes no hidrolisado e ultrafiltracdo, visando
remover substancias de alto peso molecular que estdo presentes no hidrolisado;

v Estudar a eficiéncia de purificagdo de quatro resinas de troca idnica na remog¢ao dos
inibidores microbianos de baixo peso molecular, principalmente ions metalicos presentes no
hidrolisado hemicelulésico, determinando o melhor ciclo de trabalho e seqiiéncia de uso das
resinas avaliadas;

v Conduzir fermentagdes em frascos agitados por Candida guilliermondii e Pichia
stipits no hidrolisado tratado neste trabalho, compara-las com dados da literatura, a fim de

servir de indicativo para trabalhas futuros.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e Equipamentos
Bagago de cana-de-agucar in natura recém processado proveniente da Usina Agucareira
Furlan S/A (Santa Barbara D’Oeste — SP).
Oxido de célcio comercial gentilmente cedido pela Brasilminas.
Floculantes: -Policloreto de aluminio (PAC) gentilmente cedido pela Pan-Americana S/A;
-Polieletrdlito anidnico (Magnafloc LT-27) gentilmente cedido pela Ciba
Especialidades Quimicas Ltda.
Reagentes P. A.
Membranas do tipo fibra oca, gentilmente cedidas pela Pam-Membranas:
-Microfiltragdo (0,45 um) de Polieterimida (PEI);
-Ultrafiltragao (100 kDaltons) de Polietersulfona (PES).
Resinas de troca i0nica, gentilmente cedidas pela Rohm & Haas:
-Amberlyst 15 Wet — catiénica forte na forma H';
-Amberlite 252 Na — cationica fraca na forma Na';
-Amberlite IRA 96 — anionica fraca na forma OH’;
-Amberlite FPA 98 — anidnica forte na forma CI".
Leveduras C. guilliermondii e P. stipits provenientes do Laboratorio do Grupo de Processos
Fermentativos — DEBIQ/EEL/USP-Lorena.
Reator de aco inoxidavel AISI 316.
Concentrador com capacidade de 30 L.
Espectrofotometro de UV-visivel FEMTON 700 e BECKMAN 640B.
Medidor de pH de bancada Quimis 400A.

Condutivimetro Digimed DM-32.
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Cromatdgrafo Shimadzu modelo CR 7A.

Refratometro Atago modelo NAR 1T.

4.2. Preparo do Bagaco de Cana-de-Acucar para a Hidrélise

O bagaco de cana-de-agucar utilizado neste trabalho foi proveniente da Usina
Acucareira Furlan S/A, localizada na cidade de Santa Barbara D’Oeste - SP. Este material foi
exposto ao sol durante trés dias para secagem e quantificado o teor de umidade por

gravimetria.

4.3. Obtencdo do Hidrolisado Hemicelulosico (H0)
O hidrolisado foi obtido por hidrdlise 4cida do bagago de cana em reator de ago
inoxidavel AISI 316 com volume util de 250 L, equipado com camisa de 6leo térmico para

aquecimento indireto (Figura 7).

Figura 7 — Reator de aco inoxidavel AISI 316 utilizado para a obten¢do do hidrolisado
hemicelulosico a partir do bagaco de cana-de-acucar.

O reator foi operado em regime descontinuo empregando-se as seguintes condi¢des de
hidroélise: temperatura de 121 °C; tempo de reacdo de 10 minutos; 100 mg de 4cido sulfarico

(98%) para 1 g de bagaco (matéria seca) e uma propor¢ao entre massa seca de bagago e
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volume de solugdo 4cida de 1:10. O hidrolisado obtido foi centrifugado em centrifuga semi-

industrial.

4.4. Obtencdo do Hidrolisado Hemicelulosico Concentrado (H1)
O hidrolisado obtido foi concentrado até atingir um teor de xilose aproximado de
100g/L. Este procedimento foi realizado sob pressdo reduzida em concentrador com

capacidade de 30 L a 70 °C.

4.5. Coagulacio e Precipitacio Seletiva de Impurezas Coloidais

Apos a concentracdo, o hidrolisado de bagaco foi submetido a etapa de coagulagio e
precipitagdo das impurezas coloidais, com o objetivo de determinar a melhor condi¢do
experimental para maior remocdo de impurezas e obter o hidrolisado H2 ao final deste
procedimento. Nesta etapa foi utilizado planejamento de experimentos, dividida em duas
fases. Primeiramente empregou-se um planejamento fatorial completo 2* com 3 experimentos
no ponto central (Tabela 6). Em seguida aplicou-se duas seqiiéncias de experimentos do tipo
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), ou seja, planejamento fatorial 2*, com 4
ensaios nos pontos axiais € 3 no ponto central (Tabelas 7 e 8).

Nos dois tratamentos DCCR aplicados foram fixadas a temperatura de reagdo em
50 °C e a concentragdo de polieletrolito em 4 mg/L. Todos os ajustes de pH foram realizados
com 6xido de célcio e o tempo de agitagdo foi fixado em 15 segundos de agitagao rapida e 15

minutos de agitacdo lenta (KOBLITZ, 1998).

Tabela 6 - Niveis e parametros que foram utilizados no primeiro tratamento estatistico.

Fatores Niveis
-] /] +]
pH 5 7.5 10
Temperatura (°C) 30 50 70
PAC (mg/L) 0 25 50

Polieletrolito (mg/L) 0 2 4
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Tabela 7 - Niveis e parametros que foram utilizados no segundo tratamento estatistico.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pPH 2,5 3,5 55 7,5 8,5
PAC (mg/L) 15 25 50 75 85

Tabela 8 - Niveis e parametros que foram utilizados no terceiro tratamento estatistico.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 8,0 8,7 11,5 12,3 13,0
PAC (mg/L) 0 3,40 11,55 19,70 23,00

Os ensaios que foram realizados nos tratamentos estatisticos podem ser observados
nas Tabelas 9 a 11.

A variavel resposta utilizada para se determinar a melhor condigdo experimental foi a
concentracdo de compostos fenolicos e as analises de cada tratamento estatistico foram

realizadas com o auxilio do softwear MINITAB 14.0.

Tabela 9 — Ensaios que foram realizados no primeiro tratamento estatistico.

Ensaios pH Temperatura (°C) PAC (mg/L) Polieletrolito (mg/L)
1 5 30 0 0
2 10 30 0 0
3 5 70 0 0
4 10 70 0 0
5 5 30 50 0
6 10 30 50 0
7 5 70 50 0
8 10 70 50 0
9 5 30 0 4

10 10 30 0 4
11 5 70 0 4
12 10 70 0 4
13 5 30 50 4
14 10 30 50 4
15 5 70 50 4
16 10 70 50 4
17 7,5 50 25 2
18 7.5 50 25 2
19 7.5 50 25 2




Tabela 10 — Ensaios que foram realizados no segundo tratamento estatistico.

Ensaios pH PAC (mg/L)
1 3,5 25
2 7,5 25
3 3,5 75
4 7,5 75
5 5,5 50
6 5,5 50
7 5,5 50
8 2,5 50
9 8,5 50

10 5,5 15
11 5,5 85

Tabela 11 — Ensaios que foram realizados no terceiro tratamento estatistico.

Ensaios pH PAC (mg/L)
1 8,7 3,40
2 12,3 3,40
3 8,7 19,70
4 12,3 19,70
5 10,5 11,55
6 10,5 11,55
7 10,5 11,55
8 8,0 11,55
9 13,0 11,55
10 10,5 0
11 10,5 23,00

4.6. Tratamento do Hidrolisado H2 por Membranas
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O hidrolisado previamente tratado na etapa anterior (hidrolisado H2) foi submetido a

permeagdo por duas membranas diferentes de trés maneiras distintas:

- membrana de microfiltracao (MF);

- membrana de microfiltragdo + ultrafiltragcao (MF + UF);

- membrana de ultrafiltragao (UF).

Os experimentos foram realizados visando determinar o melhor procedimento dos

tratamentos por membranas em termos de fluxo de permeado e grau de purificacdo
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(permeados 1, 2 e 3 — ver Figura 8). Apds determinada a melhor condi¢do experimental

utilizando a permeag@o por membranas obteve-se o hidrolisado H3.

Hidrolisado H2 Hidrolisado H2 Hidrolisado H2
Concentrado 1

v v v
T =mrem Concentrado 1 :
¢Permeado 1 Y ¢Permeado 3

1 Concentrado 3

>

= Concentrado 2

>

¢Permeado 2

Figura 8 — Avaliacdo dos processos de separagdo por membranas.

4.7. Caracterizacdo das Resinas de Troca Ionica

As resinas de troca idnica utilizadas apresentam estrutura macrorreticular e matriz de
estireno-divenilbenzeno. A resina Amberlite 252 Na (cationica fraca na forma Na'), a
Amberlite IRA 96 (anidnica fraca na forma OH’), a Amberlite FPA 98 (anidnica forte na
forma CI') e a Amberlyst 15 Wet (cationica forte na forma H') possuem capacidade de troca
de 1,80 eq.L'l, 1,25 eq.L'l, 0,8 eq.L'le 1,70 eq.L'l, respectivamente, de acordo com o

fabricante.

4.7.1. Determinagdo da Massa Especifica

Foi primeiramente determinada a massa da proveta que foi utilizada, em seguida
pesou-se 25 mL de cada resina determinando-se a massa especifica de cada uma delas em

Kg/L.
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4.7.2. Determinagio da Massa Especifica Umida

Ap6s ter submetido as resinas por um processo de umidificagdo utilizou-se o mesmo

procedimento aplicado no item 4.7.1.

4.7.3. Determinacdo do Volume de Inchamento

Em uma proveta de 250 mL foi adicionado 100 mL de resina original e 150 mL de
agua destilada. Apds repouso de 24 horas verificou-se o volume final ocupado pela resina.
Este valor indica a quantidade de agua absorvida pela resina original e o respectivo volume de

expansao.

4.7.4. Determinacio da Umidade Original

Em recipiente previamente seco e tarado pesou-se aproximadamente 1,0 g da amostra.
A seguir este recipiente foi encaminhado a estufa e mantido por 4 horas a uma temperatura de
100 °C. A seguir, as amostras foram armazenadas em dessecador até a temperatura ambiente e

novamente pesadas.

4.8. Tratamento do Hidrolisado H2 com Resinas de Troca lonica

O hidrolisado oriundo da etapa de coagulacdo e precipitagdo (hidrolisado H2) foi
submetido ao tratamento com resinas (duas catidnicas e duas anidnicas) de maneira individual
e em série, utilizando um volume de leito de 20 mL em uma coluna de 2 cm de didmetro. Para
as quatro resinas foi avaliado o perfil de purificacdo por volume de leito (BV), ou seja,
coletou-se o hidrolisado percolado em porg¢des de 20 mL, avaliando a condutividade, o pH, o

Brix e a concentragdo de compostos fendlicos.



56
As resinas de troca idnica foram submetidas a um processo de intumescimento com
agua destilada, sendo mantidas nesta condigdo por 24 horas antes de serem usadas. As colunas

foram alimentadas com as solug¢des regenerantes, agua e hidrolisado de forma manual, tendo

como for¢a motriz a a¢do da gravidade (FERREIRA et al., 2005).

O ciclo de operagdo para o trabalho com resinas foi realizado a temperatura ambiente e

compreendeu nos seguintes passos:

1. Lavagem Preliminar I (LavPI): Eliminacdo de particulas de impureza das resinas que

foram utilizadas pela primeira vez, a uma vazao constante de 0,1 BV/min;

2. Regeneracdo Preliminar (RP): Vazdo constante de 0,05 BV/min da solucdo

regenerante (Tabela 12) através do leito de resinas;

3. Lavagem Preliminar II (LavPIl): Eliminacdo do regenerante residual com agua

deionizada para ndo deixar carga adicional, a vazao constante de 0,1 BV/min;

4. Rinsagem: Apods a lavagem percola-se o proprio hidrolisado na mesma vazdo do
tratamento numa quantidade tal que a concentracdo de xilose na saida fosse
aproximadamente igual a concentragdo da solu¢do de alimentacdo. Esta etapa tem
como objetivo saturar a resina com o aglcar de interesse, a fim de manter

aproximadamente constante a concentra¢do do hidrolisado.

5. Tratamento: O hidrolisado a ser tratado foi alimentado manualmente através da coluna
a vazao constante de 0,05 BV/min, até alcancar o estado de equilibrio entre os ions
trocados pela resina e a solugdo tratada (esgotamento da resina). Este ponto ¢
determinado como sendo a capacidade de troca maxima da resina nas condigdes

estudadas e ¢ especifico para cada resina.
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6. Lavagem I (Lavl): Este procedimento foi realizado com agua deionizada para remover
o material estranho acumulado na resina durante o esgotamento, a uma vazao

constante de 0, 1 BV/min ¢ volume fixo;

7. Regeneragdo (Reg): Vazdo constante de 0,05 BV/min da solugdo regenerante através

do leito de resinas;

8. Lavagem II (Lavll): Eliminagao do regenerante residual com adgua deionizada para ndo

deixar carga adicional, a vazdo constante de 0,1 BV/min e volume fixo.

Tabela 12 — Solugdes utilizadas para regeneracgao das resinas de troca i0nica.

Resinas Regenerantes
Amberlyst 15 Wet HCla 5%
Amberlite 252 Na NaCl a 10%
Amberlite IRA 96 NaOH a 5%
Amberlite FPA 98 NaCl a 10%

O esgotamento da capacidade de troca da coluna foi determinado quando detectou-se
mudangas significativas no pH do percolado.

A partir da determinagdo dos volumes de leito a serem utilizados em cada etapa do
tratamento de cada resina ¢ das caracteristicas das resinas durante o tratamento, foram

avaliadas trés séries de trabalho, a saber:
Série I — Amberlyst 15 Wet, Amberlite FPA 98, Amberlite 252 Na e Amberlite IRA 96;
Série II — Amberlyst 15 Wet, Amberlite 252 Na, Amberlite IRA 96 ¢ Amberlite FPA 98;
Série III — Amberlyst 15 Wet, Amberlite IRA 96, Amberlite 252 Na e Amberlite FPA 98.

Uma vez definida a melhor seqiiéncia de purificacdo com o uso das resinas este

sistema foi submetido a uma amplia¢do de escala a fim de utilizar um volume de leito final de
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resinas de 500 mL. Neste caso utilizou-se o hidrolisado oriundo do processo de separacdo por

membranas (hidrolisado H3).

4.9. Testes de Bioconversdo do Hidrolisado Purificado

Os testes de bioconversdo do hidrolisado tratado foram feitos de duas maneiras, ou
seja, analise da obten¢do de xilitol e etanol. Primeiramente foi realizado uma fermentagdo
visando a bioconversdo da xilose presente no hidrolisado em xilitol por C. guilliermondii
FTI20037 cedida pelo laboratorio de Processos Fermentativos. Preparou-se o inoculo a partir
de uma algada da cultura estoque em meio liquido contendo como nutrientes 30 g/L de xilose,
3 g/L de sulfato de amoénio, 0,1 g/L de cloreto de célcio e 20 g/L de extrato de farelo de arroz.
O cultivo foi conduzido em frascos de erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio, a
30°C, em incubadora de movimento rotatério a 200 rpm por 24 h (MARTINEZ, 2005).

J4 a fermentacdo foi conduzida nas mesmas condi¢des do preparo do inoculo, sendo
que utilizou-se uma concentragdo de xilose de 35 g/L. A bioconversao foi realizada com o
hidrolisado purificado e com o meio sintético (solucdo de xilose comercial a 35 g/L) por 96 h,
coletando-se amostras de 24 em 24 h, para analise de pH, carboidratos e concentracdo celular.
Estas fermentacdes foram realizadas em 10 erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio
(5 frascos para o hidrolisado e 5 para o meio sintético).

O segundo teste consistiu na bioconversao de xilose em etanol a partir do hidrolisado
por P. stipitis, também cedida pelo laboratorio de Processos Fermentativos. O indculo foi
preparado a partir de uma algada da cultura estoque em meio. Neste caso, as fermentagdes
foram conduzidas em 3 meios diferentes, sendo a primeira em meio sintético contendo 60 g/L
de xilose, 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de fosfato 4cido de amonio e 1 g/L. de sulfato de

magnésio heptahidratado. A segunda fermentagdo foi conduzida apenas com o hidrolisado
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tratado contendo 61,2 g/L de xilose e a terceira fermentacdo com o mesmo hidrolisado
suplementado com extrato de levedura a uma concentragdo de 3 g/L. Estas fermentacdes
foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL, volume de meio de 100 mL, 200 rpm, pH inicial

de 5,5, temperaturas de 30 °C e concentragéo de indculo de 1 g/L.

4.10. Métodos Analiticos

4.10.1. Determinacdo do Teor de Carboidratos

A determinag¢do do teor de carboidratos no hidrolisado foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Uma aliquota de 5 mL da solugao foi filtrada em filtro
Sepak C18 e analisada em um cromatdgrafo Shimadzu modelo CR 7A, empregando um
detector de indice de refracdo Shimadzu RID-6A e uma coluna Aminex HPX 87H (300 x
7,8 mm, BIO-RAD). Como fase moével foi empregado H>SO4 0,005 mol/L com fluxo de
0,6 mL/min a 45 °C.

As éareas médias dos cromatogramas para celobiose, dcido glucurdnico, glicose, xilose,
arabinose e acido acético foram usadas, juntamente com as curvas de calibracdo, para calcular
a concentracdo e massa de cada componente. Essas massas foram divididas pelo peso seco do
material inicial e multiplicadas pelos fatores de hidrolise para serem convertidas em
equivalentes de celulose, polioses e grupo acetil. Os fatores de conversdo de glicose e
celobiose para celulose sdo 0,9 e 0,95, respectivamente. De maneira similar, xilose, arabinose
e acido glucuronico foram convertidos a poliose usando-se os fatores de hidrolise 0,88; 0,88 e

0,957, respectivamente. O fator de conversao de acido acético a grupo acetil ¢ 0,72.
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4.10.2. Determinacio de Lignina Insoliivel em Meio Acido

A quantidade de lignina insoluvel em meio acido foi determinada de acordo com o
método Klason modificado (ROCHA et al., 1997). Para tal, foram utilizadas fragdes
previamente secas em estufa a 100 °C, com granulometria variando entre as malhas de 1,190 e
0,250 mm (16/60 mesh) para o bagaco bruto.

O bagago bruto foi extraido em um sistema soxhlet. Foi empregado etanol hidratado a
92,8° INPM. O bagago extraido foi seco em estufa a 105 °C até massa constante, determinada
em balanga analitica.

Uma amostra de aproximadamente 2,0 g de matéria-prima isenta de umidade, foi
colocada em béquer de 150 mL, juntamente com 10 mL de H,SO4 72%, e assim, submetido a
hidrolise 4cida em banho termostatizado a 45 °C. A mistura foi agitada com um bastdo de
vidro por 7 min. A reagdo foi interrompida com a adi¢do de 50 mL de agua destilada.
Imediatamente a amostra foi transferida quantitativamente para um erlenmeyer de 500 mL
elevando-se o volume de dgua a 275 mL. Para completa hidrélise dos oligdmeros restantes, o
erlenmeyer foi fechado com papel aluminio e autoclavado por 15 min a 1,05 atm. Apoés a
descompressdo, o frasco foi retirado da autoclave e resfriado até a temperatura ambiente
(ROCHA, 2000).

O material hidrolisado foi separado dos solidos por filtragdo, utilizando-se papel de
filtro para solidos gelatinosos, previamente tarado. O hidrolisado foi recolhido em balao
volumétrico de 500 mL, e o solido contido no papel de filtro lavado com porg¢des de 50 mL de
agua destilada até atingir o volume do baldo, o qual foi armazenado para analise posterior. A
lignina retida no papel de filtro (lignina insoluvel) foi lavada com 4gua até ficar isenta de
sulfatos (aproximadamente 1500 mL) e seca em estufa de 105 °C até peso constante.

A solugdo foi armazenada para andlises posteriores de lignina solavel, carboidratos,

furfural e hidroximetilfurfural.
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4.10.3. Determinacdo de Lignina Soluvel

Para determinagdo de lignina soluvel (compostos fendlicos), uma aliquota de 5 mL do
hidrolisado obtido foi alcalinizada com 1 mL de NaOH 6,5 mol/L até atingir pH 12,5 e diluida
em baldo volumétrico de 50 mL. Esta solucdo serd analisada por espectroscopia de UV,
determinando-se a absorbancia da solu¢cdo em comprimento de onda 280 nm, utilizando agua
destilada com pH 12,5 como referéncia. Determinando-se a concentragdo de lignina soluvel a
partir da Equagao 1.
Ciig = 4,187x10%(Asigago-Apazso) — 3,279x107 (1)
Onde:
Ciig = concentragdo de lignina em g/L
Ajig2g0 = absorbancia da solucdo de lignina, em 280 nm
Apargo = ci€1 + c2€2: absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos acucares
(furfural e hidroximetilfurfural), cujas concentragdes c; e ¢, foram determinadas previamente
por CLAE e ¢; e ¢, foram determinados por espectrometria de UV e valem, respectivamente,

146,85 e 114,00 L/(g.cm) (ROCHA, 2000).

4.10.4. Determinacdo do Teor de Furfural e Hidroximetilfurfural

Os produtos de decomposi¢do dos agucares (furfural e hidroximetilfurfural) presentes
no hidrolisado 4cido foram analisados por CLAE utilizando-se um cromatografo Shimadzu
modelo CR 7A com detector de UV visivel marca Shimadzu modelo SPD-10A empregando
uma coluna RP-18 (C-18) de 125x4 mm (Hawlett-Packard), e como fase moével, solucdo de
acetonitrila/dgua 1:8 (v/v) com 1% de &cido acético, num fluxo de 0,8 mL/min a 25°C.

As dreas médias dos cromatogramas para furfural e hidroximetilfurfural foram

convertidas em equivalentes de poliose e celulose sendo o fator de conversdo de 1,3749 e
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1,2857, respectivamente. As concentragdes dos compostos foram obtidas a partir de curvas de

calibragdo tragadas para cada componente (ROCHA, 2000).

4.10.5. Determinacdo do Teor de Cinzas

Para a determinacdo do teor de cinzas no bagaco bruto pesou-se em balanga analitica,
aproximadamente 2 g do material, com umidade conhecida, em trés cadinhos de porcelana
previamente tarados. Em seguida, foram inicialmente calcinados em uma mufla a 400 °C até a
total digestdo do material e depois a 800 °C por duas horas. Apods a calcinagdo, os cadinhos
foram resfriados em dessecador e a massa de cinzas determinada.

Para corrigir o teor de lignina insolivel em meio acido, o papel de filtro contendo a
lignina isolada (item acima), foi transferido para cadinho de porcelana e seguiu-se o
procedimento acima descrito.

O teor de cinzas foi calculado através da expressdo (Equagdo 2):

% Re=mc / mpp x 100 (2)
Sendo:

% R. = porcentagem em massa de cinzas

m. =massa de cinzas (massa do cadinho com cinzas menos a massa do cadinho vazio)

mymp, = massa de matéria-prima seca (adapta¢do da Norma - ASTM,1966 ).

4.10.6. Determinacio do Indice de Cor

A determinagdo do indice de cor do hidrolisado foi realizada segundo o método da
Comissdo Internacional para a Unificagdo dos Métodos de Analise Acucareira (ICUMSA)
ajustado para o hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar por Solenzal et al. (1998). O pH das
amostras foi ajustado entre 5,00 £+ 0,05 e °Brix entre 1,25 + 0,25 com agua deionizada, e entdo

filtrada em membrana de 0,45 um (Milipore). Em seguida foi determinada a absorbancia
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(DO) em espectrofotometro a 420 nm, usando agua deionizada como referéncia e determinada
a concentragdo de solidos soluveis (°Brixg) das amostras diluidas. A cor ICUMSA foi

determinada pelas Equagdes 3 e 4:

COY(ICUMSA) = (DO X 1000) (3)
[p x (°Brix¢100)]
p =1+ [°Brix x (200 + °Brix)] x °Brixs (4)
54 000 °Brix

Onde: °Brix = concentragdo de s6lidos soltiveis na amostra original;
°Brix¢ = concentra¢ao de solidos soluveis na amostra diluida;

p = densidade da amostra.

4.10.7. Determinacdo da Concentracio de Metais
As concentragdes dos metais (Fe, Zn, Cd, Co, Ni, Cu e Cr) foram determinadas em

espectrometro de absor¢do atdmica por chama.

4.10.8. Determinacdo da Concentracio Celular

A concentracdo de células livre foi determinada por turbidimetria em
espectrofotometro (BECKMAN 640B), a 600 nm e correlacionada com o peso seco de células
(g/L) através de uma curva de calibracdo correspondente. As medidas foram feitas em
suspensodes celulares devidamente diluidas, apds centrifugacdo, lavagem e ressuspensdo das

células em dgua destilada.
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4.10.9. Determinacdo dos Pardimetros Fermentativos

Os parametros fermentativos como os fatores de rendimento em xilitol, etanol e
celular, a produtividade volumétrica e a eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol e etanol
foram determinados como segue:
Fator de rendimento em produto » Y, = massa de xilitol ou etanol produzida / massa de
xilose consumida (g/g)
Fator de rendimento celular » Yys= massa de células formadas / massa de xilose
consumida (g/g)
Produtividade volumétrica » Q, = concentracdo de xilitol ou etanol produzido / tempo (g/L.h)
Eficiéncia » n = (Yps/ 0,917*) x 100 (%)

* rendimento tedrico em g xilitol/ g xilose (BARBOSA et al., 1988).



65

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo do Bagaco de Cana-de-Acucar

O bagaco de cana-de-agliicar adquirido foi caracterizado e sua composi¢do pode ser

observada na Tabela 13.

Tabela 13 - Composi¢ao bagaco de cana-de-agucar.

Componentes do bagacgo Concentracdo (%)
Celulose 47,45
Hemicelulose 26,52
Lignina Insoluvel 20,40
Lignina Soluvel 1,24
Grupo Acetila 1,96
Cinzas Totais 1,16
Extrativos 1,15
Total 99,88

Segundo Aristidou e Penttild (2000) os materiais lignoceluldsicos sdo compostos de 40
a 50% de celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 15 a 25% de lignina. Como pode ser
observado na tabela acima as concentragdes de hemicelulose (26,52%), de celulose (47,45%)
e de lignina total (21,64%) correspondem a estes valores.

Quimicamente o bagaco contém em torno de 2,4% de cinzas (PANDEY et al., 2000)
contudo, como pode ser observado na Tabela 13, o bagago utilizado apresentou um nivel
ainda inferior. Este baixo nivel de cinzas torna o bagaco de cana uma biomassa vantajosa em
comparagdo a outros residuos como a palha de arroz (17,5%) e de trigo (11,0%) quando
utilizado em processos de bioconversao.

O processo de secagem do bagago utilizado foi bastante eficiente, j4 que este
apresentou uma umidade de 8,21% o que garante uma abrangéncia mais imediata da solugao

acida no interior das fibras do bagago, mantendo o teor do acido mais uniforme.
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5.2. Obtencdo do Hidrolisado Hemicelulosico

Foram realizadas trés bateladas de hidrdlise, nas quais foram utilizados 18,36 kg de
bagaco seco. Nas duas primeiras bateladas foram extraidos 105 L de hidrolisado

hemicelulosico e na Gltima obteve-se 100 L desta solucao.
O 4cido sulfurico utilizado na hidrdlise do bagaco de cana ¢ responsavel pela quebra
das ligagdes entre os mondmeros de agucar da cadeia polimérica da hemicelulose e celulose e,
assim, pela liberacdo de varios compostos como aglcares (xilose, glicose e arabinose),
oligdmeros, furfural, hidroximetilfurfural, acido acético e ainda, ions de metais pesados
provenientes da corrosdo dos equipamentos e do solo. Desta forma, homogeneizou-se os
volumes das trés bateladas (volume final = 310 L) e a partir deste hidrolisado homogeneizado
foi realizada a caracterizacdo determinando os teores destes principais compostos (Tabela 14).
Nesta mesma tabela é possivel observar o efeito de uma pds-hidrdlise sob o
hidrolisado HO, a qual consiste de uma elevagio de temperatura a 121 °C e pressdo a 1 atm de
uma amostra deste hidrolisado. Este procedimento teve o objetivo a afericdo das
concentragdes dos carboidratos presentes no hidrolisado em estudo, em especial a xilose e a
glicose. Foi verificado que apds este procedimento a concentracdo destes acgucares
aumentaram 1,15 e 1,86 vezes, respectivamente. Estes aumentos significativos devem estar
relacionados com o complemento da agdo hidrolitica do processo sobre eventuais dimeros e
oligdbmeros de carboidratos ainda presentes. Cabe ressaltar que a pods-hidrdlise ndo foi
aplicada em todo hidrolisado obtido, no entanto, toda pesquisa foi realizada a partir de um
hidrolisado concentrado, ou seja, um hidrolisado previamente tratado a elevadas temperaturas.
Através da Tabela 14 pode-se confirmar que pela reacdo de hidrolise 4cida obteve-se
um hidrolisado com uma mistura de agucares contendo 61,18% de xilose, 11,80% de glicose e

6,08% de arabinose em relacdo ao peso seco, logo, a xilose ¢ o acucar predominante conforme
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observado em hidrolisados desta biomassa (VERDE, 2001) sendo esta uma caracteristica

desejavel para as bioconversdes a partir deste agucar.

Tabela 14 - Composicao e caracteristicas fisicas do hidrolisado original (HO).

Pardmetros Hidrolisado HO Pos — Hidrolise do Hidrolisado HO
pH 0,87 1,01
’Bx 4,50 4,50
Glicose (g/L) 2,17 4,03
Xilose (g/L) 19,37 22,34
Arabinose (g/L) 1,89 2,22
Acido Acético (g/L) 3,09 3,37
Furfural (g/L) 0,08 0,19
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,03 0,05
Compostos Fenolicos (g/L) 4,31 4,31
Cor ICUMSA 128 845 135 258

Também ¢ possivel notar que a presenga de compostos toxicos inibitorios a atividade
fermentativa estdo em valores bastante significativos como os compostos fendlicos (11,80%),
o 4cido acético (9,23%), o furfural (0,52%) e o hidroximetilfurfural (0,14%). Tem sido
apresentado na literatura que as concentracdes desses compostos nos hidrolisados
hemiceluldsicos variam em fun¢do do tipo de material lignoceluldsico e das condigdes
hidroliticas empregadas para a extra¢do da fragdo hemiceluldsica (SILVA et al., 1998). As
concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural confirmam a degradacgdo parcial das pentoses
e hexoses presentes no hidrolisado hemiceluldsico durante a hidroélise.

Nas condic¢des de hidrolise utilizada foi possivel recuperar 61,18% da xilose presente
no bagaco, um valor inferior ao encontrado na literatura (aproximadamente 80%). Esta perda
de rendimento esta diretamente relacionada com problemas operacionais durante o
descarregamento do hidrolisado do reator que, devido as limitagdes na abertura da valvula de
descarga, impossibilita a retirada de parte do hidrolisado que fica impregnado (absorvido) na

celulignina residual.
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Ainda assim, a obtencdo de um hidrolisado com 22,34 g/L de xilose representa uma

hidrélise bem sucedida quando comparado com dados da literatura (CUNHA, 2006).

5.3. Concentracio do Hidrolisado Hemicelulosico Homogeneizado

O hidrolisado hemicelulosico HO foi concentrado a vacuo aproximadamente 4,5 vezes
de seu volume inicial, este procedimento aumenta os teores dos compostos presentes neste
meio, inclusive dos indesejaveis. O hidrolisado concentrado (H1) foi caracterizado e
comparado com o hidrolisado submetido a po6s-hidrélise (HO) como pode ser observado na
Tabela 15.

Em andlise aos resultados obtidos apds a concentragdo, observa-se que a razao entre os
teores xilose/glicose em HO era de 5,5 enquanto que, em H1 esta relacdo aumentou para 7,9.
Isto pode ser explicado devido a ocorréncia de degradagdes parciais da xilose e glicose em
intensidades diferenciadas, gerando mais furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente.
Este comportamento também foi observado por Carvalho (2005) ao concentrar um hidrolisado

de eucalipto.

Tabela 15 — Comparagao entre os hidrolisados HO e H1.

Pardmetros Hidrolisado HO  Hidrolisado H1
pH 1,01 0,67
’Bx 4,50 19,0
Glicose (g/L) 4,03 12,57
Xilose (g/L) 22,34 99,57
Arabinose (g/L) 2,22 12,71
Acido Acético (g/L) 3,37 6,85
Furfural (g/L) 0,19 0,10
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,05 0,12
Compostos Fenolicos (g/L) 4,31 11,34

Cor ICUMSA 135 258 292 412

Comparando as concentragdes dos contaminantes presentes nos hidrolisados HO e H1

observa-se que, o processo de concentracdo a vacuo aumentou em 2,03 vezes o teor de acido
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acético, ndo seguindo o fator de concentracdo aplicado. Este fato ocorreu porque estando o
hidrolisado hemicelulésico HO a um pH igual 1,01 indica que o 4acido acético estd em sua
forma ndo dissociada, o que favorece a evaporacdo deste composto durante o processo de
concentragdo (RODRIGUES, 1999). No entanto, a quantidade deste contaminante presente
em H1 (6,85 g/L) ainda ¢ prejudicial a bioconversdo da xilose em xilitol pela levedura C.
guilliermondii ja que, em concentragdes acima de 3 g/L e em sua forma ndo dissociada, este
acido difunde-se livremente para dentro do citoplasma das células da levedura, onde causa um
decréscimo no pH intracelular, o que ¢ prejudicial ao metabolismo celular (KUSUMEGI et
al., 1998).

A etapa de concentragdo do hidrolisado também mostra um efeito positivo quanto ao
furfural presente que, por ser bastante volatil (ponto de ebuli¢do de 54-55°C) ndo apresentou
aumento aprecidvel em sua concentracdo, possibilitando até a remog¢do quase total nas
condicdes de temperatura (~ 70 °C) e pressao utilizadas nesta etapa (PERRY, 1997).

Com relagdo aos compostos fenolicos o teor foi aumentado em aproximadamente trés
vezes, o que influenciou diretamente no aumento do indice de cor (ICUMSA). O hidrolisado
concentrado sofreu uma elevacgao de 2,3 vezes no indice de cor.

Finalizando, ¢ possivel observar que o processo de concentragdo a vacuo provocou um
decréscimo do pH original de 1,01 para 0,67 no hidrolisado concentrado H1. Essa reducao
certamente estd relacionada com o aumento da concentragio de ions H' provenientes do

H,S0O; utilizado na hidrolise acida e também de acido acético presente no hidrolisado.

5.4. Coagulacao e Precipitacio Seletiva de Impurezas Coloidais
Uma vez concentrado e caracterizado o hidrolisado foi submetido a coagulagdo e
precipitagdo seletiva de impurezas coloidais. Assim, esta etapa de purificacdo dividiu-se em

R . . . . . . 4
trés fases, a primeira em que se realizou um planejamento experimental fatorial completo 27,
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com trés ensaios no ponto central, totalizando 19 experimentos (Tabela 16); a segunda e a
terceira constituiram-se de um delineamento composto central rotacional (DCCR), ou seja,
um planejamento experimental fatorial completo 2°, com 3 ensaios no ponto central ¢ 4 nos
pontos axiais, totalizando 11 experimentos (Tabelas 18 e 20).

Dos 19 experimentos realizados aquele que obteve os melhores indices de remocao de
compostos fenodlicos foi o décimo quarto, representando uma redugao de 43,68%. Ja o ensaio
que apresentou as piores remogoes foi o terceiro (excluindo o décimo oitavo que faz parte do
ponto central, utilizado para estimar erros), o qual representou uma redug¢do de apenas

21,33%.

Tabela 16 — Condigdes experimentais do planejamento fatorial completo e teor de compostos
fendlicos ao final de cada tratamento.

Ensaios pH Temperatura PAC Polieletrdlito C. Fendlicos

(O (mg/L) (mg/L) g’L)
R 5 30 0 0 7,91
2 10 30 0 0 7,66
3 5 70 0 0 8,92
4 10 70 0 0 8,02
5 5 30 50 0 8,52
6 10 30 50 0 6,53
7 5 70 50 0 8,40
8 10 70 50 0 7,24
9 5 30 0 4 8,40
10 10 30 0 4 7,35
11 5 70 0 4 8,81
12 10 70 0 4 7,16
13 5 30 50 4 7,35
14 10 30 50 4 6,30
15 5 70 50 4 8,33
16 10 70 50 4 7,06
17 7,5 50 25 2 8,61
18 7,5 50 25 2 9,37
19 7,5 50 25 2 9,28

Através dos resultados das concentracdes de compostos fenodlicos, para cada

experimento foram calculados os coeficientes de cada termo, com os quais foi possivel
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estimar o p-valor, responsavel pela determinagao da significancia de cada varidvel em analise
(Tabela 17). Neste tratamento estatistico foi utilizado um nivel de confianca de 95%
(p < 0,05), sendo assim, a Unica varidvel com significancia estatistica para a remocao de
compostos fenolicos foi o pH.

Com o modelo avaliado foram também obtidos o coeficiente de determinacdo (R?) de
92,11% e o coeficiente de correlagao (r) de 95,97%. O coeficiente de determinacao demonstra
que os fatores escolhidos (pH, temperatura, concentracdes de PAC e polieletrolito) para o
estudo da variacdo de compostos fenolicos no hidrolisado hemicelulosico concentrado, foram
responsaveis por 92,11% da variabilidade da resposta avaliada. Através do coeficiente de
correlagdo obtido pode-se concluir que existe uma elevada relagdo entres os fatores avaliados

e a resposta em estudo.

Tabela 17 — Determinagdo dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta teor de
compostos fenodlicos no primeiro tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padrao t p -valor

Média 7,75 012 67,28 <0,0001
pPH -0,58 012 -5,01 0,002
Temperatura 0,24 012 2,08 0,083
PAC -0,28 012 2,40 0,054
Polieletrolito -0,15 0,12 -1,28 0,247
PH x Temp. -0,05 012 -0,40 0,705
pH x PAC -0,10 012 -0.83 0,439
PH x Poliel. -0,04 012 -0,35 0,737
Temp. x PAC 0,04 012 0,35 0,736
Temp. x Poliel. < 0,01 012 -0,04 0,973
PAC x Poliel. -0,05 012 -0,42 0,690

Ainda com o auxilio dos valores de t (Tabela 17) foi estabelecido o diagrama de
Pareto (Figura 9). Este diagrama confirma novamente a significancia da variavel pH, e que a
variavel teor de PAC (2,40) encontra-se muito proximo ao valor do t tabelado para um nivel

de significancia de 95%. Na Figura 9 observa-se também que os efeitos principais
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apresentaram maior significAncia que os secundarios, ou seja, que as interacdes existentes nos

tratamentos ndo interferem nas variaveis que foram avaliadas e nos niveis escolhidos.

Através dos valores obtidos para as concentracdes de compostos fendlicos foi possivel

plotar a probabilidade normal (Figura 10). Pode ser observado que os termos que nao

apresentaram significancia para o modelo avaliado encontram-se proximos a reta, e que a

unica variavel identificada como significativa foi o pH, confirmando conclusdes anteriores.
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Figura 9 — Diagrama de Pareto em fung¢do dos efeitos das

fendlicos para o planejamento fatorial fracionado.
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Figura 10 — Probabilidade normal em fungdo dos efeitos das concentragdes de compostos

fendlicos para o planejamento fatorial fracionado.
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Com base na analise dos efeitos principais individualizados (Figura 11) também pode-

se avaliar, através das inclinagdes das retas obtidas, o quanto cada varidvel ¢ significativa para
o modelo em estudo. Neste contexto, o pH apresentou uma inclinagdo maior em relagdo as
outras variaveis e, quando esta varidvel se encontra em seu maior nivel, possibilita uma maior
reducdo de compostos fenolicos. Com esta ferramenta de controle ndo ¢ possivel afirmar que
a concentracdo de PAC ¢ mais significativa que a temperatura, mas ambas influenciam mais
no modelo avaliado que o teor de polieletrolito. Observa-se também que, quanto maiores 0s
teores de PAC e de polieletrolito maior a redugdo de compostos fenolicos, diferente do

comportamento da temperatura, cujo menor valor gera maior redugdo deste contaminante.
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Figura 11 — Efeitos principais em fun¢do das concentragdes de compostos fendlicos para o
planejamento fatorial fracionado.

Em seguida, com base nos resultados do primeiro planejamento optou-se por realizar
um delineamento composto central rotacional (DCCR) com niveis de pH que variaram de 2,5
até 8,5 e concentragdes de PAC que variaram de 15 até 85 mg/L. Esta metodologia permite
uma investigagdo mais precisa dos efeitos destas varidveis para a remocdo de compostos
fenolicos, logo abrange um maior nimero de pontos experimentais (Tabela 18). Foram

realizados ensaios com menores niveis de pH em relacdo ao planejamento anterior devido a
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maior facilidade de ajuste, considerando que o hidrolisado concentrado ¢ naturalmente acido

devido as condi¢des de hidrolise.

Tabela 18 — Condicdes experimentais que foram realizadas o segundo tratamento estatistico e
teor de compostos fenolicos ao final de cada tratamento.

Ensaios pH PAC (mg/L) C. Fenolicos (g/L)
1 35 25 12,697
2 7.5 25 10,268
3 35 75 11,608
4 7.5 75 10,959
5 55 50 14,319
6 55 50 16,720
7 55 50 14,215
8 2,5 50 13,618
9 85 50 8,290
10 55 15 15,523
11 55 85 15,460

Contudo, para os novos niveis de pH e PAC estudados, os resultados de remog¢ao de
compostos fenolicos a partir do hidrolisado H1 nao foi positivo. Apenas para o ensaio 9 (pH a
8,5) a redugdo destes compostos foi importante (redu¢do aproximada de 27%). O coeficiente
de determinacdo (R?) obtido foi de 93,80% e o coeficiente de correlacio (r) foi de 96,85%
comprovando, mais uma vez, a grande variabilidade e relacdo que os fatores avaliados (pH e a
concentracdo de PAC) proporcionam a variacdo de compostos fendlicos.

Para este segundo tratamento estatistico calculou-se os coeficientes de cada termo e
estimou-se o p-valor (Tabela 19) mantendo o mesmo nivel de confianca de 95%. Ao se
analisar os valores de p ¢ possivel observar que, somente o termo quadritico do pH
apresentou significancia, ja que 0,018 ¢ menor que 0,05. Pode-se também observar que

através do teste t o termo pH” mostrou-se significativo, seguido do termo pH.
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Tabela 19 — Determinac¢do dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta teor de
compostos fendlicos no segundo tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padrao t p -valor
Média 13,00 1,01 11,48 0,001
pH -0,92 0,45 -2,04 0,134
PAC -0,11 0,45 -0,25 0,820
pH’ -3,05 0,64 4,76 0,018
PAC? 0,51 0,64 -0,80 0,484
pH x PAC 0,98 0,64 1,54 0,222

Através da andlise estatistica, foi possivel obter um modelo matematico que descreve
as caracteristicas de redu¢do dos compostos fendlicos em fun¢do das alteragdes do pH e, das

concentragdes de PAC, o qual pode ser observado na Equagao 5.

[C. Fendlicos] = 13,00 — 0,92pH — 0,1 1PAC — 3,05pH> + 0,51PAC? + 0,98pH.PAC (5)

A partir deste modelo matematico obteve-se os graficos de curvas de contorno e

superficie de resposta, apresentados nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12 — Curvas de contorno obtidas pelo modelo matematico do segundo tratamento
estatistico.
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Analisando ambos os graficos ¢ possivel observar que o maior teor de compostos
fendlicos encontra-se na regido central, onde a concentragdo de PAC apresenta-se na faixa de
35 mg/L a 55 mg/L e pH entre 4,5 e 5,5. J& a regido que foi observado os menores teores de
compostos fendlicos no hidrolisado encontra-se em concentracdes de PAC inferior a 20 mg/L

e pH superior a 8.
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Figura 13 — Superficie de resposta obtida pelo modelo matematico do segundo tratamento
estatistico.

A seguir, ainda em busca das melhores condicdes de remocdes de compostos
fendlicos, optou-se por realizar mais um DCCR com niveis de pH que variaram de 8,0 até
13,0 e concentragdes de PAC entre 0 e 23 mg/L (Tabela 20).

Dentre estes experimentos realizados, o primeiro ensaio foi aquele que apresentou
menores indices de compostos fendlicos em solucdo (7,034 g/L) correspondendo a uma
remocao de 37,97% deste contaminante. Foram também obtidos um coeficiente de
determinagdo (R?) de 87,30% e um coeficiente de correlagio (r) de 93,29% comprovando,
mais uma vez, a grande variabilidade e relacdo que os fatores avaliados (pH e a concentragao

de PAC) proporcionam a variag¢do dos teores de compostos fendlicos presentes.
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Tabela 20 — Condi¢des que foram realizadas o terceiro tratamento estatistico e teor de
compostos fenolicos ao final de cada experimento.

Ensaios pH PAC (mg/L) C. Fendlicos (g/L)
1 87 3,40 7,034
2 12,3 3,40 20,076
3 87 19,70 7,285
4 12,3 19,70 19,344
5 10,5 11,55 13,482
6 10,5 11,55 14,403
7 10,5 11,55 13,566
8 8,0 11,55 7,850
9 13,0 11,55 15,743
10 10,5 0 13,859
11 10,5 23,00 13,566

Para este terceiro tratamento estatistico foram calculados os coeficientes de cada termo
e estimados o p-valor (Tabela 21) mantendo-se um nivel de confian¢a de 95%. Ao analisar os
valores de p ¢ possivel observar que somente o termo linear do pH apresentou significancia

estatistica.

Tabela 21 — Determinagdo dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta teor de
compostos fendlicos no terceiro tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padrao t p -valor
Média 13,82 1,69 7,96 0,001
pH 4,54 0,88 515 0,007
PAC 0,03 0,88 0,03 0,979
pH’ -0,58 1,14 -0,51 0,640
PAC? 0,19 1,14 0,17 0,874
pH x PAC -0,25 1,24 -0,20 0,853

Através da andlise estatistica, foi possivel obter um novo modelo matematico que
descreve as caracteristicas de redu¢do dos compostos fendlicos, em fun¢do das alteragdes do
pH e das concentragdes de PAC, apresentado na Equacdo 6. Esta equacdo mostra também a
grande influéncia que o termo pH tem sobre a resposta, logo seu coeficiente (4,54) ¢ muito

maior que os demais coeficientes obtidos.
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[C. Fendlicos] = 13,82 + 4,54pH + 0,03PAC - 0,58pH>+ 0,19PAC? - 0,25pH.PAC (6)

A partir deste modelo matematico foram constituidos os graficos de curvas de
contorno e superficie de resposta, os quais podem ser observados nas Figuras 14 e 15,
respectivamente. Verifica-se em ambos os graficos que a regido que indica menores teores de
compostos fenolicos encontra-se em concentragdes de PAC inferior a 12 mg/L e pH até 8§,5.
Tais resultados confirmam os dados adquiridos no segundo tratamento estatistico, logo, foi
estabelecido como ponto 6timo de remocdo de compostos fenodlicos o pH de 8,5 a uma
concentra¢cdo de PAC de 12 mg/L, mantendo-se constante a concentra¢do de polieletrdlito em
4 mg/L e temperatura de 50 °C. Tais condi¢des quando aplicadas permitiram obter um teor de
7,61 g/L de compostos fenodlicos em solugdo, correspondendo uma reducdo de 32,67% destes

contaminantes.
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Figura 14 — Curvas de contorno obtidas pelo modelo matematico do terceiro tratamento
estatistico.
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Figura 15 — Superficie de resposta obtida pelo modelo matematico do terceiro tratamento
estatistico.

Apos a avaliagdo do processo de coagulacdo e precipitacdo, aumentou-se a escala de
trabalho de 50 mL para 1800 mL (36 vezes) visando obter maior volume de hidrolisado a ser

utilizado nas etapas subseqiientes. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 22.

Tabela 22 — Caracteristicas quimicas e fisicas do hidrolisado concentrado (H1) e do
hidrolisado apos a etapa de coagulagdo e precipitacao (H2).

Pardmetros Hidrolisado H1 Hidrolisado H2
pH 0,67 8,07
’Bx 19,0 15,00
Glicose (g/L) 12,57 12,55
Xilose (g/L) 99,57 79,45
Arabinose (g/L) 12,71 11,80
Acido Acético (g/L) 6,85 6,88
Furfural (g/L) 0,10 0,027
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,12 0,031
Compostos Fenolicos (g/L) 11,34 10,15
Cor ICUMSA 292 412 2 842 254

Pode-se observar na Tabela 22 que, com o aumento de escala, ndo foram obtidas as
mesmas redu¢des de compostos fendlicos constatadas na escala reduzida, alcangando apenas

uma diminui¢do de 10,49% destes contaminantes. Observa-se também que, o 6xido de calcio
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utilizado para ajustar o pH, promove redu¢do nas concentracdes dos agucares, diminuindo
20,21% de xilose e 7,16% de arabinose. Foi observado que a eleva¢do no pH do hidrolisado
concentrado provocou a formagdo de compostos croméforos ou a diminui¢do da solubilidade
destes compostos, permanecendo mais ainda em suspensdo e aumentando assim o indice de

cor em 9,7 vezes.

Dando seqiiéncia aos trabalhos propostos, a partir deste momento iniciou-se as
investigagdes preliminares do uso das resinas de troca ionica. Foram testadas quatro diferentes
resinas individualmente e em série. Estas resinas também foram caracterizadas fisicamente,
onde foram determinadas a massa especifica, a massa especifica imida, o volume de

inchamento e a umidade original.

5.5. Avaliacao Individual e em Série do Comportamento das Resinas de Troca lonica em
Estudo

As resinas individualmente foram caracterizadas e avaliadas segundo a agdo do
hidrolisado. Com base nos resultados obtidos foram propostas trés seqiiéncias de purificacao
distintas, e a série que obteve a melhor eficiéncia de purificagdo foi utilizada em escala

ampliada como tratamento final do hidrolisado hemicelulosico.

5.5.1. Determinacgdo da Massa Especifica

As resinas foram submetidas a alguns testes de caracterizagdo importantes para obter o
dominio e conhecimento sobre a manipulagdo destes materiais. Na Tabela 23 sdo apresentadas
as quantidades de resinas utilizadas no teste com suas respectivas massas especificas
originais. A partir do resultado obtido foi observado que a Amberlite IRA 96 possui a menor

massa especifica em comparacdo com as demais. Este fato também foi observado quando esta
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resina foi inserida na proveta com agua destilada para a determinacdo de seu volume de
inchamento. Em fun¢do de sua reduzida massa especifica foi preciso um tempo maior de
repouso a fim de garantir a completa deposicdo das particulas de resina junto a seu leito ja que

estas flutuam com facilidade em agua.

Tabela 23 — Massa especifica das resinas de troca ionica avaliadas.

Resinas de Troca Ionica Massa (Kg) Massa Especifica (Kg/L)
Amberlite 252 Na (R1) 0,01828 0,7312
Amberlite FPA 98 (R2) 0,01728 0,6913
Amberlite IRA 96 (R3) 0,01471 0,5884
Amberlyst 15 Wet (R4) 0,01690 0,6760

5.5.2. Determinacio da Massa Especifica Umida

Na Tabela 24 sdo apresentados os resultados obtidos relativos a massa especifica
umida das resinas avaliadas. Esta grandeza possibilita avaliar indiretamente o grau de
reten¢do de dgua na estrutura polimérica da resina. Observa-se que a resina Amberlite IRA 96
apesar de apresentar a menor massa especifica seca foi a que apresentou o maior grau de

absor¢ao de 4gua em sua matriz polimérica.

Tabela 24 — Massa especifica imida das resinas de troca idnica avaliadas.

Resinas de Massa Utilizada  Massa Especifica Aumento em relagio a
Troca Ionica (Kg) Umida (Kg/L) Massa Esp. original
Amberlite 252 Na (R1) 0,02963 1,1852 62,09%
Amberlite FPA 98 (R2) 0,02568 1,0272 48,59%
Amberlite IRA 96 (R3) 0,02612 1,0448 77,57%
Amberlyst 15 Wet (R4) 0,02914 1,1656 72,43%

As quatro resinas de troca iOnica utilizadas neste trabalho apresentam matriz de
estireno-divinilbenzeno (estireno-DVB), e quanto menor for a porcentagem de DVB na resina

mais agua ela ¢ capaz de absorver (HARLAND, 1994). Assim pode-se concluir que a resina
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Amberlite IRA 96 apresenta menor porcentagem de DVB em comparagdo com as outras
resinas testadas. Observa-se também que a resina Amberlite FPA 98 apresentou a menor
massa especifica imida e um aumento de apenas 48,59% em sua massa especifica original,

confirmando a alta porcentagem de DVB em sua estrutura.

5.5.3. Determinacdo do Volume de Inchamento

Através desta caracterizagdo ¢ possivel observar que a Amberlite IRA 96 apresenta
maior capacidade de inchamento em compara¢do com as demais (Tabela 25), como ja era
esperado uma vez que a capacidade de retencdo de agua foi superior. Esta caracteristica
também possibilita concluir que a Amberlite IRA 96 possui um carater hidrofilico mais

acentuado em relagdo s demais.

Tabela 25 — Volume de inchamento das resinas de troca idnica avaliadas.

Resinas de Troca Ionica Volume Inicial (mL) Volume Final (mL) Inchamento (%)

Amberlite 252 Na (R1) 100 102 2,00
Amberlite FPA 98 (R2) 100 100 0,00
Amberlite IRA 96 (R3) 100 103 3,00
Amberlyst 15 Wet (R4) 100 102 2,00

5.5.4. Determinagio da Umidade Original

Este item tem como objetivo a determinacdo do grau de umidade que as resinas saem
de fabrica. Este pardmetro serve como orientacdo em relagdo as condigdes ideais de
armazenagem apOs cada ciclo de utilizagdo. Na Tabela 26 encontram-se os resultados em

rela¢do ao grau de umidade de cada resina estudada.
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Tabela 26 —Umidade original das resinas de troca idnica avaliadas.

Resinas de Troca Ionica Massa Inicial (g) Massa de H,O (g) Umidade(%)

Amberlite 252 Na (R1) 1,033 0,458 44,34
Amberlite FPA 98 (R2) 1,015 0,664 65,42
Amberlite IRA 96 (R3) 1,003 0,592 59,02
Amberlyst 15 Wet (R4) 1,059 0,495 46,74

5.6. Tratamento do Hidrolisado H2 com Resinas de Troca Ionica Individualmente

Primeiramente foi realizada uma avaliagdo das resinas de troca i6nica conforme
descrito no item 4.8, a fim de se nortear as condi¢des operacionais ideais de trabalho para

cada resina, determinando os possiveis volumes de leito de percolacdo a serem utilizados.

Antes de percolar o hidrolisado através das resinas estas devem inicialmente ser
estabilizadas (rinsadas) com uma solucdo de xilose pura e de mesmo Brix do hidrolisado a ser
tratado. Isto tem como objetivo evitar a “diluicdo” de xilose do hidrolisado e de certificar que
as resinas iniciem a troca i0nica somente com as impurezas deste hidrolisado a ser tratado,

aumentando o tempo de trabalho destas.

No entanto, como o custo da xilose pura ¢ elevado, optou-se em utilizar o préoprio
hidrolisado como solugdo de rinsagem. A quantidade de hidrolisado a ser utilizada foi
determinada experimentalmente (Figura 16) com a realizagdo do mapeamento do Brix da
solugdo percolada por volume de leito. Esta etapa se completa quando a solu¢do de saida se
aproxima ao Brix do hidrolisado H2. A partir das indicagdes de Brix, observa-se que no
terceiro BV, esta variavel passa a ter um valor bem proximo ao do hidrolisado inicial (15°)

sendo assim, estipulou-se como rinsagem padrao para todas as resinas a quantia de dois BV.

Além do Brix, também foram quantificados o pH, a condutividade, a concentracao de
compostos fendlicos e o indice de cor, estes valores podem ser observados nas Figuras 17 a

20, respectivamente. Tanto na Figura 17 como na 18 o ponto de origem (0;0) ¢ indicado pelo
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valor do pH (6,83) e da condutividade (3,407 mS/cm) da 4gua deionizada utilizada para

realizar a lavagem preliminar II.
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Figura 16 — Variagdo do Brix durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
analisadas individualmente.

A condutividade, assim como o pH, ¢ um parametro de avaliagdo da atuacdo das
resinas de troca i0nica, logo, as alteragdes observadas sdo indicios que as resinas estdo
realizando troca idnica com a solugcdo percolada. Assim, a medida que estes valores se
aproximam dos valores originais do hidrolisado H2, determina-se a perda de capacidade de

troca idnica da resina, devendo esta entdo, ser regenerada.

Observa-se na Figura 17 que o comportamento das resinas R1 e R3 foram bem
semelhantes. No entanto, a resina R3 deveria trabalhar em um pH mais elevado, ja que além
de ser anidnica, trabalha na forma OH’, realizando a troca deste ion por impurezas anidnicas.
Entdo, como foi observado, esta resina nao foi eficiente na purifica¢do do hidrolisado H2. J4 a
resina R1, por ser catidnica fraca e trabalhar na forma Na', apresentou resultados aceitaveis

na percolag@o do hidrolisado H2, mantendo o pH da solu¢do de saida constante.

Observa-se também, que a resina R2 mantém o pH da solugdo percolada constante,

logo troca impurezas anionica pelo ion CI. J& a resina R4, foi aquela que proporcionou



85
maiores modificacdes no pH do hidrolisado percolado, por ser uma resina que trabalha na
forma H', provoca diminui¢io do pH da solucio de saida. Através da Figura 17, foi
confirmado uma grande diminui¢do no pH de saida até aproximadamente o sétimo BV,

instante em que este parametro se eleva mais rapidamente, passando de 4,9 para 6,4.
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Figura 17 — Variac¢do do pH durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas analisadas
individualmente.

Com relagdo a condutividade observa-se na Figura 18, que as resinas Rl e R2
proporcionam um aumento na condutividade do hidrolisado percolado ocorrendo,
gradualmente, uma leve diminuigdo até o décimo BV, instante em que esta variavel aproxima-
se da condutividade do hidrolisado H2. Observa-se também que a resina R3 apds a rinsagem,
mantém esta varidvel constante durante a percolagdo, fato que sugere a pouca troca idnica
desta resina com o hidrolisado H2. Com relag¢do ao comportamento da resina R4 observa-se a
ocorréncia de uma troca idnica efetiva no inicio da percolacdo mas, diferentemente de R1 e
R2, apresenta uma reducdo rapida e acentuada da condutividade, a qual se iguala ao

hidrolisado H2 ja no terceiro volume de leito.
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Figura 18 — Varia¢do da condutividade durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
analisadas individualmente.

As remogdes dos compostos fendlicos ao longo das percolagdes também foram
determinadas e sdo apresentadas na Figura 19. Em relagdo a estes contaminantes, a resina que
apresentou ou resultados mais satisfatorios foi a R2 (anidnica forte) a qual proporcionou uma
reducdo de 54,21% destes contaminantes até o quinto BV de trabalho. Resultados também
interessantes foram apresentados pela resina R3 que conseguiu remover 62,88% de compostos
fenolicos, contudo no quinto BV ja havia perdido sua capacidade de remocgdo. Ja a resina R4
promoveu a remoc¢ao de 46,69% no terceiro BV, mas esta forca de remocao foi reduzida ja a
partir do quarto BV. Finalmente, a resina R1, foi a inica que praticamente ndo alterou o teor
de compostos fenolicos presentes no hidrolisado H2, provavelmente devido ao carater

catidnico desta resina, sendo capaz de remover outras impurezas como ions metalicos.

Para concluir, a avaliacdo desta primeira etapa de trabalho com as resinas de troca
i0nica, analisou-se a variacdo do indice de cor do hidrolisado percolado por volume de leito
tratado (Tabela 20). As quatro resinas utilizadas a partir do sétimo BV apresentaram uma
reducdo bem satisfatoria no indice de cor, proporcionando diminui¢des de 92,18%, 94,04%,

88,62% e 93,94%, respectivamente.
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Figura 19 — Variagao do teor de compostos fenolicos durante o tratamento do hidrolisado H2
com as resinas individualmente.
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Figura 20 — Variagdo de cor durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
individualmente.

Ap0s a realizacdo dos testes com a resinas de forma individual e com base nos
comportamentos observados, foi iniciada a avaliagdo do uso seriado das resinas. Cabe
ressaltar que a finalidade de investigar o uso das resinas em série ¢ obter um hidrolisado

hemiceluldsico o mais puro possivel e, aproveitar ao maximo a capacidade de trabalho de

cada resina de troca i0nica.
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5.7. Tratamento do Hidrolisado H2 com Resinas de Troca Ionica em Série

Para realizar este item, trés combinagdes distintas das quatro resinas em série foram
avaliadas, sendo elas:
Série I — Amberlyst 15 Wet (R4), Amberlite FPA 98 (R2), Amberlite 252 Na (R1) e

Amberlite IRA 96 (R3);

Série II — Amberlyst 15 Wet (R4), Amberlite 252 Na (R1), Amberlite IRA 96 (R3) e

Amberlite FPA 98 (R2);

Série III — Amberlyst 15 Wet (R4), Amberlite IRA 96 (R3), Amberlite 252 Na (R1) e

Amberlite FPA 98 (R2).

A opc¢do em utilizar primeiro a resina R4 (cationica forte), foi baseada na alta
capacidade de troca idnica entre esta resina e o hidrolisado H2, comprovado através da analise
das variagdes de pH por volume de leito (Figura 17). E possivel considerar que a capacidade
de troca i0nica de uma resina finaliza quando o pH da solugdo percolada se aproxima, ou até
se iguala, ao pH da solucdo de alimentagdo. Desta forma, a resina R4 apresentou-se mais
efetiva na troca i0nica, pois foi capaz de atuar significativamente por mais de oito BV. Neste
BV o pH aproximou-se a 7,0 valor bastante proximo ao encontrado em H2. Logo, acredita-se
que esta resina promoveu uma boa remocdo de contaminantes catidnicos presentes em um
hidrolisado bastante impuro, o que certamente preservard as demais resinas, aumentando o
volume de percolacdo em geral. Uma vez definido que em todas as séries testadas a primeira
resina seria a catidnica forte, e que seu uso reduz o valor do pH do hidrolisado, foi
estabelecido que sempre a ultima resina das séries testadas seria do tipo anionica. Baseado
nestas diretrizes foram definidas as trés séries. Na Tabela 27 pode ser observado os volumes

de leito que foram utilizados nos tratamentos em série.
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Tabela 27 — Volumes de leitos utilizados durante os tratamentos em séries.

Resinas de Troca Ionica Rinsagem Tratamento
Amberlite 252 Na (R1) 2BV 5BV
Amberlite FPA 98 (R2) 2BV 5BV
Amberlite IRA 96 (R3) 2BV 5BV
Amberlyst 15 Wet (R4) 2 BV 5 BV

Iniciando os testes em série com a resina R4 foram percolados cinco volumes de leito
do hidrolisado H2 comum a todas as séries. Ao final da percolacdo por esta resina o

hidrolisado foi homogeneizado e caracterizado (Tabela 28).

Tabela 28 — Caracteristicas quimicas e fisicas dos hidrolisados H2 e percolado pela resina R4.

Pardmetros Hidrolisado H2 Percolado pela R4
pH 8,07 3,71
Condutividade (mS/cm) 9,28 5,91
’Bx 15,00 14,50
Glicose (g/L) 12,55 12,51
Xilose (g/L) 79,45 78,23
Arabinose (g/L) 11,80 7,02
Acido Acético (g/L) 6,88 3,44
Furfural (g/L) 0,027 0,026
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,031 0,030
Compostos Fenolicos (g/L) 10,15 9,57
Cor ICUMSA 2 842 254 1 697 143

Observa-se que, apos o quinto BV de tratamento, o hidrolisado passou a possuir um
carater acido e, tanto o pH quanto a condutividade, demonstraram que esta resina ainda estava
realizando troca idnica com a solugdo de alimentagdo nos limites escolhidos. Nao foram
observadas grandes alteracdes nas concentracdes dos agucares (xilose, glicose e arabinose),
confirmando que a etapa de rinsagem foi realizada com eficiéncia. Contudo,
independentemente do carater acido da solugdo final, foi constatado uma reducdo de 50% do
acido acético do hidrolisado H2 e foi observado também, uma redugdo no teor de compostos

fenolicos e no indice de cor de 5,71% e 40,29%, respectivamente. No entanto, em relacdo as
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concentragoes do furfural e¢ do hidroximetilfurfural ndo foram observadas redugdes
consideraveis. Com o hidrolisado percolado pela resina R4, deu-se seqiliéncia aos tratamentos

com as trés combinacdes das resinas de troca ionica.

5.7.1. Avaliacdo da Primeira Série de Resinas

Prosseguindo a avaliagdo do tratamento seqiiencial foi dado seguimento a série I
percolando o hidrolisado tratado com a resina R4 (catidnica forte) através da resina R2
(anionica forte), seguindo para a resina R1 (catidnica fraca) e finalizando com a resina R3
(anionica fraca). Pode-se observar na Tabela 29, as caracteristicas dos hidrolisado apds a

percolagdo por cada resina da série em estudo.

Tabela 29 — Caracteristicas quimicas e fisicas dos hidrolisados H2 e percolado pelas resina
R4, R2, R1 e R3 (série I).

Pardametros Hidrolisado Percolado  Percolado  Percolado  Percolado
H2 pela R4 pela R2 pela R1 pela R3
pH 8,07 3,61 3,73 3,83 7,27
Condutividade (mS/cm) 9,28 5,99 8,41 11,18 10,44
°Bx 15,00 14,50 14,00 13,00 12,00
Glicose (g/L) 12,55 12,51 9,21 10,11 10,08
Xilose (g/L) 79,45 78,23 79,35 76,08 78,25
Arabinose (g/L) 11,80 7,02 7,67 6,71 7,31
Acido Acético (g/L) 6,88 3,44 3,56 3,27 3,35
Furfural (g/L) 0,027 0,026 0,025 0,019 0,012
HMF (g/L) 0,031 0,030 0,020 0,017 0,008
C. Fendlicos (g/L) 10,15 9,57 7,26 3,64 0,13
Cor ICUMSA 2 842 254 1697 143 986 595 630 309 105 338

Observa-se na Tabela 29, que novamente as resinas pouco interagiram com oS
acucares presentes no hidrolisado de bagago de cana, logo ndo ocorreram alteragdes
significativas nos teores destas substancias. Pode-se constatar que as resinas R2 e R1 ndo
provocaram alteragdes bruscas no pH, pois sio resinas que trabalham na forma CI" e Na’,
respectivamente, ndo provocando grandes modificacdes na energia i0nica das solugdes. Por

outro lado, mudangas importantes foram observadas nos valores das condutividade das
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solugdes de saida comprovando, assim, a continua troca idnica destas resinas com as solugdes
de alimentacdo. J4 a resina R3 promoveu a elevagdo do pH da solugdo de alimentagdo, ja que
esta resina trabalha na forma OH". Nas Figuras 21 a 23 pode ser observadas as variagdes do
pH, condutividade e Brix durante a percolacdo do hidrolisado em cada resina por volume de

leito.
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Figura 21 — Variacdo do pH durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série .
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Figura 22 — Variacdo da condutividade durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série I.
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Figura 23 — Variacdo do Brix durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série I.

Ainda analisando os resultados apresentados na Tabela 29 ¢ possivel observar que esta
série de tratamento por resinas foi responsavel por uma reducdo significativa nas
concentracoes de furfural e hidroximetilfurfural, finalizando o tratamento do hidrolisado com
0,012 g/L e 0,008 g/L, respectivamente, representando remocao de 55,56% em furfural e
74,19% em hidroximetilfurfural. Foram também observadas diminui¢des significativas nos
teores de compostos fendlicos (98,72%) e no indice de cor (96,29%). Os valores de

compostos fenolicos por volume de leito para cada resina sdo apresentados na Figura 24.

Observa-se que as concentragdes de compostos fenolicos ao longo dos tratamentos por
cada resina mantiveram-se numa faixa estreita de variacdo, exceto durante a percolagdo pela
resina R4. De todas as resinas estudadas, tanto a R1 quanto a R3, mostraram-se as mais
eficientes na reducdo destes contaminantes, sendo capazes de remover 35,67% e 34,58%
destes compostos oriundo da resina anterior, respectivamente, fornecendo ao final um

hidrolisado com 0,13 g/L. em compostos fendlicos.
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Figura 24 — Variacdes de compostos fenolicos por BV durante o tratamento do hidrolisado H2
na série I.

Na Figura 25 ¢ possivel observar as redugdes promovidas nos teores de compostos
fenolicos ao final das percolagdes do hidrolisado pelas resinas em estudo, comparados com o

valor inicial do hidrolisado H2 cuja concentragdo de compostos fendlicos ¢ igual a 10,15 g/L.
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Figura 25 — Variag¢ao de compostos fendlicos por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série 1.

Na Figura 26, ¢ possivel observar as reducgdes relativas de compostos fenodlicos em
cada etapa de tratamento pela série I. Comparou-se também neste caso o hidrolisado obtido ao

final de cada etapa como o hidrolisado concentrado (hidrolisado H1). Com a etapa de
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coagulagdo e precipitacdo estes contaminantes foram reduzidos modestamente, resultando ao
final em um hidrolisado com 92,33% destes compostos. A seguir estes contaminantes foram
reduzidos para 84,39% ao se utilizar a resina R4, 64,02% ao percolar pela R2, 32,10% apos a
resina R1 e, finalmente com a percolagdo pela resina R3, estes contaminantes diminuiram a

1,15% do valor original.
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Figura 26 — Redugao relativa de compostos fenolicos ao longo do tratamento da série 1.

Com relagdo ao indice de cor, foi possivel observar uma grande diminuic¢ao ao final da

série em analise (Figura 27).
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Figura 27 — Variacdo do indice de cor por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série 1.
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Inicialmente, apenas com a percolacdo do hidrolisado H2 pela primeira resina (R4),
observou-se uma diminui¢do significativa de 40,29% na cor, sendo esta resina responsavel
pela maior remogdo relativa deste indice. Todas as demais resinas que foram utilizadas
também promoveram reducdes na cor de maneira bem acentuada, e a percolacdo do
hidrolisado pelas resinas R2, R1 e R3 promoveram redugdes de 25,00%, 12,54% e 18,47%

respectivamente.

5.7.2. Avaliacio da Segunda Série de Resinas

De maneira semelhante ao desenvolvido na série I, para a série Il a seqiiéncia de
tratamento foi iniciada por percolagdo do hidrolisado através da resina R4 (catidnica forte). A
seguir o hidrolisado foi tratado por uma resina catidnica fraca (R1), seguindo para resina R3
(anionica fraca) e finalizando com a resina R2 (anidnica forte). Os resultados obtidos com o

uso da série II sdo mostrados na Tabela 30.

Tabela 30 — Caracteristicas quimicas e fisicas dos hidrolisados H2 e percolado pelas resina
R4, R1, R3 e R2 (série II).

Pardametros Hidrolisado  Percolado  Percolado  Percolado Percolado
H2 pela R4 pela R1 pela R3 pela R2
pH 8,07 3,61 4,02 7,28 6,76
Condutividade (mS/cm) 9,28 5,99 9,70 9,43 10,70
°Bx 15,00 14,50 13,50 13,00 12,00
Glicose (g/L) 12,55 12,51 12,06 11,34 11,04
Xilose (g/L) 79,45 78,23 79,43 75,75 73,1
Arabinose (g/L) 11,80 7,02 6,98 6,77 6,56
Acido Acético (g/L) 6,88 3,44 3,64 3,32 3,52
Furfural (g/L) 0,027 0,026 0,030 0,020 0,019
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,031 0,030 0,012 0,010 0,005
C. Fendlicos (g/L) 10,15 9,57 6,55 1,30 0,88

Cor ICUMSA 2 842 254 1697 143 1142 422 215436 112 530
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As alteragdes tanto no pH, na condutividade, quanto no Brix por resina e por BV

podem ser observadas nas Figuras 28 a 30.
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Figura 28 — Variacdo do pH durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série II.
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Figura 29 — Variacdo da condutividade durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série II.

Como ocorrido na série I, ndo foram observadas interagdes entre as resinas € o0S
acicares presentes no hidrolisado, pois ndo ocorreram alteragcdes significativas nas
concentragdes destas substancias. Pequenas variagdes do Brix sdo explicadas devido a
remocdo de parte das impurezas soliveis. Observa-se também que as resinas R1 e R2 nado

provocaram alteracdes bruscas no pH, no entanto, assim como foi observado na série I,
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promoveram variagdes nas condutividades das solucdes de saida, certamente devido a
ocorréncia de trocas ionicas destas resinas com as solucoes de alimentacdo. Novamente, o uso
de uma resina anidnica ao final da série mostrou-se interessante, pois esta promoveu a

elevagdo do pH final da solucdo de alimentacdo aproximando da idealidade.
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Figura 30 — Variagdo do Brix durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série II.

Assim como na série I, foram constatadas redugdes nos teores de furfural e
hidroximetilfurfural apresentando teores finais de 0,019 g/L e 0,005 g/L, respectivamente.
Tais redugdes obedeceram as mesmas variagdes observadas na série anterior. Constatou-se
também redugdes importantes nas concentragdes de compostos fenolicos e do indice de cor
de 91,33% e 96,04%, respectivamente, e as variacdes destas grandezas podem ser observadas
nas Figuras 31 a 34.

Comportamentos similares foram observadas com relagdo as variagdes na
concentragdes de compostos fenolicos entre as séries I e II, durante a percolagdo do
hidrolisado por BV em cada resina (Figura 31). Através deste grafico € possivel observar que
as trés resinas utilizadas reduziram os teores destes compostos apds a percolacdo, e
mantiveram estas concentragdes numa faixa estreita de variacdo durante a corrida por cada
resina, com excecao da resina R4, como foi verificado anteriormente. Fica evidente também a

eficiéncia da resina R3 em remover compostos fendlicos, no entanto, como esta resina foi a
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terceira a ser utilizada (e ndo a ultima, como na série I), esta forneceu um hidrolisado com um
teor de 1,30 g/L partindo de um hidrolisado menos purificado com 6,55 g/L. de compostos

fendlicos.
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Figura 31 — Variacdes de compostos fenolicos por BV durante o tratamento do hidrolisado H2
na série IL.

Através da Figura 32, pode-se observar os efetivos percentuais de reducdo dos
compostos fenolicos em cada etapa de tratamento da série II, tendo como ponto de partida o
hidrolisado H2 com uma concentracdao de 10,15 g/L deste contaminante. Neste caso, observa-
se que a resina R3 ¢ a maior responsavel pela redugdo destes contaminantes, removendo
51,72% dos compostos fendlicos, no entanto, foi constatado um menor nivel de remogdo
destas substancias ao final do tratamento, em comparacdo com a série I. Foi possivel observar
também, que nesta série de tratamento a resina R2 apresentou reduzida eficiéncia na remogao
de compostos fenodlicos, sendo capaz de remover apenas 4,14% destes contaminantes na
ultima etapa.

Assim ao comparar a redugdo relativa dos compostos fendlicos entre as séries I e 11
(Figuras 26 e 33, respectivamente) fica claro que, apesar da R3 na série II ter sido responsavel

pela remogdo de 51,72% dos compostos fendlicos, enquanto que na série I removeu 34,58%
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50% mais eficiente), no resultado global a série I foi mais efetiva, fornecendo um hidrolisado
g

com apenas 0,13 g/L em compostos fenolicos.
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Figura 32 — Variag¢do de compostos fendlicos por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série I1.
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Figura 33 — Redugao relativa de compostos fenolicos ao longo do tratamento da série I1.

Comparando os resultados da varia¢do do indice de cor entre as séries I (Figura 27) e
IT (Figura 34), verificou-se que a resina R4 em ambos os casos foi mais efetiva quanto a
reducdo deste indice. A seguir, na série II a resina R3 a mais atuante na remocdo de
compostos fenolicos, também foi muito significativa na diminui¢do do indice de cor, sendo

responsavel em reduzir 32,61% desta grandeza, valor bem superior ao alcancado por esta
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mesma resina na série I (18,47%). Contudo, em uma andlise global em relagdo ao indice de
cor ambas as séries foram muito efetivas na reducdo deste indice, conseguindo reduzir em

96,04% e 96,20%, respectivamente.
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Figura 34 — Variacdo do indice de cor por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série I1.

5.7.3. Avaliacdo da Terceira Série de Resinas

Como nas demais séries avaliadas, a continuidade do tratamento com a série III
ocorreu a partir do hidrolisado concentrado, que foi percolado pela resina R4 (catidnica forte),
seguindo para a resina R3 (anionica fraca), desta para R1 (catidnica fraca) e finalizando com a
resina R2 (anidnica forte). As caracteristicas destes hidrolisados ap6s o término de cada
percolacdo podem ser observados na Tabela 31.

Semelhante as séries anteriormente avaliadas, ndo foram observadas grandes variacdes
nas concentragdes dos agucares presentes no hidrolisado hemiceluldsico. Observa-se também
na Tabela 31 que as resinas R1 e R2 ndo provocaram variagdes bruscas no pH como nas séries
anteriores, fornecendo ao final da série um hidrolisado com pH levemente 4cido. No entanto,
estas resinas promoveram modificagdes nas condutividades das solugdes de saida. As
alteragdes tanto no pH, na condutividade, quanto no Brix em cada resina por volume de leito

podem ser observadas nas Figuras 35 a 37.
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Tabela 31 — Caracteristicas quimicas e fisicas dos hidrolisados H2 e percolado pelas resina

R4, R3, R1 e R2 (série III).

Pardametros Hidrolisado  Percolado  Percolado  Percolado Percolado
H2 pela R4 pela R3 pela R1 pela R2
pH 8,07 3,61 6,37 6,82 6,39
Condutividade (mS/cm) 9,28 5,99 5,05 7,73 8,97
°Bx 15,00 14,50 13,50 13,00 11,50
Glicose (g/L) 12,55 12,51 12,74 11,86 11,18
Xilose (g/L) 79,45 78,23 77,20 76,83 72,30
Arabinose (g/L) 11,80 7,02 7,07 7,23 7,41
Acido Acético (g/L) 6,88 3,44 3,56 3,32 3,07
Furfural (g/L) 0,027 0,026 0,026 0,022 0,016
Hidroximetilfurfural (g/L) 0,031 0,030 0,013 0,011 0,008
C. Fendlicos (g/L) 10,15 9,57 4,04 2,40 1,21
Cor ICUMSA 2 842 254 1697 143 948 786 632211 175101
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Figura 35 — Variacdo do pH durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas

combinadas na série I11.

14 . R4
- : R3
g 12 ; —o—R1
%10 i R2
g a
g ° : ol ’ x |
S 6 !

S .
S
& 5 I a
o " :
0 I :\ T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Volumes de Leito (BV)

Figura 36 — Variacdo da condutividade durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série IIL
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Figura 37 — Variacdo do Brix durante o tratamento do hidrolisado H2 com as resinas
combinadas na série II1.

De maneira semelhante as séries I e II, a série III também apresentou diminui¢des nos
teores de furfural (0,016 g/L) e hidroximetilfurfural (0,008 g/L). Tais redugdes seguiram o
mesmo comportamento observados nas séries anteriores. Para a série III foram constatadas
diminui¢des totais nas concentragdes de compostos fendlicos e no indice de cor de 88,08% e
93,84%, respectivamente, valores inferiores aos apresentados pelas séries I e II.

Através da analise da percolagdo por cada resina e por cada volume de leito (Figura
38) pode-se observar que, como nas séries anteriores, as concentracdes dos compostos
fenolicos mantiveram-se numa faixa estreita de variagao.

Verifica-se também nesta série a reducdo mais significativa dos compostos fenolicos
promovida pela percolagdo do hidrolisado através da resina R3, que sozinha foi responsavel
em reduzir 54,48% dos compostos fenolicos presentes, como pode ser observado nas Figuras
39 e 40, que apresenta os percentuais de remocao destes compostos, tendo como ponto de
partida o hidrolisado concentrado H2. Contudo, a resina R1 mesmo iniciando com hidrolisado
menos contaminado, ndo foi efetiva para superar sua atuagdo nas séries I e II. Ja a resina R2
como ultima da série atuou melhor que na série II, mas ndo o suficiente para fornecer um
hidrolisado final mais purificado. Nas Figuras 39 e 40 sdo apresentadas os percentuais de

reducdes dos teores de compostos fendlicos ao final de cada tratamento durante a série I1I.



103

16
14
R4
312 _
S R3
q 10 ——Ri1
S 8 —=—R2
2
5 6
G 4
)b . . .
. o —u
o | | | 1
3 4 5 6 7

Voume de Leito (BV)

Figura 38 — Variacdes de compostos fenolicos por BV durante o tratamento do hidrolisado H2
na série I1II.

Em resumo, considerando a remoc¢ao de compostos fendlicos, a série mais eficiente foi
a I, o que permite afirmar que as resinas cationicas em seqiiéncia foram menos eficientes
(série II) do que quando usadas apos as remogdes maiores de anions promovida pelas resinas
anionicas, e que o uso da resina R3 (anidnica na forma OH") ao final da purifica¢do possibilita

uma reducdo maior destes contaminantes, como pdde ser observado na série I (98,72%).
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Figura 39 — Variag¢ao de compostos fendlicos por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série III.
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Figura 40 — Redugao relativa de compostos fenolicos ao longo do tratamento da série I11.

As variagdes no indice de cor em cada etapa de tratamento da série III podem ser
observadas na Figura 41. A resina R3 (anidnica fraca) foi aquela que obteve os maiores
indices de redugdo de cor (26,32% nesta série). No entanto, estes niveis ainda sao inferiores
aos obtidos por esta mesma resina na série Il (32,61%). Com estes resultados apresentados
pela série I e III, pode-se concluir que os compostos cromodforos responsaveis pela elevagao
do indice de cor sdo em sua maioria anidnicos, ja que as duas resinas anidnicas apresentaram
elevados indices de redugdo de cor. Conclui-se também que a série I, em relagdo a redugdo do
indice de cor, apresentou-se mais eficiente em comparagdo as séries II e III atingindo uma
reducao de 96,28%.
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Figura 41 — Variacdo do indice de cor por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H2 na série III.
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Apo6s o término das trés avaliacdes, € possivel afirmar que a série I forneceu os
resultados mais satisfatorios na remog¢ao de impurezas do hidrolisado H2, definindo a melhor

seqiiéncia em relagdo a eficiéncia de trabalho de cada resina.

5.8. Tratamento do Hidrolisado H2 por Membranas

Dentro do contexto inicialmente previsto, o hidrolisado tratado pelo processo de
coagulagdo e precipitacdo foi submetido ao processo de separacdo por membranas. Foram
avaliadas dois tipos de membranas, uma de microfiltracdo e outra de ultrafiltracdo, de trés
maneiras distintas, como descrito no item 4.6 (Figura 8). Ambas as membranas sdo do tipo
fibra oca, sendo a microfiltragao de 0,45 um em polieteremida (PEI) e a de ultrafiltragdao de
100 kDaltons em polietersulfona (PES).

Como parte importante da caracterizagdo de membranas a permeabilidades hidraulica
destas foram determinadas antes da realizacdo dos experimentos de permeag¢do do hidrolisado.
Neste procedimento foi utilizado 4dgua destilada e microfiltrada, a diferentes pressdes de
trabalho, sendo que, primeiramente as membranas foram compactadas por 15 minutos a
pressdo de 1 bar. Em seguida, a permeabilidade do hidrolisado H2 foi determinada segundo a
mesma metodologia anterior, exceto a compactacdo, a fim de se identificar o valor do fluxo
limite. Este fluxo ¢ caracterizado pelo valor de pressio ideal (AP) para conducdo das
filtracdes. Este valor indica o limite a partir do qual o aumento da pressdo tende a promover a
perda de proporcionalidade entre AP e o fluxo permeado. Os resultados de tais ensaios podem

ser observados nas Figuras 42 e 43.
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Figura 42 — Permeabilidade hidraulica e do hidrolisado H2 na membrana de microfiltracdo.

Através da analise da Figura 42 observa-se que a permeabilidade do hidrolisado em
comparagao com a permeabilidade hidraulica para a membrana de microfiltracdo, apresentou
uma reduc¢do de 32,52% . Observa-se nos resultados de permeacao do hidrolisado que o valor
do fluxo limite esta proximo a 60 L/h.m® pois, a partir deste, observa-se mais claramente a
perda de proporcionalidade entre pressdo e fluxo permeado. Com isso estabeleceu-se como
pressdo de trabalho ideal o valor de 0,5 bar que foi utilizada nos experimentos subseqlientes.

Para a membrana de ultrafiltragdo as permeabilidades podem ser observadas na Figura
43. E possivel notar que nesta membrana a diferenga entre a permeabilidade hidraulica e a
permeabilidade do hidrolisado foi muito mais acentuada apresentando uma reducdo de
67,77%. Isto ocorre provavelmente devido a caracteristica da membrana de ultrafiltragdo em
reter impurezas contidas no hidrolisado H2 em maior quantidade e de tamanho proximo as
dimensdes de seus poros, caracterizando uma incrustagao (fouling) bastante acentuada. Além
disso, visando padronizar uma condi¢ao operacional para este processo, adotou-se como fluxo

limite o valor de 14,70 L/h.m” estabelecendo uma pressdo de trabalho de 1,5 bar.
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Figura 43 — Permeabilidade hidraulica e do hidrolisado H2 na membrana de ultrafiltragao.

Ap0s a realizacdo dos experimentos acima, e definidas as condi¢des operacionais,
iniciaram-se os testes de permeacdo do hidrolisado visando determinar as caracteristicas das
fracdes envolvidas. Conforme programado permeou-se pela membrana de microfiltragao
aproximadamente dois litros de hidrolisado H2 acompanhando as eventuais perdas de fluxos
(Figura 44). Esta quantidade foi estabelecida afim de obter um volume satisfatorio de
hidrolisado permeado possibilitando a realizagcdo das andlises e, também, a permeagdo deste
hidrolisado pela membrana de ultrafiltragdo, viabilizando o segundo teste com membranas
(MF + UF).

Como pode ser observado na Figura 44, o fluxo de permeacdo do hidrolisado H2 pela
membrana de microfiltragdo foi muito rapido, apresentando um fluxo médio de permeado de
125,41 L/h.ny’.

As caracteristicas do permeado e do concentrado apds a microfiltracio podem ser
observadas na Tabela 32. Pode-se constatar também que o processo de microfiltragcdo ndo foi
capaz de promover alteragdes significativas nas caracteristicas do hidrolisado H2. Como
destaque, observa-se que a microfiltragdo removeu apenas 13,69% dos compostos fenolicos e

20,19% de compostos cromoéforos.
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Figura 44 — Permeagao do hidrolisado H2 pela membrana de microfiltracdo.

Tabela 32 — Caracterizagdo dos hidrolisados permeado e concentrado apds o processo de
microfiltragao.

Pardametros Hidr. H2 Permeado 1 Concentrado 1
Glicose (g/L) 12,55 12,48 13,78
Xilose (g/L) 79,45 77,20 82,91
Arab. (g/L) 11,80 9,28 9,85
Ac. Acético (g/L) 6,88 5,98 6,28
Furfural (g/L) 0,027 0,031 0,048
HMF (g/L) 0,031 0,032 0,098
C.Fendlicos (g/L) 10,15 8,76 8,86

Cor ICUMSA 2842254 2268507 2559793

O balango de massa desta etapa do tratamento com membranas indicou a recuperagao

de 98,82% da alimentagdo no permeado (Figura 45).

2,200 Kg 0,026 Kg
. . Membrana de
Hidrolisado H2

P = Hidrolisado
(alimentagao) AIGONGEE Concentrado 1

Hidrolisado
2,174 K9 | permeado 1

Figura 45 — Representagdo do processo de separagdo por membranas e balango de massa da
membrana de microfiltragao.
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Dando continuidade aos testes com membranas utilizou-se o hidrolisado permeado 1
como alimentacdo do médulo de ultrafiltracdo e o perfil temporal desta permeacdo ¢ mostrado

na Figura 46. Neste caso, ap0s 2 horas de permeacao a perda de fluxo foi de 53,75%.
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Figura 46 — Comparagao entre as permeagdes dos hidrolisados H2 e permeado 1 pelo modulo
de membrana de ultrafiltracao.

O balango de massa do uso combinado de microfiltragao e ultrafiltragdo indicou uma

recuperac¢ao final de 89,01% (Figura 47).

2,174 Kg 0,239 Kg
— Membrana de
Hidrolisado

. = Hidrolisado
[trafilt
Permeado 1 SIS Concentrado 2
(alimentagao)

Hidrolisado
1,935 K9 | permeado 2

Figura 47 — Representagdo do processo de separagdo por membranas e balango de massa da
membrana de ultrafiltracdo.

Com relacdo a composi¢do do permeado 2, merece destaque os valores de compostos
fenolicos e cromoforos (Tabela 33) os demais constituintes analisado ndo apresentaram
mudancas significantes, como era de se esperar pois, por definicdo, ultrafiltracdo remove

particulas de diferentes tamanhos e ndo soliveis. Comparando ao permeado 1 esta etapa de
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ultrafiltra¢do reduziu em 22,60% os compostos fenolicos e a combinacao total (MF + UF) foi
responsavel pela redugdo de 33,20% destes contaminantes. A reducdo da cor, considerando
apenas a ultrafiltragdo, foi de 43,19% aumentando para 54,66% pelo uso combinado da

microfiltracao e a ultrafiltracao.

Tabela 33 — Caracterizagdo dos hidrolisados permeado e concentrado apds o uso combinado
da microfiltragdo e da ultrafiltracao.

Pardametros Hidr. H2 Permeado 2 Concentrado 2
Glicose (g/L) 12,55 11,62 13,56
Xilose (g/L) 79,45 78,23 83,38
Arab. (g/L) 11,80 8,71 9,94
Ac. Acético (g/L) 6,88 5,87 6,27
Furfural (g/L) 0,027 0,032 0,044
HMF (g/L) 0,031 0,029 0,087
C.Fendlicos (g/L) 10,15 6,78 2431

Cor ICUMSA 2842254 1288724 5 808 084

Os testes com os modulos de membrana deram seqiiéncia com a permeacdo do
hidrolisado H2 somente pela membrana de ultrafiltracdo, sem o uso da microfiltragdo. Como
pode ser observado na Figura 46, para esta configuragcdo o fluxo do permeado em fun¢do do
tempo indicou um valor inicial 19,45% inferior em comparagdo ao uso da ultrafiltracdo logo
apos a microfiltracdo. Isto ocorreu provavelmente devido a dois fatores. Um desses fatores
estd relacionado com a formagdo de incrustracdes (“fouling”) de maior extensdo, ja que
permeou-se por esta membrana de ultrafiltracdio um hidrolisado com maior carga de
impurezas particuladas. O segundo fator pode estar condicionado a existéncia de um “fouling”
residual oriundo de testes anteriores, uma vez que o mddulo de ultrafiltragdo ¢ o mesmo, e
que apenas foi submetido a um processo de limpeza com agua microfiltrada. No entanto,
observa-se que ao longo do tempo os fluxos de permeado concorrem a um mesmo valor, o
que ocorreu apos 120 minutos de operacao.

Com relagdo a qualidade do permeado 3, o uso da ultrafiltracdo direta foi tdo

significativa quanto ao método anterior. Apenas com o uso direto de um sistema com estas
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membranas foi possivel obter uma reducdo de 33,00% de compostos fenolicos e 54,29% no

indice de cor (Tabela 34).

Tabela 34 — Caracterizagdo dos hidrolisados permeado e concentrado apds o processo de
ultrafiltragdo.

Pardametros Hidr. H2 Permeado 3 Concentrado 3
Glicose (g/L) 12,55 12,21 13,98
Xilose (g/L) 79,45 78,89 83,43
Arab. (g/L) 11,80 9,37 10,06
Ac. Acético (g/L) 6,88 6,02 6,21
Furfural (g/L) 0,027 0,029 0,042
HMF (g/L) 0,031 0,027 0,084
C.Fendlicos (g/L) 10,15 6,80 24,38

Cor ICUMSA 2842254 1299059 5797 748

Desta forma, como o processo de microfiltragdo ndo forneceu resultados satisfatorios,
e o processo de micro e ultrafiltracdo consecutivos ndo apresentou diferengas significativas
em relacdo ao uso isolado da ultrafiltracdo, definiu-se como condi¢do 6tima dos processos
com membranas o uso individualizado da ultrafiltracdo. Com esta escolha ¢ possivel explorar
os beneficios de purificagdo por esta membrana em uma unica etapa com um fluxo permeado
minimo de 317 L/h.m* mesmo ap6s 120 minutos de operagio.

Contudo, visando ainda avaliar a capacidade operacional da membrana de
ultrafiltragdo em uso, testes de recuperagdo de fluxo apos repetidas lavagens foram realizados
em 17 horas de operagao (Figura 48). As linhas vermelhas representam as lavagens realizadas
com agua microfiltrada no mesmo sentido da alimentagao.

Ao todo foram realizadas 10 ciclos de lavagens durante toda a permeacdo do
hidrolisado H2 pela membrana de ultrafiltragdo, com a finalidade de avaliar melhor a
performance deste modulo de membranas. O final de cada ciclo era definido a partir do
momento em que o fluxo permeado atingia um valor inferior a 300 L/h.m’. A partir da 7°
lavagem a recuperacdo do fluxo foi bastante reduzida, o que levou a alteracdo do ponto final

para valores proximos a 150 L/h.m’. No décimo ciclo de lavagem a recuperagio de fluxo foi



112
significativamente reduzida mesmo com o aumento da pressao de permeacdo. A partir deste
momento, optou-se em continuar a permeacdo numa pressdo de 1,70 bar para completar o
volume de hidrolisado necessario para o tratamento com as resinas de troca idnica em escala

ampliada.
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Figura 48 — Variagdo do fluxo do permeado no processo de ultrafiltracdo do hidrolisado H2
apos diversas etapas de lavagens.

Como pode ser constatado na Tabela 35, com a 1° lavagem a recuperagdo do fluxo foi
bastante significativa alcangando um valor de 80,55%. Nas lavagens subseqiientes tal
fendmeno também foi observado até o 7° ciclo. A partir da 8" lavagem esta recuperagdo foi
reduzida a 47,14%, diminuindo ainda mais nas lavagens subseqiientes, sendo que a ultima
recuperou apenas 33,63% do fluxo original. Esta reducdo na recuperagao do fluxo ao longo do
tempo estd diretamente relacionada ao aumento da concentragdo de contaminantes
macromoleculares e particulados na alimentagcdo, o que afeta diretamente a formacdo de
depositos superficiais na membrana e em seus poros, bem como intensificando o fendmeno da
polarizagdo de concentragdo.

O balanco de massa do processo de ultrafiltracdo com todas as etapas de lavagem pode
ser observado na Figura 49, onde partindo de 10,550 Kg de hidrolisado H2 na alimentagdo

foram obtidas 9,330 Kg de hidrolisado permeado e 1,220 Kg de hidrolisado concentrado. A
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partir desta quantidade de hidrolisado permeado (hidrolisado H3), pode-se dar continuidade
aos experimentos subseqiientes, que consistiram no tratamento com resinas de troca iOnica

segundo a série I (melhor série), desta vez com um volume de leito de resinas elevado para

500 mL .

Tabela 35 — Caracteristicas de cada etapa da permeacdo do hidrolisado H2 pela membrana de
ultrafiltragdo.

Etapas de Tempo de Fluxo Inicial Fluxo Final  Perdade Recuperacio do
Lavagem Permeacdo (min) (L/h.m’) (L/h.m’) Fluxo (%) Fluxo (%) *
1 120 569,38 317,04 44,32 80,55
2 105 558,23 285,46 48,86 78,97
3 75 497,67 267,22 46,31 70,40
4 90 594,90 297,84 49,93 84,16
5 120 538,44 272,60 49,37 76,17
6 60 587,24 296,97 49,43 83,08
7 150 463,11 178,10 61,54 65,52
8 120 333,19 169,87 49,02 47,14
9 90 359,19 186,89 47,97 50,81
10 -- 211,75 -- 100,00 29,96
11 90 237,71 185,67 21,89 33,63

* Recuperagéo em relagdo ao 1° fluxo medido nesta membrana (706,87 L/h.mz).

10,550 Kg

Hidrolisado H2
(alimentagéao)

1,220 Kg >

Hidrolisado
Concentrado 3

Membrana de
Ultrafiltragao

Hidrolisado
9,330 K9 | permeado 3

Figura 49 — Representagdo do processo de separagdo por membranas e balango de massa da
membrana de ultrafiltracdo.
5.9. Avaliagdo da Percolagdo do Hidrolisado H3 pela Série I Ampliada

Como visto anteriormente a série I de resinas de troca idnica foi a seqiiéncia que
forneceu os resultados mais satisfatérios de reducdo de contaminantes e preservacdo dos

teores originais de acucares do hidrolisado hemiceluldsico. Assim sendo, apds a permeagao
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do hidrolisado H2 pelo mddulo de membranas de ultrafiltragdo, percolou-se este hidrolisado
permeado (hidrolisado H3) pelas resinas de troca ionica. As caracteristicas dos hidrolisados

apos cada etapa de purificagdo podem ser observadas a seguir na Tabela 36.

Tabela 36 — Caracteristicas quimicas e fisicas dos hidrolisados ao final de cada etapa de
purificagdo com a ampliacdo de escala.

Pardametros Hidr. Hl Hidr. H2 Hidr. H3 R4 R2 R1 R3
pPH 0,67 8,07 8,32 3,07 3,42 3,53 7,90

Cond. (mS/cm) 1,28 9,28 10,18 5,40 8,48 10,37 8,04
’Bx 19,00 15,00 14,00 13,00 13,00 12,50 12,50
Glicose (g/L) 12,57 12,55 12,21 11,96 12,01 11,78 10,75
Xilose (g/L) 99,57 79,45 78,89 71,60 67,30 67,38 66,18
Arab. (g/L) 12,71 11,80 9,37 6,29 6,87 6,48 6,37
Ac. Acético (g/L) 6,85 6,88 6,02 3,46 3,44 2,65 2,21
Furfural (g/L) 0,10 0,027 0,029 0,026 0,019 0,016 0,007
HMF (g/L) 0,12 0,031 0,027 0,028 0,022 0,016 0,006

C. Fendlicos (g/L) 11,34 10,15 6,80 6,09 4,86 2,52 0,81

Cor ICUMSA 292412 2842254 1299059 605654 484075 335919 118 191

Observa-se na Tabela 36 que os valores de pH dos hidrolisados, ao final de cada
percolacdo, variaram de acordo com cada resina que estava atuando, ou seja, as alteragdes
observadas foram semelhantes aquelas constatadas na série 1. Pode-se afirmar que, tais
variagdes também ocorreram de maneira semelhante em relagdo a condutividade e ao Brix.
Com relacdo aos acUcares observa-se que os mesmos apresentaram pequenas modificagdes
em seus teores, havendo uma redu¢do mais acentuada na concentragdo de xilose. Ao comparar
estes resultados com aqueles obtidos na série I, foi constatado uma reducao de 16,70% deste
acucar, sendo que, somente a resina R2 foi responséavel por uma diminui¢do de 15,29%. Tal
fato pode estar relacionado com a baixa massa especifica imida desta resina, que proporciona
a esta maior leveza em meio aquoso. Assim, ao ser alimentada com hidrolisado esta ¢
facilmente agitada, misturando a agua deionizada com os agucares presentes no hidrolisado.
Logo, observa-se uma diminui¢do da concentragdo dos agucares, em especial a xilose, o qual

apresentou-se em niveis mais elevados. Tal fato também dificulta a etapa de rinsagem, que ¢
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responsavel pela estabilizacdo da concentracdo de xilose no interior da coluna das resinas. As
variagdes tanto no pH, na condutividade, quanto no Brix por resina e por volume de leito sao
mostradas nas Figuras 50 a 52.

Independentemente do carater acido da solucdo de saida da resina R4, foi observado
uma reducdo de 42,53% do acido acético no hidrolisado H3. Esta resina, também na
ampliacdo de escala, foi a maior responsavel pela reducdo desta impureza. Foi observado uma
diminuicao total de 67,88% deste acido ao final de todas as etapas de tratamento aplicado no
hidrolisado H2, e a etapa das resinas de troca i6nica foi sozinha responsavel por 63,29%
desta remocdo (correspondendo 93,24% do total removido). O hidrolisado purificado
apresentou em sua composicdo 2,21 g/L de acido acético sendo esta concentragao, segundo
Felipe et al. (1995), um valor aceitavel para a bioconversao da xilose em xilitol, considerando
as conclusoes destes autores que comprovaram a toxicidade do acido acético apenas em
concentragdes superiores a 3 g/L.

Observou-se também diminui¢des de 77,78% e 75,86% de hidroximetilfurfural e
furfural, respectivamente, com o tratamento do hidrolisado H3 através do uso das resinas na
série ampliada. Verifica-se que a resina R3 foi a maior responsavel pela remog¢do destas

toxinas, reduzindo em 37,04% de hidroximetilfurfural e 31,03% de furfural.
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Figura 50 — Variagdo do pH durante o tratamento do hidrolisado H3 com as resinas
combinadas na série I ampliada.
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Figura 51 — Variacdo da condutividade durante o tratamento do hidrolisado H3 com as resinas
combinadas na série I ampliada.
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Figura 52 — Variacdo do Brix durante o tratamento do hidrolisado H3 com as resinas
combinadas na série I ampliada.

Com relagdo aos compostos fendlicos variagdes importantes também foram
observadas. Com a série de resinas ampliada foi obtida uma redugao significativa de 88,09%
nestes contaminantes. No entanto, esta remocdo foi inferior aquela observada na série I
anteriormente avaliada, que apresentou uma diminui¢do de 98,76%, fornecendo ao final um
hidrolisado com 0,13 g/ de compostos fendlicos. As variagdes dos compostos fenolicos por
resina e por volume de leito sio mostradas na Figura 53. Observa-se que, ao longo dos
tratamentos estes compostos mantiveram-se numa faixa estreita de variagdo, com excecdo da

percolacdo pela resina R4. Esta resina ndo foi capaz de manter os teores destes contaminantes
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num nivel baixo, sendo responsavel apenas por uma diminui¢do de 10,44%. Comprova-se
também que a resina R3 mostrou-se bastante eficiente na redugdo dos compostos fendlicos,
sendo capaz de fornecer concentracdes inferiores a 1,50 g/L.

Finalmente, observou-se também diminui¢des no indice de cor da ordem de 90,90%.
Apesar desta reducdo ser inferior aquelas observadas anteriormente na série I das resinas com
volume de leito de 20 mL (96,26%), os valores absolutos finais do indice de cor sao muito
proximos (118 191 na série de resinas ampliada contra 105 338 na série de resinas reduzida).
Assim sendo, quando observados os valores do indice de cor a partir do hidrolisado H2,

constata-se reducdes de 95,84% e 96,29%, para a série final ampliada e para a série reduzida,

respectivamente.
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Figura 53 — Variagdes de compostos fenolicos por BV durante o tratamento do hidrolisado H3
na série I de resinas ampliada.

5.10. Analise Global dos Processos de Purificagdo Combinados
Os beneficios do uso combinado dos processos de purificagdo investigados foram
evidentes e, estas alteragdes na concentragdo de compostos fendlicos e no indice de cor nas

diferentes etapas de tratamento do hidrolisado concentrado podem ser observadas nas Figuras

54 a 56.
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O uso da coagulagdo e precipitacdo foi importante e fundamental para o sucesso de
todo tratamento considerando que, em sendo uma técnica de custo relativamente reduzido
quando comparado com as demais, possibilitou a remogao direta de 10,49% dos compostos
fenodlicos, 73,00% de furfural e 74,17% de hidroximetilfurfural. Contudo, 20,21% da xilose
presente foi perdida com a mudanga do pH e com a coagulagdo, necessitando de maiores
investigagdes sobre a origem e reducdo desta perda.

Na seqiiéncia, o processo com membranas foi extremamente atuante nas remocgdes dos
compostos fenolicos e no indice de cor, sendo capaz de reduzir em 29,54% e 54,29%,
respectivamente, em apenas uma etapa (ultrafiltracdo). Além disso, a membrana usada
mostrou elevado potencial de reutilizagdo em fungdo de diversas lavagens simples, com
recuperacdo significativa do fluxo original, aumentando a vida util. O uso da ultrafiltra¢ao
reduziu o impacto das impurezas diretamente sobre as resinas, possibilitando o
prolongamento do ciclo de uso de cada resina antes de cada regeneragdo que eventualmente

estas resinas tenham que sofrer quando em operagao real.
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Figura 54 — Variagdo de compostos fenolicos por etapa de trabalho durante o tratamento do
hidrolisado H1 em escala ampliada.
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Figura 55 — Redugao relativa de compostos fenolicos ao longo do tratamento do hidrolisado
H1 em escala ampliada.
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Figura 56 — Variagdo do indice de cor por etapa de trabalho ao longo do tratamento do
hidrolisado H1 em escala ampliada.

Finalmente, a Gltima etapa do tratamento que fez uso da tecnologia das resinas de
troca i0nica mostrou-se altamente capaz de atingir niveis de purificacdo elevados,
principalmente com o auxilio dos tratamentos precedentes. Em destaque, foi observado uma
remocao de 52,82% dos compostos fendlicos juntamente com uma diminuicao de 41,55% no
indice de cor. As diminui¢des na intensidade da cor promovido pelas percolacdes através das

resinas de troca i6nica podem ser visualizadas nas Figuras 57 e 58. Observa-se na Figura 57
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(inspecao visual) as redugdes que cada resina promoveu no hidrolisado e, na Figura 58 o que a
série de resinas removeu de cor do hidrolisado H3 (ultrafiltrado). Ainda nesta andlise, as
resinas foram capazes de remover 22,00% e 17,50% de furfural e hidroximetilfurfural,

respectivamente, presentes no hidrolisado concentrado.

Resina R4 Resina R2 Resina R1 ' Resina R3

L

Figura 57 — Analise visual das variacdes de cor apds cada percolagdo através das resinas de
troca idnica em escala ampliada.
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Figura 58 — Anadlise visual da alteragdo de cor apos o tratamento com a série de resinas de
troca idnica em escala ampliada.

Nao obstante, perdas de 12,77% de xilose foram detectadas com o tratamento com as
resinas. Parte desta perda provavelmente ocorreu em fungdo de efeitos adsortivos inerentes ao

uso de resinas e ao processo de rinsagem das mesmas.
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5.11. Variacdo das Concentracoes de Contaminantes Metdlicos nas Diferentes Etapas dos
Processos Combinados

Avaliando ainda a melhor seqiiéncia de purificagdo do hidrolisado hemiceluldsico
proposta foram realizadas analises de alguns metais contaminantes, como bdario, enxofre,
ferro, célcio, potassio, zinco, cadmio, cobalto, niquel, cromo e sddio nas diferentes fases do
tratamento. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 37.

Inicialmente, com a coagulacdo e precipitagdo observa-se que a maioria dos metais
analisados apresentaram elevacdo de seus teores, no entanto, esta etapa proporcionou uma
reducdo de 61,99% do enxofre, 33,33% do zinco e 13,51% de cromo. A clevagao de 21,22%
na concentracao do célcio, pode ser justificada devido a utiliza¢do do 6xido de célcio, que foi
aplicado nos ajustes do pH realizados durante esta etapa. Os aumentos nos demais metais
devem estar relacionados a contaminantes presentes nos agentes coagulantes usados, e que

foram solubilizados no hidrolisado em uso.

Tabela 37 — Concentra¢do dos metais presentes nos hidrolisados ap6s o termino de cada etapa
de purificagao.

Metais (mg/L) Concentrado Coag./Ppt. Ultrafiltracdo R4 (H) R2(Cl) RI (Na') R3 (OH)

Calcio 4040 5128 1520 304 280 34 34
Potdssio 429 621 511 98 10 1,9 4,5
Sodio 69 90 75 85 15 2120 2103
Ferro 1 876 2 340 1985 1090 157 194 19
Enxofre 2736 1 040 730 1 245 6,2 33 10
Niquel 500 840 567 597 82 2,9 0,7
Cromo 74 64 25 29 18 3,8 3,1
Cadmio 30 35 15 15 1,8 2,4 0,1
Zinco 18 12 10 5,1 1,6 2,1 0,9
Cobalto 3,1 52 3,6 3,2 0,4 0,3 0,1
Bario 2,1 7,1 4,9 1,5 0,9 1,6 1,8

Através da permeacdo do hidrolisado H2 pelo mddulo de ultrafiltragdo, ¢ possivel
observar que todos os metais presentes apresentaram diminuicdo em suas concentragdes,

destacando-se aqueles que tiveram uma redugdo acima de 50%, como o calcio (70,36%) o
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cromo (60,94%) e o cadmio (57,14%). Assim, pode-se afirmar que, todas estas substancias
metalicas estdo parcialmente complexadas como macromoléculas no hidrolisado
hemicelulodsico, ou se adsorvam no deposito (na camada gel) que se forma na superficie da
membrana ao longo do processo e sdo, por consequéncia, parcialmente removidos do meio
com facilidade.

A percolagdo do hidrolisado pela resina R4 (cationica forte) permitiu a redugdo de
potassio (80,82%), célcio (80,00%), bario (69,39%) e zinco (49,00%) do hidrolisado H3. Tais
resultados confirmam a interagcdo existente entre esta resina com estes metais. Ja a resina R2
(anidnica forte) foi capaz de reduzir, significativamente, todos os teores destes metais em
estudo, destacando-se aqueles que apresentaram diminui¢des acima de 80% como potassio
(89,80%), cadmio (88,00%), cobalto (87,50%), niquel (86,26%) e sodio (82,35%). Em relacao
a resina R1 (catidnica fraca), pdde-se observar diminui¢des de alguns metais como, célcio
(98,79%), niquel (96,46%), potéassio (81,00%), cromo (78,89%) e cobalto (25,00%),
entretanto, esta resina trabalha na forma Na’ ocorrendo, entdo, a adicdo deste fon no
hidrolisado hemicelulosico. Tal fato pode ser observado na Tabela 37 onde o teor deste metal
passa de 15 para 2120 mg/L, ocorrendo um aumento de 141 vezes. E, finalmente, a resina R3
removeu 95,83% de cadmio, 90,21% de ferro, 75,86% de niquel, 69,70% de enxofre, 66,67%
de cobalto e 57,14% de zinco.

Com exceg¢do do sodio, todos os metais apresentaram significativas reducdes em seus
teores, sendo que cada etapa da purificacdo do hidrolisado H1 foi responsavel por uma parcela
destas remogdes. Com exceg¢dao do bario (remocao total de 74%) os demais metais foram
removidos em mais de 90%.

Por fim, apos as etapas de purificacdo (coagulacdo e precipitacdo, processo de
separagao por membranas e resinas de troca ionica), foi obtido um hidrolisado hemiceluldsico

de bagaco de cana purificado, com uma concentragdo de 66,18 g/L de xilose, 2,21 g/L de
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acido acético, 0,007 g/L de furfural, 0,006 g/L de hidroximetilfurfural, 0,81 g/L de compostos
fenolicos, 118 191 de indice de cor ICUMSA, 1,8 mg/L de bario, 10 mg/L de enxofre, 19
mg/L de ferro, 3,4 mg/L de calcio, 4,5 mg/L de potassio, 0,9 mg/L de zinco, 0,1 mg/L de
cadmio, 0,1 mg/L de cobalto, 0,7 mg/L de niquel, 3,1 mg/L de cromo e 2 103 mg/L de sddio,

com remocdes globais conforme mostradas na Tabela 38.

Tabela 38 — Remogdes globais dos contaminantes presentes com a aplicagdo do processo de
purificagdo proposto a partir do hidrolisado H1.

Metais (mg/L) % de Remocio

C. Fendlicos 92,86
indice de Cor 45,34
Acido Acético 67,74

Furfural 93,00
HMF 95,00
Calcio 99,92

Potassio 98,95
Sodio 0,00
Ferro 98,99

Enxofre 99,63
Niquel 99,86
Cromo 95,81

Cadmio 99,67
Zinco 95,00

Cobalto 96,77
Bario 14,29

Estes resultados foram favoraveis para a realizagdo da bioconversdo da xilose em
xilitol e em etanol, e as caracteristicas dos bioprocessos utilizados e dos meios fermentados

obtidos podem ser conferidos através das analises apresentadas a seguir.

5.12. Avaliacdo da Bioconversdo de Xilose em Xilitol a partir do Hidrolisado Purificado

O hidrolisado hemicelulosico purificado foi submetido a uma bioconversdo em
paralelo com um meio sintético (solucdo de xilose comercial). O microrganismo utilizado foi
a levedura C. guilliermondii, a qual é capaz de converter a xilose em xilitol. As fermentac¢des

foram realizadas em frascos agitados de 500 mL com células livres em suspensdo. O volume
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de meio utilizado foi de 200 mL e a agitagdo foi do tipo orbital realizada por shaker. O pH
inicial foi de 5,5 e as concentragdes iniciais de xilose de 35 a 37 g/L para o hidrolisado e para
0 meio sintético, respectivamente. O meio sintético foi suplementado com 3 g/L de sulfato de
amonio, 0,1 g/L de cloreto de calcio e 20 g/L de extrato de farelo de arroz. Perfis cinéticos de

consumo de substrato, formagao de produto e crescimento celular podem ser observados na

Figura 59.
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Figura 59- Consumo de xilose, formagao de xilitol e crescimento celular em fungao do tempo.

Na Figura acima, constata-se que nas duas fermentagdes, o consumo de xilose, a
producdo de xilitol, a formag¢do de células e seus respectivos rendimentos, apresentaram
comportamentos semelhantes (Tabela 39), o que leva a concluir que o hidrolisado purificado ¢
altamente fermentecivel por este microorganismo. As conversoes de xilose em xilitol e
células, para ambos os substratos apresentaram diferencgas ndo superiores a 7,00% a favor do
meio sintético, contudo, a produtividade especifica foi 10,00% superior com o uso do
hidrolisado purificado. Cabe ressaltar que, a produtividade apresentou-se superior na
bioconversao que utilizou o meio sintético como substrato, como era de se esperar.

Foi avaliado também o comportamento do pH durante as fermenta¢cdes. Em ambos os
casos o pH inicial foi de aproximadamente 5,5, sendo que em nenhuma delas foi realizado um

ajuste nesta variavel. Na fermentagdo do hidrolisado purificado ndo foram observadas grandes
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variagdes do pH, este se manteve entre 5,3 e 6,0. Neste caso, o hidrolisado hemiceluldsico
comportou-se como um tampao, impedindo o declinio de pH com o tempo de fermentacao.
Tal fato ndo foi observado para o meio sintético onde o pH variou de 5,4 até 2,1 apresentando
um declinio com o aumento do tempo de fermentagdo. Esta alteracdo pode ser explicada
através da andlise do metabolismo celular. O microrganismo durante a bioconversdo de xilose
a xilitol produz ions H' e os libera para o meio, o que promove esta diminui¢io do pH

(WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998).

Tabela 39 — Parametros fermentativos dos experimentos com meio sintético e hidrolisado
purificado para a obtengao de xilitol.

Variaveis do Processo Meio Sintético Hldr.ollsado
Purificado
Rendimento em xilitol (g/g) 0,73 0,68
Rendimento em células (g/g) 0,27 0,29
Rendimento xilitol/células (g/g) 2,7 3,0
Produtividade volumétrica (g/L.h) 0,375 0,250
Produtividade especifica (g/g.h) 0,038 0,031
Xilose consumida (g/L) 37 34
Tempo de fermentacio (h) 72 96

Possivelmente, as diferengas observadas nos parametros fermentativos, no consumo de
substrato e na formacao de xilitol, durante as duas bioconversoes realizadas, foram devido a
estabilidade do pH apresentada durante a fermentacdo no hidrolisado, em contrapartida com a
grande variagdo desta variavel ao longo da fermentagao no meio sintético.

Por fim, através da bioconversdao da xilose contida no hidrolisado purificado em
xilitol, foi possivel confirmar a boa fermentabilidade deste meio, comprovando assim, a

eficiéncia do processo de purificagdo aplicado.
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5.13. Avaliacdo da Bioconversdo de Xilose em Etanol a partir do Hidrolisado Purificado

Similarmente ao item anterior, amostras do hidrolisado purificado pelo processo
proposto foram submetidas a outra bioconversdo, desta vez avaliando-se a fermentabilidade
deste substrato a etanol.

Nesta seqiiéncia foram conduzidas trés fermentagdes simultaneas em frascos agitados
de 200 mL com células livres em suspensdo. A primeira utilizou-se um meio sintético
suplementado com extrato de levedura (3 g/L), fosfato acido de amonio (3 g/L) e sulfato de
magnésio heptahidratado (1 g/L). As outras duas foram realizadas a partir do hidrolisado
purificado, sendo uma delas suplementada com extrato de levedura (3 g/L). O
microorganismo utilizado foi a levedura Pichia stipitis NRRL-Y 7124, e a concentragdo do
in6culo usada nas trés fermentacdes foi de 1 g/L. O volume de meio foi de 100 mL e a
agitacdo aplicada foi do tipo orbital. A temperatura foi mantida em 30 °C com um pH inicial
de 5.5.

Os perfis cinéticos dos consumos de xilose, glicose e acido acético, de produgdo de

etanol e crescimento celular sdo apresentados nas Figuras 60 a 62.
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Figura 60 - Consumo de xilose e 4cido acético, formacdo de etanol e crescimento celular em
fun¢do do tempo no meio sintético.
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Durante a realizacdo destas fermentagdes, apds 48 horas da inoculagdo, ocorreu um
problema experimental provocado por uma queda de energia elétrica, o que provocou uma
interrup¢do na agita¢do e no controle da temperatura por um periodo de 6 a 8 horas. Apos este

intervalo a fermentagao foi retomada e conduzida até 120 horas.
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Figura 61 - Consumo de xilose, glicose e &cido acético, formagao de etanol e crescimento
celular em fungdo do tempo no hidrolisado purificado sem a adi¢ao de extrato de levedura.
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Figura 62 - Consumo de xilose, glicose e &cido acético, formagao de etanol e crescimento
celular em fung¢do do tempo no hidrolisado purificado suplementado com extrato de levedura.

Em todos os trés testes fica evidente a interferéncia desta paralisacdo, principalmente
nos teores de etanol produzido e no crescimento celular. Contudo, observagdes importantes

podem ser feitas analisando as primeiras 48 horas. Neste periodo, comparando o uso do meio
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sintético com o hidrolisado sem suplemento, observa-se um rendimento em etanol 46,67%
superior para o primeiro ensaio (Tabela 40). Maiores diferencas ainda foram obtidas
comparando as produtividades volumétricas e especificas, as quais foram superiores em 4,1
vezes e 7,1 vezes, respectivamente, a favor do meio sintético. Ainda nesta comparagdo, ¢
possivel observar comportamento contrario em relagdo ao crescimento celular que foi 4,7

vezes maior com o uso do hidrolisado nao suplementado.

Tabela 40 — Pardmetros fermentativos dos experimentos com o meio sintético, com o
hidrolisado purificado coam e sem suplementagao.

Variaveis do Meio Hidrolisado sem Hidrolisado com
processo sintético extrato de extrato de
levedura levedura
48 horas 120 horas 48 horas 120 horas 48 horas 120 horas
Rendimento em 0,22 0,11 0,15 0,30 0,17
etanol (g/g)
Rendimentoem o5 g9 0,42 0.54 0.24 0.24
células (g/g)
Rendimento
ctanol/células (g/g) 2,41 1,19 0,34 0 1,28 0,72
Produtividade
volumétrica (g/L.h) 0,181 0,041 0,044 0 0,265 0,093
Produtividade 0,050 0,009 0,007 0 0,027 0,006
especifica (g/g.h)
Xilose
consumida (g/L) 38,8 53,1 6,00 8,70 32,9 55,0
Glicose
con’sumida (g/L) o o 6,30 7,60 7.7 7.7
Ac. Acético . . 2.10 3,60 1.2 2.6

consumido (g/L)

Com estas observagdes pode-se afirmar, primeiramente, que o uso do hidrolisado nao
apresentou efeito inibitério as fungdes celulares e, também, que a presenga da glicose no meio
favoreceu a rota enzimatica intracelular responsadvel pelo aumento proporcional desta
levedura. Por outro lado, o uso do hidrolisado purificado suplementado com extrato de

levedura apresentou resultados bem superiores (Tabela 40). Nesta condi¢do o rendimento em
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etanol passou a ser superior em 36,36% quando comparado com o meio sintético. O
crescimento celular também se manteve elevado sendo 2,7 vezes maior.

Com a suplementacdo do hidrolisado, a produtividade volumétrica passou a ser
superior em 46,41% no entanto, a produtividade especifica continuou sendo inferior em
46,00% em relacao ao uso do meio sintético.

Mais uma vez estes resultados indicaram a ndo existéncia de efeitos inibitdrios ao
crescimento celular e, neste tltimo caso, a produgdo de etanol. Cabe ressaltar ainda que, em
ambos os casos que foram usados o hidrolisado purificado como substrato, ocorreu um
consumo sensivel do acido acético presente.

Por fim, tanto a fermentagdo do hidrolisado purificado por C. guilliermondii, quanto a
fermentacdo por Pichia stipitis, deixaram evidentes que o nivel de remocdo dos principais

contaminantes inibitorios foram altamente satisfatorios.
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6. CONCLUSAO

Através do desenvolvimento deste trabalho foi possivel avaliar uma sequéncia de
purificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana, objetivando a producdo de
bioprodutos, como o xilitol e o etanol, a partir da bioconversdao da xilose. Assim, com a
defini¢do da rota mais eficiente concluiu-se que:
v Com o auxilio de planejamento fatorial foi possivel delinear estatisticamente a melhor
condicdo de remoc¢do de compostos fendlicos do hidrolisado concentrado (H1). A técnica
mais eficiente de coagulacdo e precipitacdo reduziu 32,67% destes compostos em um volume
reacional de 50 mL, mas este valor passou para 10,49% quando foi utilizado um volume
reacional de 1800 mL.
v A investigagdo do comportamento das resinas de troca idnica individualmente e em
diferentes séries de tratamento, utilizando o hidrolisado previamente purificado pela etapa de
coagulagdo e precipitacao (hidrolisado H2), possibilitou a determinacdo da melhor seqiiéncia
de uso num volume de leito de 20 mL. A série de resinas que promoveu redugdes mais
significativas das impurezas foi a série I (R4 — R2 — R1 — R3). Esta foi capaz de reduzir
96,29% do indice de cor, 98,72% dos compostos fendlicos, 74,19% do hidroximetilfurfural,
55,56% de furfural e 51,31% de 4cido acético; ndo alterando significativamente a
concentracgao da xilose.
v Ap6s a determinagdo da melhor série de resinas de troca idnica, o hidrolisado H2 foi
submetido a um processo de separagdo por membranas. Dentre as trés maneiras que foram
avaliadas, aquela que apresentou melhores resultados de purificacio foi a utilizagdo da
ultrafiltracdo sem a etapa previa de microfiltragdo, a qual possibilitou uma diminui¢do de
12,50% de acido acético, 33,00% de compostos fenodlicos, reduzindo o indice de cor em

54,29%.
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v O hidrolisado previamente permeado pela membrana de ultrafiltragao (H3) foi
percolado pela série de resinas de troca i0nica mais eficiente, utilizando um volume de leito
de 500 mL. Este procedimento promoveu, novamente, remogdes significativas dos inibidores
do metabolismo microbiano, sendo capaz de reduzir 63,29% do acido acético, 75,86% de
furfural, 77,78% de hidroximetilfurfural, 88,09% dos compostos fenolicos e 90,90% no indice
de cor. Assim, mesmo com uma ampliagdo de escala de 25 vezes, pode-se concluir que as
remogdes de contaminantes observadas foram significativas, produzindo ao final da
purificacdo um hidrolisado hemicelulésico com 2,21 g/L de &cido acético, 0,007 g/L de
furfural, 0,006 g/L de hidroximetilfrufrual, 0,81 g/L de compostos fendlicos, 118 191 de
indice de cor e 66,18 g/L de xilose.
v Por fim, os testes de bioconversao da xilose proveniente do hidrolisado hemicelul6sico
purificado em etanol e xilitol, comprovaram a fermentabilidade deste substrato. Tanto a
Candida guilliermiondii quanto a Pichia stipitis foram capazes de assimilar a xilose presente
e adaptarem-se ao meio confirmando, assim, que o nivel de purificagdo alcancado com o
tratamento proposto foi favordvel a producdo deste bioprodutos, a partir destes

microorganismos.
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7. SEGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Com a finalidade de se continuar os estudos de purificacdo do hidrolisado de bagaco

de cana, recomenda-se:

Realizar a etapa de coagulagdo e precipitagdo do hidrolisado hemiceluldsico, antes da
etapa de concentragdo. Neste caso, as impurezas estdo menos concentradas e mais
susceptiveis a serem removidas do hidrolisado;

- Avaliar esta etapa de purificacdo utilizando-se um volume maior de hidrolisado
inicial, j& que a fase de amplia¢do de escala ndo acompanhou os resultados obtidos na
escala de bancada;

- Promover um bioprocesso de producdo de xilitol em trés hidrolisados distintos, cada
um proveniente de uma etapa de purifica¢do, com o objetivo de diminuir gastos;

- Avaliar diferentes séries de resinas de troca idnica com o hidrolisado H3 e estas

mesmas seqiiéncias que foram estudadas com o hidrolisado somente concentrado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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