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RESUMO

FONSECA, C. F. Uso combinado de processos de separacéo visando a destoxificacdo
de hidrolisado hemicelulésico. 149p. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, 2012.

A presenga de compostos inibidores ao metabolismo de microrganismos € a principal
dificuldade encontrada para utilizacdo dos hidrolisados hemiceluldsicos para producéo de
etanol e xilitol. Compostos derivados das degradagdes da lignina, da celulose e
hemicelulose séo liberados durante a hidrolise acida da biomassa. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a utilizacdo de diferentes tratamentos de destoxificacdo de forma
combinada, visando a purificacdo do hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-
acucar para obtencdo de etanol e xilitol. Os tratamentos utilizados foram:
coagulacao/floculacdo de impurezas coloidais, separacdo por membranas de microfiltracdo
e ultrafiltrag&o e resinas de troca i0nica, sendo o material de partida foi um hidrolisado de
bagaco recém-obtido. O tratamento de coagulacdo/floculacdo foi otimizado utilizando
planejamento de experimentos do tipo fatorial e na melhor condigédo promoveu reducoes de
53,3% em compostos fenolicos, 34,8% de furfural, 3,7% de HMF, 4,2% de &cido acético e
67,6% da &rea espectral. Na sequéncia, o hidrolisado tratado na etapa anterior foi
submetido a testes de microfiltracdo e ultrafiltracdo. Para esta etapa os melhores resultados
foram obtidos utilizando membranas de 100 kDa em polietersulfona. Com este tratamento
foi possivel reduzir em 11,9% os compostos fenolicos, 23,8% de furfural, 21,5% de HMF e
21,4% de érea espectral. Apds o tratamento com membranas o hidrolisado foi percolado
em resinas de carater cationico e aniénico utilizadas em série possibilitando a eliminacao
de 34,8% de compostos fendlicos, 38,5% de furfural, 74,7% de HMF, 55% de &cido
acetico e 10,3% da area espectral. Ao final, a combinacdo de todas as tecnologias de
separagdo estudadas possibilitou remocdes maiores que 97% para compostos fendlicos,
furfural e HMF o que resultou numa reducdo da area espectral em 99,3%. O hidrolisado
purificado foi concentrado e submetido a testes fermentativos preliminares para producao
de etanol e xilitol. Estas bioconversdes apresentaram rendimentos de 0,58 g/g em xilitol e
0,29 g/g em etanol por D-xilose consumida, que equivalem a 86% e 83% dos rendimentos
obtidos a partir dos meios sintéticos, respectivamente. Estes resultados indicaram que a
purificacdo obtida através do uso combinado da coagulagdo/floculacdo, separacdo por
membranas e resinas de troca idnica foram bastante satisfatorios principalmente
considerando a fermentabilidade obtida a partir deste substrato em comparagdo ao meio
sintético.

Palavras chave: D-xilose. Hidrolisado hemicelul6sico. Membranas de separacdo. Bagaco
de cana-de-acgucar. Resinas de troca ionica.



ABSTRACT

FONSECA, C. F. Combined use of separation aimed at detoxification of hemicellulosic
hydrolyzate. 149p. 2011. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de
Lorena- Lorena, Universidade de Sdo Paulo, 2012.

The presence of inhibitory compounds in the metabolism of microorganisms is the main
difficulty for the use of hemicellulosic hydrolyzate for ethanol and xylitol production.
Compounds derived from lignin, cellulose and hemicellulose degradation are released
during the biomass acid hydrolysis. This study aimed to evaluate the use of different
detoxification treatments in combination, aimed at purifying the hydrolyzed hemicellulosic
sugarcane bagasse. The treatments were: coagulation / flocculation of colloidal impurities,
separation by microfiltration and ultrafiltration membrane and ion exchange resins, and the
starting material was a newly obtained hydrolyzed bagasse. The treatment of coagulation /
flocculation was optimized using factorial experiments design of the kind that in the best
condition promoted reductions of 53.3%, 34.8%, 3.7%, 4.2% and 67.6% in phenolic
compounds, furfural, hydroxymethylfurfural, acid acetic acid and spectral area,
respectively. Next, the hydrolyzate treated in the previous step was tested for
microfiltration and ultrafiltration. For this step the best results were obtained using a 100
kDa membrane in polyethersulfone. With this treatment were obtaneid reduction of 11.9%,
23.8%, 21.5%, 21.4% in phenolic compunds, furfural, hydroxymethylfurfural and spectral
area, respectively. After membrane treatment the hydrolyzate was percolated through
resins with anionic and cationic character used in series enabling the elimination of 34.8%,
38.5%, 74.7%, 55% and 10.3% of phenolic compounds, furfural, hydroxymethylfurfural,
acetic acid and spectral area, respectively. At the end, the combination of all separation
technologies studied was able to remove greater than 97% of phenolic compounds, furfural
and hydroxymethylfurfural which resulted in a reduction of 99.3% in spectral area. The
purified hydrolyzate was concentrated and subjected to preliminary fermentative testing for
the ethanol and xylitol production. These bioconversions had income of 0.58 g/g in xylitol
and 0.29 g/g in ethanol by D-xylose consumed, equivalent to 86% and 83% of ethanol and
xylitol yield obtained from the synthetic medium, respectively. These results indicated that
the purification achieved through the combined use of coagulation/flocculation, membrane
separation and ion exchange resins were very satisfactory, especially considering the
fermentability obtained from this substrate compared to the synthetic medium.

Keywords: Xylose. Hemicellulosic hydrolyzate. Membranes separation. Sugarcane
Bagasse. lon exchange resins.
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1 Introducio

O Brasil ¢ um dos paises agricolas mais importantes do mundo. Entre os varios
produtos estdo o café, soja, mandioca, milho, frutas, cana-de-agUcar, etc., e este Ultimo,
tem sido um dos mais produzidos nas Ultimas décadas (SOCCOL et al, 2010). Devido a
esta grande producdo existe uma crescente preocupacdo com a parcela subutilizada da
cana-de-acucar, ou seja, 0 bagaco.

Estudos comprovaram que o bagaco de cana-de-agucar apresenta grande potencial de
reaproveitamento devido a sua composicao quimica (celulose, hemicelulose e lignina) uma
vez que através de varios tratamentos quimicos ou bioldgicos, é possivel extrair pentoses e
hexoses (MOSIER et al., 2005).

A alta proporcdo destas pentoses, principalmente a D-xilose, na fracdo hemiceluldsica
de vérios residuos, juntamente com sua maior facilidade de extracdo do complexo
lignocelulésico, tem atraido a atencdo para utilizacdo em processos de bioconversao.
Pesquisas relacionadas com a obtencdo de xilitol e etanol por via biotecnolégica a partir de
fontes lignocelulosicas tém sido intensificadas.

As elevacdes do prego do petrdleo e 0 aumento da preocupacao com questdes do meio
ambiente vém estimulando a busca por alternativas. Desta maneira, as energias renovaveis
vém ganhando grande espago, pois possuem a capacidade de substituir, pelo menos em
parte, os combustiveis fosseis além de serem menos poluentes. Entretanto, 0s
biocombustiveis ainda possuem dificuldades de competir com o mercado de combustiveis
fosseis, visto que os custos de producdo destes ainda séo baixos e j& possuem um mercado
consolidado (SOUZA, 2006).

A utilizacdo dos hidrolisados hemiceluldsicos para produgéo de etanol e xilitol a partir
da D-xilose ¢ dificultada pela presenca de compostos toxicos ao metabolismo microbiano,

0s quais sdo provenientes do processo de hidrélise acida da biomassa. Devido as altas
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temperaturas e condicdes é&cidas empregadas neste procedimento  furfural,
hidroximetilfurfural (HMF), acidos alifaticos e compostos fenolicos sdo produzidos
atuando de maneira negativa na fermentacéo, afetando o crescimento celular, reduzindo a
atividade enzimatica e biologica das células microbianas.

A fim de minimizar a toxicidade do hidrolisado de bagaco de cana muitos métodos

tem sido propostos para transformar compostos inibidores em compostos inativos ou para
reduzir a concentracdo destes. A destoxificacdo do hidrolisado € importante para que a
fermentacdo ocorra de maneira eficiente (MUSSATO; ROBERTO, 2004).
Dentre os métodos utilizados destacam-se a coagulacdo/floculacdo, os processos de
separacdo por membranas e as resinas de troca idnica. A coagulacdo/floculacdo é uma
técnica que apresenta baixo custo, facil operacionalidade e resultados de separagdo
expressivos capazes de justificar seu uso como pré-tratamento a uma técnica de custo mais
elevado (NORONHA et al; 2010). Os processos com membranas vém se destacando nos
altimos anos como operacdo de separacdo que apresenta vantagens importantes, em
destaque: reduzido gasto energético, Gteis na manipulacdo de substancias termolabeis e
facil ampliacdo de escala (sistemas modulares) (FARIA, 2000). J& as resinas de troca
ibnica sdo polimeros capazes de remover contaminantes iénicos de dificil remocdo a partir
de solugbes diversas. Além disso, sdo reutilizaveis podendo sua vida util se estender por
varios anos (ALEXANDRATOQOS, 2009).

O presente trabalho teve por objetivo estudar o uso combinado de diferentes
tecnologias de separacdo visando a purificacdo do hidrolisado de bagagco de cana-de-
acucar, atraves de: a) coagulacdo/floculagdo de impurezas coloidais; b) processos de
separagdo por membranas; c) resinas de troca iénica. Ao final, testes preliminares de

fermentabilidade foram realizados a fim de comprovar a eficiéncia da purificagéo proposta.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Biomassa Lignocelulosica

Biomassa lignoceluldsica constitui uma das principais fontes de matéria organica do
planeta representando mais de 60% da biomassa total. Ela é proveniente da agroinddstria e
seus residuos e de atividades de exploracdo vegetal (ARISTIDOU; PENTILA, 2000). Esta
biomassa renovavel é considerada como um material bruto atrativo ndo sé para
combustiveis, mas também para a producdo de produtos quimicos e outros materiais mais
nobres, devido a sua disponibilidade e baixo custo (CHENG et al., 2008; KUMAR,;
SINGH; GHOSH, 2009; XAVIER et al., 2010).

Visando a obtencdo destes produtos muitos materiais lignoceluldsicos tém sido
estudados como, por exemplo, residuos de culturas (bagaco de cana-de-acucar, palha de
milho, palha de trigo, palha de arroz, casca de arroz, palha de cevada), madeira, resinosas
(pinheiros), residuos de celulose (jornal, papel de escritorio e de residuos de papel
reciclado), biomassa de herbaceas (feno de alfafa, gramineas, grama) e residuos solidos
urbanos (SANCHEZ; CARDONA, 2008; KUMAR; SINGH; GHOSH, 2009). Alguns
exemplos de materiais lignoceluldsicos e suas respectivas composicoes estdo apresentados
na Tabela 1.

Paralelamente, existe um crescente interesse industrial em substituir 0s
petroquimicos por outros produtos de base bioldgica, a fim de atingir uma economia
sustentavel (YANG, 2007; SANCHEZ; CARDONA, 2008). O uso indiscriminado de
combustiveis fosseis desde o século passado levou o mundo ao cenario atual no qual
emissbes de CO, na atmosfera vém causando excessivas mudancas climaticas

(BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2009).
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Tabela 1 — Composic¢ao Quimica parcial de alguns residuos lignocelul6sicos

Residuos Celulose(%) Hemicelulose(%) Lignina(%) Referéncia
lignocelul6sicos

Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4 Cruzetal., 2000
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3 Cruz et al., 2000
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6 Cruzetal., 2000
Eucalyptus Globulus 46,3 17,1 22,9 Cruz etal., 2000
Bagaco de cana 40,19 26,42 25,15 Neureiter et al,2002
Palha de arroz 43,5 22 17,2 Mussato;Roberto, 2002
Palha de trigo 33,81 31,83 20,12 Candido et al., 2002
Casca de aveia 30,51 28,63 23,09 Felipe et al., 2003
Eucalyptus grandis 40,20 15,67 26,9 Canetierri et al, 2003
Palhade sorgo 34 44 20 Herrera et al., 2004

O aumento dos precgos do petrdleo e a capacidade limitada das fontes deste, visto que
se trata de um recurso ndo renovavel, aumenta o interesse na busca de fontes renovaveis de
energia e também novas tecnologias capazes de produzir biocombustiveis de forma
rentavel (SCORDIA; COSENTINO; JEFFRIES, 2010; XAVIER et al., 2010).

Os chamados biocombustiveis de “primeira geracdo”, essencialmente aqueles
produzidos a partir de sementes ou graos, contribuem para 0 aumento dos precos dos
alimentos em todo o mundo, resultando em perturbacdo social em muitos paises. Esta é
uma das razdes pela crescente busca biotecnoldgica para geracdo de novas fontes de
energia os chamados bicombustiveis de “segunda geracdo”, especialmente a partir de
residuos agricolas (XAVIER et al.,2010).

O potencial de aproveitamento destes residuos agricolas esta na composic¢ao quimica
desta biomassa lignoceluldsica que possui basicamente trés componentes principais:
celulose (40-50%), hemicelulose (25-35%) e lignina (15-25%) (ARISTIDOU; PENTILA,
2000; PENG et al., 2009), sendo que a celulose e a hemicelulose devem ser reduzidas a
acucares fermentesciveis capazes de serem transformados em etanol e produtos de maior

valor como xilitol, xilanas, hidrogénio e enzimas (CARDONA,; QUINTERO; PAZ, 2010).
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2.1.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo encontrado amplamente na natureza, além de ser a
substancia organica mais abundante e renovavel encontrada no planeta (Figura 1). Ela esta
presente tanto em plantas superiores como em algas e bactérias. Esse polimero linear é
formado de D-glicose unidas por ligagdes p(1—4) e devido a essa linearidade das cadeias,
as moléculas adjacentes formam as microfibrilas insoliveis em agua (FENGEL;
WEGENER, 1989). As pontes de hidrogénio inter e intramoleculares mantem as regides
cristalinas e tornam a celulose altamente resistente ao ataque tanto por enzimas como por

compostos acidos (SUN et al., 2009).

H onH
n HoZ "g‘-/-"]L‘OH
HO-. g
H “on
- (n-1)H,0
oH H g
X B
H L i o % H
o HoN\_H ,,..o.\_%_
. by OH Y

= unidade repetida (glucose)

Figura 1- Formagcao das cadeias de celulose pela uni&o das moléculas de D-glicose (SJOSTROM,
1993).

2.1.2 Hemicelulose

O termo hemicelulose se refere a polissacarideos de massas moleculares
relativamente baixas, 0s quais estdo intimamente associados a celulose nos tecidos das
plantas em um estagio anterior a lignina. Enquanto a celulose, como substancia quimica,
contém como unidade fundamental exclusivamente a p-D-glicose, as hemiceluloses s&o

polimeros em cuja composicdo podem aparecer, condensadas em proporc¢des variadas,



28

diversas unidades de agucares, como apresentado na Figura 2 (FENGEL; WEGENER,
1989).

A cadeia principal poder ser um homopolimero, como é o caso das xilanas, ou um
heteropolimero, como no caso das glucomananas. Algumas unidades podem conter grupos
laterais, tais como L-arabinose, D-galactose, acido 4-O-metilglucurénico e acetil.

Observa-se, novamente na figura 2, que algumas unidades monomeéricas possuem
apenas cinco atomos de carbono, sendo denominadas pentoses, enquanto outras contam

com seis deles sendo, entdo, denominadas hexoses.

§H HO {i HO 0. OH
o0 ——0 HO
HMOH HO\,-LOH
OH OH OH
D-glicose D-galactose L-arabinose

OH 0 :L
0
HO OH HO OH Hom‘m
OH

D-xilose D-manose 4-O-metil-D-glucurdnico

Figura 2 — AcUcares constituintes das hemiceluloses. Adaptado de Pitarello (2007)

Os tipos de hemiceluloses mais relevantes séo as xilanas e glucomananas sendo que
as xilanas sdo as mais abundantes. As xilanas sdo 0s principais componentes da parede
celular secundaria que constituem cerca de 20-30% da biomassa de madeira dura e plantas
herbaceas. Em algumas gramineas, a xilana pode representar até 50% (EBRINGEROVA,;

HROMADKOVA,; HEINZE, 2005).
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2.1.3 Lignina

Apos a celulose, a lignina é a segunda matéria-prima mais abundante na natureza
ela é capaz de aumentar a resisténcia mecanica das plantas e também tem a funcéo de unir
as fibras de celulose. A lignina é tipica de tecidos de plantas superiores, como
gimnospermas e angiospermas, e atua no transporte de liquidos e na resisténcia mecénica.

A lignina representa de 10 a 30% dos materiais lignoceluldsicos e é formada a
partir de trés precursores através de reacfes de desidrogenacao, formando macromoléculas

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3- Modelo de estrutura de Lignina proposta por Nimz (1974, FERRAZ, 2001)
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OCH3 H3CO OCH3,

OH H OH
alcool p-cumarilico alcool coniferilico alcoolsinapilico

Figura 4- Precursores da lignina (FENGEL; WEGENER, 1989).

2.2 O bagaco de cana-de-agucar

O Brasil é um pais de grandes dimensdes com uma area de 851 milhes de hectares
com 54% de &rea preservada, incluindo a floresta amazonica. De toda a éarea disponivel
para agricultura (340 milhGes de hectares) atualmente, sé 0,9% é ocupado por cana-de-
acucar como cultura energética, ainda assim, o Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar
com aproximadamente 624 milhdes de toneladas (safra 2010/2011) sendo a regido centro-
sul (Tabela 2) responsavel por aproximadamente 90% da produc¢do nacional (SOCCOL et

al., 2010; CONAB, 2011).

Tabela 2 — Producgéo de cana-de-acucar no Brasil.

Safras (mil t)

Regides

05/06 06/07 07/08 08/09 09/10 10/11*
Centro/Sul 337.714  372.285 431.113 504.962 542.824  560.547
Norte/Nordeste 49.727 53.250 64.609 64.099 59.384 63.358
Total 387.441 425535 495.723 569.062 602.209 623.905

Fonte: UNICA, 2011; * CONAB, 2011
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O principal material lignocelulésico com potencial de utilizacdo para producdo de
etanol e outros produtos, especialmente em paises tropicais, é 0 bagaco de cana-de-acUcar,
um residuo fibroso obtido depois da extracdo do suco da cana-de-acucar. (PANDEY et al.,
2000; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

A producdo brasileira de bagaco de cana de acucar na safra 07/08 foi estimada em
aproximadamente 186 milhdes de toneladas (SOCCOL et al., 2010). Seguindo as mesmas
proporcOes propostas por estes autores € possivel estimar que a producdo de bagaco da
safra 10/11 foi de 234 milhdes de toneladas. A maior parte deste residuo é utilizada nas
usinas como fonte de energia alternativa (geracdo de vapor e eletricidade), porém ainda
existe um excedente deste material capaz de gerar problemas ambientais (SUN et al., 2004,
CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Diante destes problemas ambientais que podem ser gerados pelo excedente de
bagaco de cana-de-acgUcar, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de utilizar esta
matéria prima para producdo de etanol e produtos de alto valor agregado utilizando

bioconversoes.

2.3 Obtencao do etanol e xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico

Em geral os processos que aproveitam o bagaco de cana-de-agucar incluem diversas
etapas, tais como: pré-tratamento, separacdo solido-liquido, destoxificacdo da fragéo
hemiceluldsica (parte liquida) e hidrolise da celulose (parte sélida), fermentacdo de
hexoses e pentoses, separacdo e purificacdo e tratamento de efluentes; ocorrendo variacfes
dependendo do produto final como apresentado na Figura 5.

Muitos métodos de pré-tratamentos vém sendo estudados para diferentes materiais
lignocelulosicos. Entre eles estdo hidrolise acida, hidrélise enzimatica, exploséo a vapor e

a extracdo por solucdes alcalinas (MUSSATO; ROBERTO, 2004; ALVIRA et al., 2010;
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MABEE; SADDLER, 2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010). Para o bagago de
cana-de-agUcar destaca-se a hidrélise branda com diferentes tipos de acidos (CHENG et

al., 2008; PATTRA et al., 2008; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Etanol difuido
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Figura 5- Esquema do processo de producdo de etanol a partir de bagaco de cana-de-agucar
(Adaptado de CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Durante o pré-tratamento com 4&cidos diluidos a hemicelulose é mais facilmente
hidrolisada do que a celulose. Portanto, a celulose e a fracdo de lignina permanecem quase
inalteradas na fase solida podendo também ser utilizadas (CARDONA; QUINTERO; PAZ,
2010).

O hidrolisado obtido é constituido de monossacarideos (D-xilose, L-arabinose, D-
glicose), oligdbmeros, polissacarideos, acido acético e produtos da decomposi¢do dos
monossacarideos (furfural e HMF). As proporgdes destes compostos variam de acordo com
as condices operacionais (GAMEZ et al., 2006).

Alguns dos compostos obtidos na fracdo liquida séo inibidores de crescimento de

microrganismos e devem ser reduzidos a fim de se obter bons resultados durante a
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fermentacdo. Por esta razdo, o hidrolisado hemicelulosico oriundo do pré-tratamento deve

ser destoxificado (CHANDEL et al., 2007).

2.4 Produtos de bioconversao: etanol e xilitol

2.4.1 Etanol

O etanol (Figura 6) € obtido através da fermentagdo alcodlica e suas aplicacdes estdo
em diversos setores como, por exemplo, bebidas, materiais de limpeza e principalmente
como combustivel. O estudo da fermentacdo visando a producédo de etanol vem ganhando

espaco devido ao aumento da demanda nos Ultimos anos, em especial, no Brasil onde é

muito utilizado como combustivel em motores a explosao (SILVA, 2007).

v

@ Carbono
2 Hidrogénio
@ Cixigenia

Figura 6- Modelo Molecular do Etanol (C,HsOH).

Atualmente, o Brasil tem mais de 80% de seus veiculos movidos a etanol e até
mesmo motores de pequenas aeronaves estdo sendo desenvolvidos.

Com a crescente instabilidade dos precos do petroleo e a dependéncia de
fornecimento dos paises do oriente médio, esta demanda por etanol tende a ser realidade
para outros paises que também decidiram direcionar a politica energética para utilizago de
biocombustiveis.

De acordo com Soccol et al, (2010) o sistema brasileiro de agroenergia de cana-de-
acucar é considerado o mais eficiente. Desde o inicio do século passado, o Brasil comegou

a usar etanol como combustivel. A crise do petroleo e os baixos precos do agucar na
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década de 70 empurraram o Brasil para o inicio de uma estratégia para contornar essa
situacdo. O governo brasileiro pretendia evitar uma diminuicdo no consumo de energia a
fim de manter o crescimento econémico atraves da substituicdo do petroleo importado por
fontes internas o mais rapido possivel.

O Proélcool foi criado em 1975, no governo do presidente Ernesto Geisel, quando o
fornecimento de energia se tornou prioridade. Este programa foi a resposta a primeira crise
do petroleo, bem como ao problema da flutuacdo do preco do agucar (SOCCOL et al.,
2010).

No processo de implantacdo do programa, devem ser destacadas duas fases: a
primeira que abrange 1975 até 1978, que correspondeu ao uso da mistura alcool-gasolina,
uma mistura de 20%, a implantacdo de destilarias anexas e ao envolvimento da industria
automotiva para a producdo de carros a alcool. Foi nessa fase que ocorreu 0 processo de
modernizacao.

A segunda fase, de 1980 a 1983, o governo brasileiro continuou subsidiando a
expansdo da capacidade industrial de cana, produzindo alcool hidratado em larga escala.
Paralelamente, a industria automobilistica comegou a produzir carros movidos somente a
alcool.

A credibilidade do Proalcool comecou a cair devido a uma combinagdo de fatores
como o0 aumento rapido nos automoveis de passageiros movidos a alcool, a estagnacao da
producdo de etanol, que foi causada pela baixa de pregos do etanol pagos aos produtores de
cana e a incerteza politica.

Entre 1989 e 1990, o Proalcool sofreu sua maior crise, quando a oferta de etanol foi
afetada, pois a cana produzida foi desviada para producdo de aglcar devido aos precos
internacionais favoraveis e das condi¢bes de procura. Tornou-se entdo necesséaria a

importacdo de etanol para atender a demanda dos carros movidos por esse combustivel.
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Durante a década de 1990, com a extincdo dos incentivos do governo o setor
sucroalcooleiro foi totalmente desregulamentado, eliminando assim o controle da producéo
e comercializacdo, a garantia de precos e 0 monopolio federal sobre as exportacdes de
acucar (RICO; MERCEDES; SAUER, 2010; SOCCOL et al., 2010; BRASIL, 2011).

No ano 2000 foi criada Comissdo Interministerial do Alcool (CIMA), pelo decreto
3.546 de 17 de julho de 2000, no ambito do Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
com o objetivo de deliberar sobre as politicas relacionadas com as atividades do setor
sucroalcooleiro, considerando, entre outros a adequada participacdo dos produtos da cana-
de-acucar na Matriz Energética Nacional, 0os mecanismos econémicos necessarios a auto
sustentacdo setorial e o desenvolvimento cientifico e tecnologico (RICO; MERCEDES;
SAUER, 2010).

A partir disto, a industria automobilistica brasileira foi revitalizada com a introducéo
dos veiculos bicombustiveis, em mar¢o 2003 (HIRA; OLIVEIRA, 2009).

Recentemente, a producao brasileira de cana-de-agcicar vem aumentando, sendo que a
safra 2009/2010 de cana-de-agUcar terminou com alta de 7% na producdo de etanol em
relacdo a safra anterior cuja producdo totalizou 27,60 bilhdes de litros (CONAB, 2011).

A producdo de etanol vem crescendo a cada ano como é mostrado na Figura 7. Além
do volume destinado as exportacfes € importante ressaltar o aumento da producdo de

carros bicombustiveis que gerou um aumento no consumo interno nos Ultimos anos.
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Figura 7— Evolugdo da producéo brasileira de etanol.

2.4.2 Xilitol

O xilitol é um poliol de cinco carbonos (Figura 8) que tem o teor calérico (2,4
cal/g) muito menor que a sacarose (4 cal/g), mas com o poder adocante bem parecido, é
insulina independente quando metabolizado em humanos e por isso tem sido usado em
alimentos de baixas calorias e alimentos para diabéticos, bem como em xaropes,
complementos vitaminicos e tdnicos (ARANDA-BARRADAS et al., 2010). O xilitol esta
presente em muitas frutas e plantas como ameixa, morango, pera, framboesa e couve-flor

(MATILLA; KANGASMA; KNUUTTILA, 2005).

Carbono
® Oxigénio
O Hidrogénio

Figura 8- Modelo molecular do xilitol (CsH;,0s)
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O xilitol pode ser classificado como um edulcorante nutritivo ou calérico,
denominacdo esta dada pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos
para qualquer edulcorante que possua mais de 2% de valor calorico de sacarose por
unidade equivalente de capacidade adocante. Por ser um poliol (agucar alcool) se
diferencia pela auséncia de grupos aldeidicos e cetdnicos em suas moléculas, pois sofreu
uma reducdo desses grupos a alcool passando de uma estrutura ciclica a linear. Os polidis
apresentam importantes propriedades para a industria de alimentos, tais como: auséncia de
reacOes de escurecimento do tipo Maillard, maior estabilidade quimica, maior resisténcia a
cristalizacdo, maior afinidade por &gua e menor susceptibilidade a fermentacdo em relagéo
aos acucares gue nao sofrem reacdo de reducdo dos grupos aldeidicos e cetdnicos (MAIA
et al., 2008).

Segundo estes mesmos autores outra caracteristica interessante do xilitol € o seu
valor negativo de calor de dissolucdo (—34,8 cal/g), o que lhe confere um agradavel efeito
refrescante quando utilizado em alimentos. Possui boa solubilidade em agua conforme
Tabela 3, além de ser um excelente agente redutor de atividade de agua (aw), pois suas
hidroxilas se ligam facilmente a esta substancia, o que confere uma maior conservacao dos
produtos. Outras caracteristicas fisico-quimicas do xilitol estdo na Tabela 3.

Sua descoberta ocorreu no ano de 1891 pelos quimicos Emil Fisher e Gabriel
Bertrand, obtido na forma de xarope a partir da reagdo da D-xilose (agUcar obtido da
madeira) com amalgama sodica (liga de mercurio e sédio) (LIMA; BERLINK, 2003). Em
1975 a Finnish Sugar Co. Ltd. (Helsinque, Finlandia) comecou a primeira producdo em
larga escala, produzindo acima de trés mil toneladas por ano. Neste mesmo ano foi lancada
na Finlandia e depois nos Estados Unidos uma goma de mascar a base de xilitol

(HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982).
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Tabela 3- Propriedades fisico-quimicas do xilitol (MANZ; VANNIINEN; VOIROL, 1973;
HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982).

Propriedades Caracteristicas
Massa molar 152,15 g/mol
Sabor Doce
Odor Inodoro
Aparéncia P4 cristalino branco
Ponto de fuséo 92-96 °C
Ponto de ebulicdo 216 °C
pH (solucdo 5%) 5-7
Viscosidade (solu¢do 10% a 20 °C) 1,03cp
Solubilidade (30 °C) 689/100g de solucao
Densidade (solucio 10%) 1,03 g/cm®
Calor de dissolucao -34,8 cal/g (efeito “refrescante”)
Valor caldrico 2,4 kcallg
indice de refracéo (solucdo 10% a 25 °C) 1,3471
Estabilidade Estavel a 120°C
Higroscopicidade Em umidade relativa alta o xilitol € mais

higroscopico que a sacarose.

O xilitol tem sua importéncia destacada, principalmente por ser independente no
metabolismo humano e anticariogénico. Além disso, o xilitol foi listado como um dos
materiais de maior valor agregado produzido a partir da biomassa (KIM et al., 2010).

Nos ultimos anos, outras propriedades do xilitol no campo da saide foram
estudadas, tais como a remineralizagdo de pequenas lesdes nos dentes, prevencao da otite e
outras infeccbes de vias areas superiores sendo essas propriedades exploradas pela
industria farmacéutica. Atualmente no mercado a producéo de xilitol situa-se entre 20.000
e 40.000 toneladas por ano com um valor econdmico que se encontra entre 90 e 340
milhdes de dolares (ARANDA-BARRADAS et al., 2010).

A producéo industrial de xilitol nos dias de hoje € baseada na desidrogenacéo da D-
xilose em um processo niquel catalitico que € de alto custo devido ao elevado gasto
energeético, cujo rendimento ndo passa de 50 a 60%. Assim, algumas alternativas de
obtencdo como 0s processos bioldgicos que utilizam microrganismos que assimilam D-

xilose tém sido amplamente estudadas, especialmente aquelas que envolvem leveduras
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Candida (MUSSATTO; ROBERTO, 2008; KIM et al., 2010). Esta rota alternativa é de
interesse pelo fato de requerer pouca energia e ser muito especifica. Contudo, 0s
rendimentos e eficiéncia de producdo ainda sdo reduzidos. Varios estudos a partir de
diferentes materiais hemicelulosicos ricos em D-xilose continuam sendo realizados com o
objetivo da utilizacdo destas fracbes como substratos de maneira mais rentavel

(MUSSATTO; ROBERTO, 2008).

2.5 Inibidores do metabolismo microbiano

Um aspecto importante na producdo biotecnoldgica de etanol ou xilitol é o fato de
que durante a fase de pré-tratamento (hidrolise acida) do residuo agroindustrial, além da
liberacdo dos acUcares, € comum ocorrer a formacéo de compostos toxicos provenientes da
degradacdo de hexoses e pentoses, como HMF e furfural, ou da lignina, como compostos
aromaticos, fendlicos e aldeidicos. Também é comum a liberag&o de substancias da prdpria
estrutura lignocelulésica como o &cido acético ou dos equipamentos utilizados na hidrélise
como ions ferro, cromo, niquel e cobre. Estes compostos, quando presentes no hidrolisado,
sdo inibidores potenciais do metabolismo microbiano afetando o estagio de fermentagédo
(TAMANINI; HAULY, 2004; BENITO et al, 2009).

Os tipos de compostos e a concentracdo deles dependem tanto do tipo de material
como das condi¢bes empregadas no processo. Além disso, variaveis de fermentagdo como
condicdes fisioldgicas das células, concentracdo de oxigénio dissolvido e pH sdo também
associados a toxicidade dos compostos, em alguns casos acentuando seus efeitos toxicos.
Os compostos toxicos podem estressar 0s microrganismos fermentativos afetando a
eficiéncia da utilizacdo dos acucares e reduzindo a formacdo do produto (MUSSATO;

ROBERTO, 2004).
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O efeito bioldgico de certos compostos pode ser reforcado pela presenca de outros
compostos no meio, ou seja, a concentracdo maxima gque 0 microrganismo suporta de cada
inibidor ndo pode ser estabelecida, pois a inibicdo depende de outros fatores, tais como, o
tipo de microrganismo, a sua adaptacdo ao meio, o tipo de processo fermentativo
empregado, o nimero de inibidores no meio e seu efeito sinérgico (KLINKE; THOMSEN;
AHRING, 2004; MUSSATO; ROBERTO, 2004).

Autores como Zaldivar; Martinez e Ingram (2000) e Nigam (2001) através de
experimentos em meios sintéticos e hidrolisados de diferentes fontes lignoceluldsicas
chegaram a concluséo que o efeito de inibicdo desses compostos é maior quando eles estdo

combinados.

2.5.1 Compostos Fendlicos

Uma grande variedade de compostos (aromaéticos, poli-aromaticos, fendlicos e
aldeidos) € liberada da lignina durante o processo de hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos. Os compostos fendlicos tém um efeito inibitério consideravel sobre a
fermentacdo de lignocelulésicos e atuam na célula causando ruptura e perda da integridade
das membranas bioldgicas, afetando assim sua capacidade de barreira seletiva. Em
consequéncia disso, tanto o crescimento celular quanto a assimilacdo de agucar sdo
reduzidos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; KLINKE et al., 2004).

Parajo; Dominguez e Dominguez (1998) relataram que os produtos de degradacgéo
da lignina sdo mais toxicos para os microrganismos que o furfural e o HMF, mesmo
quando suas concentracfes sdo baixas.

Ao investigar a bioconversdao de D-xilose em xilitol por Candida guilliermondii
FT120037 Villa et al. (1998) verificaram a influéncia de diferentes concentragdes de fenol

(0,1 e 4 g/L) e constataram que o fenol em baixas concentracdes (0,1 g/L) nédo afetou o
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consumo de D-xilose. Contudo, o crescimento da célula e a producdo de xilitol em
concentracdes elevadas foi extremamente inibitorio.

No entanto, Felipe et al.(1999) relataram que para a mesma levedura
(C.qguilliermondii) FT120037 cultivada em meio sintético a presenca de 0,05 g/L de fenol
fez com que o consumo de D-xilose fosse reduzido em 16%. Parametros como reducéo na
concentracdo celular, alteracbes morfoldgicas e perda de viabilidade celular foram

observados na presenca de fenol.

2.5.2 Furfural e HMF

O furfural e o hidroximetilfurfural (HMF) s&o formados a partir da degradacdo de
pentoses e hexoses, respectivamente, quando estes acucares ficam expostos a altas
temperaturas (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Os efeitos inibitorios de furfural e HMF em leveduras foram analisados por
diversos autores que constataram que esse efeito depende da concentracdo destes
compostos no meio. Estas substancias causam danos ao crescimento das células, reducéo
da atividade enzimaética e bioldgica, quebra do DNA, inibicdo de proteinas e inibicdo da
sintese do RNA (LIU; GORSICH; SLININGER, 2005).

Dependendo da sua concentragcdo no meio de fermentagéo o furfural pode inibir as
células e afetar a taxa de crescimento especifico e rendimento celular por ATP. Quando da
producéo de etanol pela levedura Pichia stipitis, Roberto et al. (1991) observaram que as
concentracdes de furfural inferiores a 0,5 g¢/L, tiveram um efeito positivo sobre o
crescimento da celula, enquanto que em concentragbes acima de 2 g/L inibiram o
crescimento celular completamente.

Delgenes; Moletta e Navarro (1996) mostraram que concentracfes de furfural de
0,5, 1,0 e 2,0 g/L reduziram o crescimento de P.stipitis em 25%, 47% e 99%,

respectivamente. Nigam (2001) verificou que a concentracdo de 0,25 g/L no meio de
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fermentacdo nao foi suficiente para reduzir o rendimento e a produtividade do etanol, mas
uma concentracdo como 1,5 g¢/L afetou significativamente o crescimento do
microrganismo. O rendimento do etanol e sua produtividade reduziram 90,4% e 85,1%,
respectivamente.

Quanto ao HMF, composto toxico originario da degradacdo das hexoses, Palmqvist
e Hahn-Hagerdal (2000) informaram que seu efeito inibitorio é semelhante ao do furfural,
causando um atraso no crescimento. Entretanto, 0 HMF é considerado menos tdxico que o
furfural e sua concentracdo no hidrolisado é normalmente baixa devido a trés fatores
principais: baixa quantidade de hexose na hemicelulose, condices empregadas nos
processos hidroliticos e alta reatividade deste composto (MUSSATO; ROBERTO, 2004).

Delgenes; Moletta e Navarro (1996) constataram que o crescimento celular da
P.stipitis foi reduzido em 43%, 70% e 100% quando as concentra¢cdes de HMF no meio
foram de 0,5, 0,75 e 1,5 g/L respectivamente.

Martinez et al. (2000) observaram que a producdo de etanol por Escherichia coli
em hidrolisados de hemicelulose de bagaco de cana-de-acUcar foi afetada pelos furanos

(HMF e furfural) s6 quando suas concentracdes foram superiores a 0,9 g/L.

2.5.3 Acido Acético

O é&cido acético € um importante composto que €é liberado a partir da hidrélise dos
grupos acetila, os quais estdo presentes na cadeia ramificada da hemicelulose. O seu poder
inibitdrio esta relacionado a sua forma nao dissociada (pKa 4,75) que pode difundir atraves
da membrana citoplasmatica das células e afetar o metabolismo celular. Isto mostra a forte
dependéncia do pH no meio de fermentacdo. Uma vez no interior da célula o acido acético
se dissocia e atua reduzindo o pH intracelular resultando na diminuicdo do gradiente de

prétons através da membrana, desajustando a producédo de energia, afetando o transporte de
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nutrientes e as diferentes catalises enzimaticas (LIMA et al, 2004; GRZENIA; SHELL,
WICKRAMASINGHE, 2008; WICKRAMASINGHE; GRZENIA, 2008).

Segundo Felipe et al. (1995) a toxicidade do acido acetico na conversao de D-xilose
em xilitol tem sido constatada quando este esta presente em concentracfes acima de 3g/L.
Nesta condicdo, o catabolismo celular ndo pode gerar ATP suficiente, visto que as
leveduras sdo capazes de regular seu pH interno através da ATPase situada no plasma da
membrana. Quando ocorre a diminuicdo do pH atividade da ATPase & aumentada
resultando em wuma dissipacdo de ATP prejudicial (KUSUMEGI; YOSHIDA,
TOMIYAMA, 1998).

A quantidade de &cido acético produzido durante os pré-tratamentos também
depende da biomassa lignocelulosica utilizada. Em geral, uma biomassa herbacea produz
menos acido acético que uma biomassa lenhosa. Assim, no passado, a remocdo de &cido
acetico a partir de biomassa herbacea, apds o pré-tratamento ndo era considerada
necessaria (WICKRAMASINGHE; GRZENIA, 2008). Entretanto, Maiorella; Blanch e
Wilke (1983) indicaram que pequenas concentracdes como 0,25 g/L poderiam afetar o
crescimento celular evidenciando a importancia da remocéo do acido acético.

De acordo com Cho et al. (2010) muitos trabalhos tém mostrado que o &cido
aceético isoladamente ou em mistura com outros inibidores é
prejudicial para o crescimento celular e fermentagOes realizadas por Saccharomyces
cerevisiae, Escherichia coli, Kluyveromyces marxianus e Pichia stipitis. Pichia stipitis é
capaz de fermentar uma variedade de agUcares para etanol, inclusive a D-xilose
proveniente do hidrolisado hemiceluldsico. Estes autores ainda destacam que o
crescimento celular e a producdo de etanol utilizando esta levedura foram fortemente
afetados pela presenca de &cido acético, tanto em meio sintético como no hidrolisado

obtido de biomassa, onde a concentracdo de acido acético era de 7,1 g/L.
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Guo et al. (2008) verificaram em seus estudos que a levedura Pichia stipitis foi
severamente inibida pelo acido acético mostrando que a producdo de etanol foi diminuida
em concentracdes acima de 2 g/L. Diaz et al. (2009) mostraram que a presenca de 6 g/L de
acido acético causou 82% de reducdo na taxa de crescimento especifico por esta cepa.

Cheng et al. (2009) evidenciaram o poder inibitério do &cido acético sobre a
conversao da D-xilose em xilitol por Candida tropicalis cultivada em meio sintético
contendo diferentes niveis do &cido. O consumo de D-xilose ndo foi afetado até a
concentragdes menores que 2 g/L. Quando o acido acético atingiu 4 g/L a concentracao
final de xilitol foi 72% menor que no meio sem adi¢do de acido acético.

Lima et al. (2004), concluiram que o &cido acético presente no meio em pH ~ 5,0
ndo afetou significativamente o metabolismo dos acucares nem a formacéo de xilitol por
Candida guilliermondii, pois este pH esta acima do valor do pKa de 4,75 do &cido acético.
Resultado semelhante foi relatado por Felipe et al. (1995) que verificou que o pH acima de
5,0 ndo influenciou o crescimento celular e a formacao de xilitol. Resultados semelhantes
também foram observados por Sene et al. (1998) que com o aumento do pH inicial,
relataram favorecimento do crescimento celular, da producdo de xilitol e das atividades
enzimaticas foram favorecidos.

O fato de que o acido acético pode ser usado pelas leveduras como nutriente
adicional para o crescimento pode explicar seu parcial consumo durante o processo de

fermentacdo, como foi observado também por Felipe et al., (1997) e Morita e Silva (2000).

2.5.4 lons metalicos

Tracos minerais ou metais sdo transportados através da membrana celular por
mecanismos ativos ou passivos e diferentes tipos de toxicidade tém sido demonstrados para
os cations Ca'?, Mg, K*, Na*, NH," e anions CI', SO,2, HPO, em Saccharomyces

cerevisiae.
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O magnésio € importante para muitas funcbes metabolicas e fisiologicas em
leveduras e bactéerias (KLINKE et al., 2004). Ja os ions de metais pesados (ferro, cromo,
niquel e cobre) originarios da corrosdo dos equipamentos de hidrolise possuem uma
estreita faixa de concentracdo Otima para 0S microrganismos e em concentracdes mais
elevadas inibem as enzimas nas vias metabolicas do microrganismo (MUSSATO;

ROBERTO, 2004; KLINKE et al., 2004).

2.6 Métodos de tratamento do hidrolisado hemiceluldsico

Alguns procedimentos de purificacdo incluindo métodos bioldgicos, fisicos e
quimicos tem sido propostos para remover ou transformar os compostos inibitérios em
compostos inativos. A eficacia de cada método de purificacdo depende tanto do tipo de
hidrolisado hemicelul6sico como da espécie do microrganismo empregado, pois cada tipo
de hidrolisado possui um grau de toxicidade e cada espécie de microrganismo tem um
diferente tipo de tolerancia para os compostos inibidores (MUSSATO; ROBERTO, 2004).
Alguns métodos como neutralizacdo, tratamento com hidroxido de célcio, adsorcdo por
carvao ativado, resinas de troca idbnica (MAGACHO, 2009; CARVALHEIRO et al., 2005),
coagulacao/floculacdo (FONSECA; FREITAS; FARIA, 2010) e tratamento usando lacase
(CHANDEL et al., 2007) sdo conhecidos por remover compostos toxicos de hidrolisados
hemiceluldsicos.

No processo de neutralizacdo € comum a adicdo de substancias quimicas que
neutralizam os acidos dos hidrolisados formando sais. Estes sais tém baixa solubilidade e
sdo normalmente removidos por filtracdo. Concentrar os hidrolisados por evaporacéo &
usual para aumentar a concentragdo de acUcar. Nesta operacdo, além de pequenas
quantidades de agua, compostos inibidores volateis sdo removidos (CARVALHO;

ALMEIDA; SILVA, 2002).
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Em geral, antes de escolher um método de destoxificacdo ou uma sequéncia de
métodos, € importante identificar os principais inibidores presentes no hidrolisado. Estas
informacdes ajudam ndo s6 a escolher um método de baixo custo e eficiente, como
também a estabelecer as melhores condi¢des de hidrolise a fim de minimizar a formacéo de
tais compostos. Além disso, 0 método de destoxificacdo deve ser economicamente viavel,
facil de integrar ao processo e capaz de remover 0s inibidores seletivamente (MUSSATO,;

ROBERTO, 2004).

2.6.1 Ajuste de pH

Este ajuste consiste na utilizacdo de alcalis para a elevacdo do pH, inicialmente
acido, a valores apropriados para a atividade microbiana. Esta alteracdo resulta na
precipitacdo de componentes tdxicos como ions de metais pesados, acetatos, taninos,
terpenos e compostos fendlicos (FRAZER; McCASKEY, 1989).

De acordo com Cardona; Quintero e Paz (2010) o tratamento do hidrolisado
hemicelulésico com hidréxido de calcio até pH 10 ou maior e em seguida sua
reacidificacdo a pH 5,5 — 6,5 com &cido sulfurico tem sido efetivo na destoxificagdo do
hidrolisado, pois remove parte dos compostos inibitérios, como o furfural e 0o HMF.

Este tipo de tratamento também é usado de maneira combinada com outros métodos
como, por exemplo, a adsor¢do em carvéo ativo visando a destoxificacdo de hidrolisados
(MUSSATO; ROBERTO, 2004). No entanto, este procedimento causou perda parcial dos
acucares fermentesciveis.

No entanto, Chandel et al. (2007) mostraram que o tratamento com o carvao ativo
causou a reducao de cerca de 38,7% de furanos, 57% de compostos fenolicos e 46,8% de
acido acético. Além disso, o tratamento com hidréxido de calcio removeu cerca de 45,8%

de furanos e 35,87% de fenolicos.
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De acordo com Roberto et al. (1991) o ajuste de pH com uma combinacdo de
acidos e bases € um tratamento de baixo custo que fornece bons resultados. Ao ajustar o
pH do hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana a um valor de 10 com hidroxido de
calcio e posterior reducdo para 6,5 com &cido sulfarico, esses autores obtiveram a remogao
parcial de compostos fenolicos e outros inibidores.

Millati; Niklasson e Taherzadeh (2002) experimentando alteracdes de pH também
observaram o decréscimo na concentracdo de furfural, HMF, em 30% na concentracdo de

compostos fendlicos, mas a concentracdo de acido acético permaneceu inalterada.

2.6.2 Coagulacao e Floculacéo de impurezas coloidais

Os termos coagulagéo e floculagdo sdo utilizados como sinbnimos, uma vez que
significam o processo integral de aglomeragdo das particulas. Mas pode-se dizer que a
coagulacdo € o processo pelo qual o agente coagulante é adicionado a &gua, reduzindo as
forcas que tendem a manter separadas as particulas em suspensdo, e a floculagdo é a
aglomeracdo dessas particulas por meio do movimento do fluido, de modo a formar
particulas maiores que possam sedimentar ou flotar (RITCHER; AZEVEDO NETTO,
2003).

As particulas suspensas sdo classificadas por classes e faixas de tamanho. As
coloidais compreendem de 1 nm — 100 mm, as dispersas de 0,0001 mm - 0,1 mm, as
coaguladas de 0,1 mm - 1,0 mm e as floculadas de 1,0 mm - 10,0 mm (MORAES, 2004).

Geralmente as particulas coloidais presentes em solu¢es aquosas apresentam 0s
maiores problemas quando se visa a remocdo de cor e turbidez. Isso se deve as
propriedades eletrocinéticas dos coloides e também as caracteristicas consequentes da
dimensdo reduzida das particulas (SPINELLI, 2001). Segundo Azevedo et al. (1979) o
conhecimento das propriedades fundamentais dessas particulas possibilita melhor

compreensdo do processo de coagulacao e floculacéo.
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Para que ocorra 0 processo de coagulacdo/floculagdo é necessario a reducdo do
Potencial Zeta por ions ou coloides de cargas opostas o que corresponde a um dos dois
mecanismos basicos que levam a coagulacéo, o outro é a ortocinética, em que as micelas se
agregam e formam flocos que aglomeram as particulas em suspensdo. O Potencial Zeta
corresponde a medida do potencial elétrico entre a superficie externa da camada compacta
que se desenvolve ao redor da particula e do meio liquido no qual ela esté inserida. (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005; AZEVEDO et al., 1979). Como ocorrem interacdes entre
0 coagulante e a agua espécies hidrolisadas sdo formadas, sendo necessaria a presenca de
um agente fisico para que processo de coagulacdo seja eficiente. Este agente tanto para a
realizacdo da coagulacdo como da floculacdo € a agitacdo da &gua na etapa de mistura,
podendo ser mais ou menos intensa. De maneira geral, denominada de mistura rapida,
quando aplicada a coagulacdo, e mistura lenta quando aplicada a floculacdo (AZEVEDO
NETTO; RICHTER, 1998).

Na floculacdo ocorre a agregacdo das particulas em suspensdo em funcao das forcas
de Van Der Waals. A formacao de flocos pode ocorrer de maneira espontanea apenas pelos
sucessivos choques entre as varias particulas presentes, desde que o sistema possua energia
disponivel para tal decorrente de sua agitacdo. Entretanto, uma agitacdo muito intensa pode
fazer com que os flocos formados se desagreguem espontaneamente (CARDOSO et al.,
2008).

Segundo Koblitz (1998) para que a coagulagdo acontega é necessaria a presenca de
um agente alcalinizante no meio reacional. Os reagentes mais utilizados sdo o éxido de
calcio, hidréxido de calcio ou carbonato de sddio. Alguns auxiliares de floculagdo podem
ser aplicados a fim de tornar o floco mais denso, facilitando a decantagéo.

Varios agentes coagulantes quimicos sdo conhecidos e amplamente utilizados em

todo o mundo. O sulfato de aluminio é o coagulante mais usado no tratamento de agua
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potavel, pois possui facilidade de transporte e de manejo, seu custo é baixo e é produzido
em varias regides brasileiras. O sulfeto ferroso é muito Util para tratar aguas que
apresentam pH elevado e o cloreto férrico produz bons flocos em amplo intervalo de pH
(SPINELLLI, 2001).

Outro coagulante importante é o policloreto de aluminio (PAC), que contém em sua
formacdo de 10 a 25% de Al,O3; como ingrediente ativo. O PAC oferece algumas
vantagens técnicas sobre os coagulantes tradicionalmente usados: é capaz de flocular em
qualquer faixa de pH, apresenta maior eficiéncia em comparacao ao sulfato de aluminio na
remocao de coloides com menor gasto de reagentes e gera menor residuo de aluminio no
produto final (KOBLITZ, 2008).

Recentemente, muita atencdo tem sido dada ao uso extensivo de coagulantes a base
de aluminio no tratamento de dgua. Além da grande quantidade de lodo produzido, o alto
nivel de aluminio remanescente na dgua tratada tem preocupado a saude publica (HUANG,;
CHEN; PAN, 2000). Vérios estudos bioldgicos e epidemiolédgicos tém levado a evidéncia
de que o uso de quantidades elevadas de aluminio no tratamento de agua pode causar a
doenca de Alzheimer. Esta doenca letal se desenvolve devagar e progressivamente,
afetando a memdria e outras fungdes cognitivas, causando uma desordem cerebral, além de
outros mudltiplos sintomas e complicagbes (FLATEN, 2001; LLOPIS; DIEZ, 2002;
CAMPBELL, 2003).

Nos Ultimos anos varios trabalhos foram desenvolvidos no sentido da utilizagdo de
coagulantes poliméricos alternativos aos coagulantes quimicos. Estes trabalhos
inicialmente preocuparam-se em substituir ou auxiliar os coagulantes convencionais com o
intuito de melhorar a etapa de coagulagédo/floculacdo, tanto pela qualidade dos flocos

produzidos, quanto pela auséncia de metais do lodo gerado (MORAES, 2004).
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Os coagulantes/floculantes naturais tem demonstrado vantagens em relacdo aos
quimicos, especificamente em relacdo a biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixo
indice de producéo de lodos residuais (MORAES et al., 2008).

Entre os coagulantes/floculantes naturais encontra-se a quitosana (Figura 9), um
produto natural derivado da desacetilacio da quitina, um biopolimero abundante

encontrado no esqueleto de animais marinhos como caranguejos, camardes e lagostas

(GUIBAL;ROUSSY, 2007).

Quitosana

Figura 9— Estrutura molecular da Quitosana

Embora seja mais cara do que o PAC a quitosana € tanto coagulante como
floculante, ou seja, apresenta alta densidade de carga catidnica, longas cadeias de
polimeros e precipitacdo facilitada. A quitosana tem a vantagem de ndo ser toxica, ser
biodegradavel, ndo corrosiva e segura de se manusear. Se comparada com o PAC ndo é
poluente, pois ndo produz residuos de aluminio (RENAULT et al., 2009).

Estes mesmos autores estudaram a coagulagdo/floculagédo de efluentes de uma
industria de papeldo em uma estacdo de tratamento bioldgica, usando uma lagoa aerada,
comparando o PAC comercial e a quitosana dissolvida em acido acético como agentes
coagulantes/floculantes e constataram que com quitosana, o processo foi mais eficiente do
que com o PAC. A quitosana reduziu o0 DQO em 80% e a turbidez em mais de 85%, além
de remover cores residuais e levar a uma diminuigéo significativa na quantidade dos metais

presentes no efluente.
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A presenca de grupos amino nas cadeias poliméricas permite que a quitosana atue
como polieletrélito catidnico em pH<6,5 e apresente uma alta densidade de cargas, que se
adsorvem facilmente nas superficies carregadas negativamente (KIMURA, 2001).

Como a quitosana é efetiva na coagulacdo, nenhuma desvantagem € conhecida,
podendo ser uma substituta promissora dos produtos sintéticos (KAWAMURA, 1991).

Outro coagulante natural que € bastante utilizado € o tanino vegetal. Estes sdo
compostos polifendicos encontrados em uma grande variedade de plantas superiores, com
caracteristicas adstringentes e podem ser definidos como substancias organicas de extratos
vegetais capazes de precipitar proteinas (DA SILVA, 1999).

O esquema basico da molécula de tanino é apresentado na Figura 10.

Flavan-3-ol (b) Procianidina (c)

Figura 10 — Férmulas estruturais do tanino. Adaptado de Queiroz et al. (2002).

A utilizagdo de taninos catibnicos em substituicdo aos tradicionais agentes
coagulantes minerais ou sintéticos teve inicio ha mais de cinquenta anos. Ha mais de vinte
anos produtos com estabilidade e desempenho satisfatorios foram encontrados
(comparaveis aos minerais, como o sulfato de aluminio) e, ainda nos ultimos anos,
produtos que apresentam uma relacéo custo/beneficio tém entrado no mercado aumentando

significativamente os volumes comercializados (CRUZ, 2004; DA SILVA, 1999).
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Outra caracteristica importante é a sua biodegrabilidade para que apd6s sua
utilizacdo, o produto se incorporasse aos lodos gerados durante o processo de
coagulacao/floculacédo/sedimentacéo, e acabe sendo degradado pelos processos bioldgicos
que normalmente ocorrem nas etapas posteriores aos tratamentos de efluentes. Essa
caracteristica € facilitada pela presenca de agucares na composicao original dos taninos,
originados da planta e incorporados ao produto durante o processo de extracdo (CRUZ,

2004).

2.6.3 Processos de separacdo por membranas

No inicio da década de 70, em adicdo aos processos classicos de separagdo, como
destilacdo, filtracdo, absorcdo, troca ibnica, centrifugacdo, extragdo por solvente,
cristalizagdo e outros, surgiu uma nova classe de processos denominados processos de
separacdo com membranas (PSM) que utilizam membranas sintéticas como barreiras
seletivas (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Na Figura 11 é possivel observar a
comparacao entre 0s métodos por membranas e 0os métodos convencionais.

As membranas sdo definidas como uma barreira que separa duas fases e que
restringe total ou parcialmente o transporte dos componentes presentes nas fases.

Os PSM tém sido utilizados nos mais diferentes setores da atividade industrial e
podem ser classificados de acordo com a forca motriz utilizada no processo. As técnicas
empregam com maior frequéncia o gradiente de pressdo como for¢a motriz. Outros
processos utilizam o gradiente de concentracdo, elétrico ou pressdo parcial como forca

motriz.
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Microfiltracéo
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Figura 11 — Comparacdo entre os processos de separacdo (HABERT; BORGES; NOBREGA,
2006).

Em uma membrana, o material que permeia através dela € denominado permeado e

a fracdo retida € chamada concentrado, como pode ser visto pela Figura 12.

Fase 1 Membrana Fase 2

e © N °
o . &i .
Alimentacao o ® . % = Permeado
o]
o O
N\
o X

AN

Forca motriz:
AC, AP, AT, AE

Figura 12— Diagrama esquematico de um processo de separacdo de misturas utilizando
membranas (MULDER, 1996).

A morfologia da membrana e a natureza do material que a constitui sdo algumas

das caracteristicas que vao definir o tipo de aplicacdo e a eficiéncia na separacéo.
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Em funcdo das aplicacdes a que se destinam as membranas apresentam diferentes
morfologias. Em geral, as membranas sdo classificadas em duas categorias principais:
densas e porosas. As caracteristicas da superficie da membrana que estdo em contato com a
solucdo a ser separada é que vao definir a utilizacdo de uma membrana densa ou porosa. A
Figura 13 apresenta as morfologias mais comuns de membranas.

Além do fato das membranas serem classificadas como densas ou porosas, podem
ser classificadas de acordo com seu material constituinte e sua simetria ao longo da
membrana. Assim, elas podem ser:

Homogéneas: constituidas por um Unico material,

Heterogéneas: constituidas por mais de um material;

Simétricas ou Isotrdpicas: apresentam as mesmas caracteristicas morfologicas ao longo
de sua espessura;

Assimétricas ou Anisotrdpicas: apresentam gradiente de porosidade na direcdo
perpendicular a sua superficie.

Com relacdo a geometria, as membranas podem ser planas ou cilindricas. As
primeiras membranas sintetizadas foram planas, contudo os médulos de permeacdo com
esse tipo de membrana, em alguns casos apresentam custos elevados ou ndo atendem o0s
requisitos técnicos suficientemente. As membranas do tipo tubular apresentam facilidades
hidrodinamicas e processam suspensdes com elevado teor de sélidos. Ja as membranas de
fibras ocas tém como principais vantagens maior relacdo entre area de membrana e volume
do equipamento e o fato de ser auto-sustentavel, o que possibilita trabalhar sob pressao

sem a necessidade de suporte adicional (MULDER, 1996).
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Membranas simétricas

porosa porosa densa

ML

densa (integral) porosa densa (composta)

Figura 13— Diferentes morfologias de membranas sintéticas (MULDER, 1996).

Membranas assimétricas

Em funcdo da forca motriz utilizada para transporte das espécies através da
membrana e dos aspectos morfolégicos da membrana € possivel caracterizar os diferentes
processos de separacdo. Em membranas porosas, onde as espécies presentes devem ser
inertes ao material da membrana, estas sdo transportadas tanto de maneira convectiva
(fluxo viscoso) como difusiva em funcéo do tipo de forca motriz utilizada. Por exemplo,
processos com membranas porosas onde a forca motriz € unicamente a diferenca de
pressao, o transporte é especificamente convectivo, como a microfiltracdo, ultrafiltracdo e
nanofiltracdo. Por outro lado, se a for¢a motriz for a diferenca de concentracéo (dialise) o
transporte das espécies ocorre por difusdo através dos poros (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006).

Ja em membranas densas o transporte depende da afinidade das diferentes espécies
a serem separadas com o material da membrana (etapa termodinamica) e da difusdo das

mesmas através do filme polimérico (etapa cinética). Exemplos de processos em que a
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forca motriz é caracterizada pela diferenca de concentragdo em membranas densas podem
ser citados: osmose inversa, pervaporacdo e permeacdo de gases. Nestes casos, o fluxo
permeado é sempre de natureza difusiva, uma vez que a membrana nao apresenta poros na
interface com a alimentacdo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). A classificacdo
dos processos de separacao por membranas pode ser observada na Tabela 4.

Dentre os PSM, a microfiltracdo € um processo que utiliza membranas porosas e 0
gradiente de pressdao como forca motriz para a retencao de particulas com diametros entre
0,1 e 10 um, situando-se entre a filtracdo convencional e a ultrafiltracdo (BAKER, 2004;
HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; MULDER, 1996).

A primeira grande aplicacdo da microfiltracdo foi durante a Segunda Guerra
Mundial para obtencdo de agua potavel (BAKER, 2004). Atualmente, a microfiltracdo é
utilizada em vérios setores da industria, como na alimenticia para a clarificacdo e
esterilizacdo de sucos, vinhos e cerveja, ou na farmacéutica para a concentracdo e
esterilizacdo de farmacos (FRANCA NETA, 2005).

Na ultrafiltracdo o tamanho molecular dos solutos varia de 0,1um e 0,001um, que
correspondem a aproximadamente 500 a 300.000 Daltons que se acumulam sobre a
superficie da membrana. O fluxo através da membrana é controlado mediante a pressdo
exercida sobre o liquido a ser filtrado e pode variar de 1,0 e 7,0 bar (FELLOWS, 1994;

MEMBRANE SEPARATIONS, 1999).



Tabela 4 — Diferentes tipos de processos de separacao por membranas.

. . . Material R
Motriz Material Reti Apli
Processo Forca Mo aterial Retido Permeado plicacoes
vt om PR
Gradiente de suspensao, < . ) Gao d
x bactéri Agua e sais vinhos e cervejas
Microfiltracdo pressao acterias. dissolvidos * Concentracdo de
(0,5-2 bar) Massa molar células
>500x10%g/mol . "
* Oxigenacao de
sangue
Gradiente de - soluveis de a
x Macromoléculas . proteinas
. « pressdo baixa massa ~
Ultrafiltracéo Massa molar * Recuperagao de
(1 -7 bar) 3 molecular, .
> 5x10° g/mol , pigmentos
acucares ~
* Recuperacao de
6leos
Gradiente de Moléculas de Agua, sais e * Purificagdo de
Nanofiltracio pressdo massa molar moléculas de enzimas
¢ (5 - 20 bar) média entre 500 e baixa massa * Biorreatores a
2x10%g/mol molecular. Membrana
* Dessalinizag¢ao
Gradiente de Todo material de aguas
pressdo soltvel ou em * Concentragdo de
Osmose Inversa (15— 80 bar) suspenséo Agua suco de frutas
*Desmineralizacdo
de aguas
. fonse .-
Guderiece  MOSUES  onios e RS -
Didlise concentragao . baixo peso -
maior que molecular * Recuperagdo de
5x10°g/mol NaOH
Gradiente de Macromoléculas ) « Concentragdo de
Eletrodialise potencial e compostos ndo lons solugdes salinas
elétrico ibnicos * Purificagdo de
aguas
Gradiente de * Recuperagdo de
x hidrogénio
x pressao/ , . . ~
Permeacéo de - Gas menos Gas mais * Separacdo
Gases Gradiente de ermeavel ermeavel CO,/CH4
concentragio P P 2
* Fracionamento
do Ar
Pressdo de Liquido menos Liquido mais Desidratacio d
Pervaporago vapor permeével permeével esidratagao de

alcoois

Fonte: adaptado de Habert; Borges; Nobrega (2006).
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O aumento da diferenca de pressdo através da membrana propicia 0 aumento do

fluxo convectivo de soluto e de solvente, mas também intensifica o aumento de
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concentracdo de soluto proximo a superficie da membrana, criando uma resisténcia ao
escoamento do solvente. Esta condicdo é influenciada pela velocidade de escoamento,
concentracdo de soluto na alimentacdo e pela temperatura. O aumento da concentracédo do
soluto préximo a superficie da membrana é denominado de polarizacdo de concentracao.

A polarizacdo de concentracdo € intrinseca ao processo de microfiltracdo e limita o
fluxo permeado. Outro fator que reduz o desempenho do processo e sua utilizagdo mais
ampla esta relacionado a reducdo do fluxo permeado com o tempo de operacdo devido a
formacdo de incrustacdes (fouling) (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; MULDER;
1996). Este fendbmeno ocorre quando as particulas carregadas pelo fluxo sdo depositadas na
interface do filtro, ou movidas para o interior deste, constituindo uma zona de menor
permeabilidade que na regido do fluxo livre anterior ao filtro (NOGUEIRA; VENTURINI
FILHO, 2005).

Os sistemas de microfiltracdo e ultrafiltracdo podem ser operados de duas formas
distintas conforme Figura 14: a operacdo com filtraco convencional, em que a
alimentacdo é forcada perpendicularmente a superficie da membrana (dead end filtration) e
a operacdo com filtracdo tangencial, em que a alimentacdo escoa paralelamente a

superficie da membrana ( cross flow filtration ).

alimentacao alimentagdo _ concentrado
concentrado . e — — —
=y —_
. . o= —-'W_ =
permeado
0 permeado U (a) @ @ )

Figura 14 — Modos operacionais em membranas: (a) Convencional; (b) Tangencial Habert;
Borges; Nobrega (2006).
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Alguns trabalhos utilizando membranas na purificacdo de hidrolisados podem ser
encontrados na literatura como o trabalho desenvolvido por Sjoman et al. (2008), que
demonstraram o0s beneficios da utilizacdo de membranas planas como uma técnica
promissora para obtencdo de D-xilose pura.

Wickramasinghe; Grzenia (2008) mostraram que 0 uso de membranas adsortivas e
resinas de troca ibnica visando a remocdo de acido acético em hidrolisados
hemiceluldsicos pré-tratados com correcdo de pH e carvao ativado foram eficientes

reduzindo a presenca deste contaminante no meio.

2.6.4 Resinas de troca ibnica

Troca I6nica é a transferéncia de ions especificos desde uma solucéo aquosa pouco
concentrada para outra (mais concentrada), por meio de uma resina. O processo utiliza
como base o fendbmeno de uma resina ser capaz de trocar seus ions, fracamente ligados, por
outros provindos da solucdo aquosa quando a resina e a solugédo sao colocadas em contato.
Geralmente é entendido como a troca de ions de carga de mesmo sinal entre uma solucédo e
um material insolivel em contato com ela. O sélido (trocador de ions) contém seus
proprios ions e, para que a troca se processe com rapidez necessaria e de maneira
extensiva, o sélido deve ter uma estrutura molecular aberta e permeavel, de modo que os
ions e as moléculas do solvente possam circular livremente pela estrutura (MENDHAM et
al., 2002).

Dentre os trocadores de ions com aplicagfes especiais encontram-se as resinas de
troca i0nica. Para que estas resinas tenham aplicacbes nos processos quimicos, elas
necessitam apresentar propriedades em comum: insolubilidade em agua e em solventes
organicos, conter ions ativos (ou contra-ions) capazes de troca reversivel com outros ions
em solucdo e ndo sofrer modificacdo fisica apreciavel. A resina de troca ibnica € um

polimero complexo cuja carga elétrica € exatamente neutralizada pelas cargas dos contra-
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ions. Esses ions s&o cations em um trocador de cations e anions em um trocador de anions
(MENDHAM et al., 2002).

Além da classificacdo por trocadores de ions, as resinas também sdo classificadas
segundo seus grupos funcionais: catidnica acido forte, catiénica acido fraco, anionica base
forte e anibnica base fraca, conforme apresentado na Tabela 5. A defini¢cdo de fraca ou
forte ndo depende da resina, mas da natureza do ion fixado na matriz polimérica.

A capacidade de troca maxima das resinas é um parametro importante no processo
de troca ibnica e varia segundo as caracteristicas das resinas, relacionando o tamanho dos
poros e a area superficial com as caracteristicas das solugdes a serem tratadas (densidade e
viscosidade). Esta capacidade ¢ influenciada também pelos canais preferenciais que podem
se formar no leito das resinas, pelo fluxo de alimentacdo empregado, pelas obstrucdes ao
longo do leito e pela eficiéncia de regeneracéo (VINALS, 2001).

As resinas sdo comercializadas na forma idnica como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Classificagdo de Resinas de troca idnica ( SOTO et al., 2011; HARLAND, 1994)

Classificagédo Grupo Funcional Forma I6nica
Catidnica &cido forte -S0™ -SO; H*, -SO;3" Na*
Catibnica acido fraco -COO -COO'H*

Anionica base forte Tipol -CH,N(CHa)s" -CH,N(CHa)s"CI
Aniodnica base forte Tipo2 -CH;N(CHa)o(CH,CH;0H)™  -CH,N(CHg),(CH,CH,0H)"CI’
Anibnica base fraca -CH,NH(CHa)," -CH,N (CH3),"
-CH,NH(CHa),"CI

A seletividade das resinas depende de fatores como a valéncia e o tamanho do ion
trocado, a forma ibnica da resina, a forca ionica total da solu¢do, o empacotamento das
resinas, o tipo de grupo funcional e a natureza dos ions ndo trocados. A seguinte sequéncia
representa a ordem de afinidade de diferentes resinas por ions que se encontram em

solucdes diluidas segundo HARLAND (1994):



61

e Resinas catibnicas, acido forte (estirénica-sulfonato):

Ag">Cs*>K*"*>NH,>Na">H">Li* Ba**>Pb"*>Ag**>Sr*>Ca"*>Ni**>Cd*"*>Cu**>Co**>
Zn+2>|\/|g+2>CS+;

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

o Resinas anibnicas, base forte tipo 1 (estirénica-amonio quaternario):

S0, 2>HS0, >NOz>Br>CI>HCO5>HsiOs>F>0H", SO, *>CI0,>CIO>NOs’;

o Resinas anibnicas, base forte tipo 2 (estirénica-amoénio quaternario):

S0, ?>HS0,>1">NO3>Br>CI'>HCO3> OH>HsiO3>F, SO, *>CI0,>CIO>NOs’;
o Resinas anidnicas, base fraca (estirénicas-amina):
OH™>>S0,2>HSO,>I">NO3>Br>CI>F.

Estudos mostram a eficacia do tratamento com resinas de troca idnica o que
significa uma melhora na fermentacdo de hidrolisados lignocelul6sicos. (LARSSON et al.,
1999; NILVEBRANT et al., 2001). Processos com resinas de troca idnica tém sido
extensivamente usados para reduzir a concentracdo de elementos toxicos em muitas areas
da tecnologia e sdo geralmente utilizadas em colunas. Elas diferem de outros processos de
destoxificacdo devido a sua capacidade de remover compostos organicos e inorganicos
(LARSSON et al., 1999). Além disso, as resinas podem ser regeneradas e usadas
novamente sem afetar a eficiéncia do tratamento, diminuindo o custo global (VILLAREAL
et al., 2006).

O tratamento de neutralizacdo e/ou purificacdo de hidrolisados hemicelulésicos
com resinas de troca idnica, remove eficientemente ndo s6 a cor, mas também compostos
fenolicos, acidos organicos e inorganicos, compostos furanicos e metais que sao inibidores

do processo fermentativo e ndo apresenta o problema de perda de D-xilose parecendo ser
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um método promissor para o tratamento de hidrolisados hemicelulosicos (CARVALHO;
ALMEIDA e SILVA, 2002).

As Resinas de troca anidnica, como a apresentada na Figura 15, tém sido
largamente utilizadas para remover acido acético de hidrolisados hemiceluldsicos

(CARVALHO et al., 2004; NILVEBRANT et al., 2001).

° ion fixo
O Contra-ion

—— Estireno

ww» Ligacdes cruzadas

Agua de hidratacéo

Figura 15— Estrutura superficial e interna de uma resina anionica.

Em estudos realizados por Carvalho et al., (2004) no tratamento de bagaco de cana-
de-aclcar usando quatro tipos de resinas de troca idnica(A-103 S, A-860 S, Applexion
cation e Applexion anion) ocorreu uma remocdo de 82,1% de furfural, 66,5% de HMF,
61,9% de lignina soltvel, 100% de cromo, 46,1% de zinco, 28,5 % de ferro, 14,7% de
sodio e 3,5% de niquel. Os aglcares ndo foram removidos por este tratamento e cada resina
agiu especificamente em certo tipo de composto. Resinas de troca anidnica foram muito
eficientes removendo furfural, HMF e lignina solGvel tornando assim o hidrolisado apto
para a fermentacéo pela levedura Candida guilliermondii.

Canilha; Silva e Solenzal (2004) também confirmaram a eficiéncia da utilizacdo de

resinas Purolite MN-150 (adsorcdo), Purolite A-860 (anidnica), Applexion (catibnica) e
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Applexion (anidnica) nesta sequencia e ao compara-las com carvéo ativo, utilizado no
tratamento de hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-agucar. O hidrolisado
tratado com carvao ativo obteve um rendimento de D-xilose a xilitol de 0,667 g/g com uma
produtividade de 0,505¢/L, enquanto que o hidrolisado tratado com as resinas apresentou
um rendimento de D-xilose a xilitol de 0,759 g/g e uma produtividade de 0, 681 g/L.h.

Martinez et al. (2007) mostraram que o hidrolisado tratado com resinas de troca
ibnica na seguinte ordem (MN-150 adsorcdo, A-860S anibnica forte, C-155S catidnica
forte e A-103S anidnica fraca) forneceu um licor rico em D-xilose obtendo uma
produtividade de 0,478g/L.h e um rendimento de 0,7502 g/g de xilitol.

Magacho (2009) utilizando processos de separacdo combinados comprovou a
eficiéncia da utilizacdo de uma sequéncia de resinas de troca idnica, as quais foram
importantes na reducdo dos compostos inibitorios e redugdo da cor. Um licor rico em D-
xilose foi obtido apds os tratamentos combinados obtendo um rendimento de 0,68 g/g em
xilitol e 0,30 g/g etanol.

Segundo os estudos comparativos entre diferentes métodos de destoxificacdo de
Chandel et al. (2007) as resinas de troca idnica apresentaram os melhores resultados na
remocdo de furanos, fendlicos e é&cido acético, que pode ser observado no maior
rendimento do etanol produzido 0,482 g/g e a produtividade de 0,361 g/L.h.

Diante do exposto, e devido a crescente importancia da obtencdo de derivados de
maior valor agregado a partir de bagaco de cana-de-agUcar, este trabalho visa associar as
técnicas apresentadas, sendo elas, coagulagdo/floculacdo de impurezas coloidais, processo
de separacdo por membranas e resinas de troca ibnica a fim de obter um método de
purificacdo combinado para reduzir os contaminantes capazes de afetar esta bioconversao

partindo de um hidrolisado hemicelulosico.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar o uso de diferentes processos de purificacdo combinados visando a
destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de cana-de-agUcar para seu aproveitamento

em processos biotecnoldgicos.

3.2 Objetivos Especificos

v A partir de um hidrolisado ndo concentrado (original) estudar os efeitos de
diferentes agentes coagulantes/floculantes sintéticos e naturais (policloreto de aluminio,
quitosana e tanino) e, com o auxilio de planejamento experimental baseado em
fundamentos estatisticos, avaliar a influéncia do pH, temperatura e concentracdo dos
coagulantes utilizando como variaveis de resposta a concentracdo de compostos fendlicos e
a area espectral (indicativo de cor);

v Estudar o uso de processos de separacdo por membranas de microfiltracdo para
a remocdo de materiais em suspensao ainda presentes no hidrolisado e ultrafiltracdo para
remocgédo de materiais de alta massa molecular que est&o solubilizados no hidrolisado;

v Avaliar a eficiéncia do uso de resinas de troca idnica (catidnicas e anidnicas em
série) para a remocao dos contaminantes residuais ainda presentes no hidrolisado tratado
por membranas;

v Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-

de-acucar tratado pelos métodos apresentados, na producédo de etanol e xilitol.
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4 Material e Métodos

4.1 Materiais e Equipamentos

e Bagaco de cana-de-agucar in natura recém-processado proveniente da Usina
Acucareira Furlan S/A (Santa Barbara D’Oeste — SP);
e Oxido de calcio comercial;
e Acetonitrila Merck grau CLAE;
e Agua ultrapura (MILLIQ ®);
e Acido Sulfdrico P.A;
e Acido Acético Merck grau CLAE;
e Cloreto de Sodio P.A;
e Hidroxido de Sodio P.A;
e Acido Cloridrico P.A;
e Coagulantes/floculantes:
Policloreto de aluminio (PAC), gentilmente cedido pela Pan-Americana
S.A. IndUstrias Quimicas.
Quitosana massa molecular média (Aldrich-Sigma).
Tanino (Kuriflock — Kurita do Brasil Ltda.).
e Resinas de troca i6nicas, gentilmente cedidas pela Rohm & Haas (Dow Chemical
Company):
Amberlyst 15 Wet — catibnica forte na forma H;
Amberlite 252 Na — cati6nica fraca na forma Na*;
Amberlite IRA 96 — anionica fraca na forma OH;

Amberlite FPA 98 — anibnica forte na forma CI".



66

Reator Piloto de 360 L em aco inoxidavel AISI 316;

Membranas de microfiltracdo (0,2 um) plana de polieterimida PAM membranas;
Membranas de Ultrafiltragdo (100 kDaltons) plana de polietersulfona PAM
Membranas.

Agitador mecanico IKA;

Cone imhoff;

Balanca Analitica GEHAKA AG 200;

Balanca analitica de umidade METTLER TOLEDO modelo HB43-S;

Placa de agitacdo magnética/aquecimento Quimis;

Condutivimetro Cole Parmer com 500;

Rotaevaporador Buchi 150;

Bomba de Vacuo GoldSun;

Cromatografo Varian ProStar modelo 500, empregando detector de indice de
refracdo Varian e detector de UV visivel marca Varian;

Colunas cromatograficas Aminex HPX 87H (300x7,8 mm, BIO-RAD) e C-18
(250x4,6mmzx1,4”mm Microsorb);

Cromatdgrafo de fons Metrohm 881 Compact IC pro;

Espectrometro de fluorescéncia de raio-x por energia dispersiva Shimadzu modelo
EDX 720/800 HS;

Espectrofotémetro Varian, Cary 50 conc;

Espectrofotdmetro Hitachi U 1800;

Shaker Tecnal TE-420

pHmetro — Mettler Toledo FE20/EL20.
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4.2 Obtencédo do Hidrolisado hemicelul6sico original

A hidrolise foi realizada em um reator de aco inoxidavel AISI 316 com volume 360

L, equipado com camisa de 6leo térmico para aquecimento indireto (Figura 16).

Figura 16- Reator piloto utilizado para a obtencéo do hidrolisado hemicelulésico.

O reator foi operado em regime descontinuo e as condi¢Ges de hidrolise foram:
temperatura de 121°C; tempo de rea¢do de 10 minutos; 100mg de acido sulfurico (98%)
para 1g de bagaco (matéria seca) e uma proporcao entre massa seca de bagaco e volume de
solucdo &cida de 1:10. Apos a hidrélise o material foi filtrado para remocéo de particulas
solidas presentes no liquido. O hidrolisado foi resfriado, caracterizado e armazenado em
camara fria a uma temperatura de 4°C aproximadamente. Este material obtido foi
caracterizado quanto aos valores de pH, concentracdo de agucares, furfural, HMF, &cido

acético, compostos fendlicos e area espectral em todas as etapas de tratamento.
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4.3 Coagulacao/Floculacéo do hidrolisado hemicelul6sico original

Primeiramente, empregou-se um planejamento fatorial fracionado 2°* com trés
experimentos no ponto central. As variaveis de controle e os niveis escolhidos sdo
apresentados na Tabela 6. Em seguida foi aplicado um planejamento do tipo Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), ou seja, planejamento fatorial 2° com 6 ensaios nos
pontos axiais e trés ensaios no ponto central (Tabela 7).

No planejamento experimental DCCR a temperatura de reacdo permaneceu constante
em 40°C. Os ajustes de pH foram realizados com éxido de célcio e o tempo de agitacdo foi
fixado em um minuto de agitacéo rapida (80% da poténcia da placa de agitacdo) e quinze
minutos de agitacdo lenta proximo de 50 rpm (KOBLITZ, 2008). Ap6s 24 horas sob
agitacdo intermitente (15 de agitacdo por 45 de repouso) o hidrolisado foi separado da

fracdo sedimentada.

Tabela 6-Variaveis de controle do Planejamento fatorial fracionado 2°*.

Variavei Niveis

ariaveis 1 0 1
pH 5 7 9
Temperatura (°C) 25 40 55
PAC (mg/L) 0 10 20
Quitosana (mg/L) 0 12,5 25
Tanino(mg/L) 0 50 100

Tabela 7— Variaveis do segundo planejamento experimental (DCCR).

Variaveis Niveis

-1,68 -1 0 1 1,68
pH 7,0 7,6 8,5 9,4 10,0
Quitosana (mg/L) 12,0 17,2 25,0 32,7 38,0
PAC (mg/L) 5,0 12,1 22,5 32,9 40,0

Na Tabela 8 é apresentada a matriz do planejamento fatorial fracionado 2°*, e a
Tabela 9 mostra a matriz experimental do DCCR, ambas realizadas para a etapa de

coagulacéo e floculacgéo.
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As variaveis de resposta utilizadas para todos os experimentos foram concentracdo

de compostos fendlicos e area espectral. O tratamento estatistico dos dados foi realizado

com o auxilio do software MINITAB® 15.0 e do software Statistica®.

Tabela 8 — Matriz experimental do planejamento fatorial fracionado 2°*

Ensaios Quitosana Tanino PAC oH Temperatura
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (°C)
2 -1 1 -1 1 1
3 1 1 1 1 1
4 -1 -1 1 1 1
5 1 _1 _1 _1 _1
6 -1 1 1 1 -1
! 1 -1 1 1 1
8 -1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 1
10 -1 _1 1 1 1
11 1 -1 1 -1 1
12 -1 1 1 -1 1
13 1 1 _1 1 _1
14 -]_ _1 1 _1 _1
15 1 1 -1 -1 1
16 -1 -1 -1 1 1

Tabela 9— Matriz experimental do Delineamento Composto Central Rotacional

Ensaios pH Quitosana (mg/L) PAC (mg/L)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 -1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
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4.4 Tratamento do hidrolisado coagulado/floculado por Membranas

Os experimentos foram realizados objetivando a determinacdo do melhor
procedimento operacional dos tratamentos por membranas em termos de fluxo permeado e
grau de purificacdo dos permeados (Figuras 17 e 18).

A membrana de microfiltracdo (MF) foi do tipo fibra oca em polieterimida (PEI)
com 0,45um de diametro de poros e a de ultrafiltracdo (UF) também do tipo fibra oca em

polietersulfona (PES) com ponto de corte de 100 kDaltons .

Hidrolisado Hidrolisado
Coagulado/floculado Coagulado/floculado
Concentrado MF Concentrado UF
\L Permeado MF \l/ Permeado UF

Figura 17— Processo de separagdo por membranas a serem utilizados (MF — microfiltracéo e UF
— Ultrafiltrag&o).

Membranas ‘ Manoémetro

M Rotametro

Bomba de
recirculacao

Figura 18 — Sistema de permeacao por membranas utilizado e respectivo médulo de membranas.
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4.5 Caracterizacao das resinas de troca i0nica

As resinas de troca ibnica utilizadas possuem estrutura macrorreticular e matriz de
estireno-divenilbenzeno. A resina Amberlyst 15 (cationica forte na forma H+), a Amberlite
252 (catibnica fraca na forma Na’), a Amberlite FPA ( anionica forte na forma CI") e a
Amberlite IRA ( anibnica fraca na forma OH-) possuem capacidade de troca de 1,70 eq.L"

11,80 eq.L? 0,80 eq.L™ e 1,25 eq.L™, respectivamente, de acordo com o fabricante.

45.1 Determinacdo de Massa Especifica

A tara de uma proveta foi determinada e em seguida pesou-se 25 mL de cada resina

determinando-se a massa especifica de cada resina em kg/L.

4.5.2 Determinacdo de massa especifica mida

As resinas foram submetidas a um processo de inchamento em provetas de 250 mL,
previamente pesadas, utilizando-se 100 mL de cada resina para 150 mL de agua
deionizada, por 24 horas. Ap6s a umidificacdo das resinas, a agua deionizada excedente foi
retirada da proveta com o auxilio de pipetas, e as massas Umidas de cada resina foram

determinadas em balanca analitica.

4.5.3 Determinagdo do volume de inchamento

Em uma proveta de 250 mL foram adicionados 100 mL de resina original e 150 mL
de agua deionizada. O volume final ocupado pela resina foi verificado apds 24 horas. Este

valor indica a quantidade de agua absorvida pela resina original e seu volume de expanséo.

45.4 Determinagdo de umidade original

Uma massa de aproximadamente 3g de cada resina foi submetida a determinacdo da
umidade em analisador de umidade halogeno METTLER TOLEDO modelo HB43-S. Este

equipamento opera segundo o principio termogravimétrico. Quando ndo ha mais perda de
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agua e a massa permanece constante, a balanca exibe a quantidade de umidade evaporada e

0 peso de matéria seca da referida amostra.

4.6 Tratamento com resinas de troca ibnica

Seguindo a metodologia proposta por Magacho (2009) o hidrolisado tratado por
membranas foi submetido ao tratamento com quatro resinas (duas catibnicas e duas
aniénicas) em série, sendo elas: Amberlyst 15 Wet — catidnica forte na forma H* (R1);
Amberlite FPA 98 — ani6nica forte na forma CI'(R2); Amberlite 252 Na — catidnica fraca
na forma Na* (R3); Amberlite IRA 96 — anibnica fraca na forma OH™ (R4).

O Volume de Leito (VL) utilizado para cada resina foi de 500 mL, sendo avaliado
o perfil de purificacdo por VL. O hidrolisado percolado foi coletado em porc¢des de 500 mL
avaliando a condutividade, o pH, a concentracdo de aclcares e concentracdo de
contaminantes.

Inicialmente, as resinas de troca ibnica foram hidratadas com &gua deionizada,
sendo mantidas nestas condi¢des por 24 horas antes de serem usadas. As colunas foram
alimentadas com as solucdes regenerantes, agua e hidrolisado de forma manual tendo
como forga motriz a acdo da gravidade (FERREIRA et al., 2005).

O ciclo de operagdo para o trabalho com resinas foi realizado a temperatura
ambiente e os seguintes passos foram seguidos:

1. Lavagem Preliminar I: Eliminacao de particulas de impureza das resinas que foram
utilizadas pela primeira vez, a uma vazao constante de 0,1 VL/min;

2. Regeneracdo Preliminar: Vazdo constante de 0,05 VL/min da solugdo regenerante
(Tabela 10) através do leito das resinas;

3. Lavagem Preliminar II: Eliminacdo do regenerante residual com agua deionizada

para ndo deixar carga adicional, a vazdo constante de 0,1 VL/min;
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4. Rinsagem: Apoés a lavagem percola-se o proprio hidrolisado na mesma vazao do
tratamento numa quantidade tal que a concentragdo de D-xilose na saida seja
aproximadamente igual a concentracdo da solucdo de alimentacdo. Esta etapa tem como
objetivo saturar a resina com o0 agucar de interesse, a fim de manter aproximadamente
constante a concentracao do hidrolisado.

5. Tratamento: O hidrolisado a ser tratado foi alimentado manualmente através da
coluna a vazdo constante de 0,05 VL/min, até alcancar o estado de equilibrio entre os ions
trocados pela resina e a solucdo tratada (esgotamento da resina).

6. Lavagem I: 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 VL/min e volume fixo;

7. Regeneracdo: Vazdo constante de 0,05 VL/min da solucdo regenerante atraves do
leito de resinas;

8. Lavagem II: Eliminacdo do regenerante residual com agua deionizada para nédo
deixar carga adicional, a vazdo constante de 0,1 VL/min.

Tabela 10- Solucdes utilizadas para regeneracéo das resinas de troca iénica.

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

O esgotamento da capacidade da coluna foi determinado quando mudancas
significativas no pH e na condutividade do percolado ndo foram notadas em relacdo a

alimentacéo.
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4.7 Concentracao do hidrolisado purificado

O hidrolisado purificado obtido foi submetido ao processo de concentracdo sob
vacuo, a uma temperatura de 65°C + 5 °C com o objetivo de aumentar a concentracdo de
acucares fermentesciveis, principalmente D-xilose. Para o processo de concentragdo foi
utilizado um rotaevaporador a vacuo. O hidrolisado purificado teve seu volume inicial
reduzido trés vezes. O hidrolisado concentrado foi caracterizado e utilizado nos testes de

bioconversao.

4.8 Testes fermentativos do hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar

purificado

4.8.1 Microrganismos e preparo dos indculos

Os experimentos foram realizados com as leveduras Candida guilliermondii FTI
20037 (ATCC 201935) e Pichia stipitis NRRL Y-7124, cedidas pelo Grupo de
Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBio) EEL-USP, obtidas a partir de culturas
estoque mantidas em &gar extrato de malte a 4°C. O inbculo de células de Candida
guilliermondii foi obtido a partir de culturas estoque, repicadas em agar extrato de malte
(incubadas por 48 horas). Uma alcada de cultura repicada foi transferida para frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultivo constituido de: 30,0 g/L de D-
xilose, 3,0 g/L de sulfato de amonio, 0,1 g/L de cloreto de calcio di-hidratado e 20,0 v/v de
extrato de farelo de arroz preparado previamente. O cultivo foi realizado em incubadora de
movimento rotatorio com agitacdo de 200 rpm, a 30°C por 24 h. As células foram
recuperadas por centrifugacdo, lavadas em &agua destilada esterilizada e centrifugadas
novamente com posterior descarte do sobrenadante. Em seguida, foi adicionada agua
estéril para preparar uma suspensao de células que foi utilizada como indculo (FARIA,

2000).
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Para a levedura Pichia stipitis uma al¢ada de cultura repicada foi transferida para
frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio e a formula¢do do meio de cultivo
sofreu algumas alteracfes em sua composicdo: 30 g/L de D-xilose, 1,0 g/L de sulfato de
magnésio heptahidratado, 3 g/L de fosfato acido de aménio e 3,0 g/L de extrato de

levedura (SILVA, 2007).

4.8.2 Meios de Fermentacado

Os testes de fermentag@o foram feitos em dois substratos distintos, sendo eles: meio
sintético, hidrolisado hemicelulésico concentrado e suplementado, com teor aproximado de
70 g/L de D-xilose e com 0s mesmos nutrientes empregados no preparo dos indculos e
distribuidos em frascos Erlenmeyer de 250 ml com 100 mL de meio cada. Cada frasco foi
inoculado com 1 g de células suspensas em agua destilada estéril. As fermentagdes foram
realizadas durante 196 h para Candida guilliermondii e 144h para Pichia stipitis, a 30°C e
200 rpm em agitador orbital. As amostras foram coletadas em intervalos de 24 h

(MAGACHO, 2009).

4.9 Meétodos Analiticos

4.9.1 Determinacao do teor de carboidratos

A determinacgéo do teor de carboidratos no hidrolisado foi feita por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As amostras foram diluidas e filtradas em membrana
de 0,45um e seguidas de cartucho Sep Pak C18 e encaminhadas ao cromatdgrafo com um
detector de indice de refracdo, empregando uma coluna Aminex HPX87H (300x7,8 mm,
BIO-RAD). Como fase mdvel foi empregado H,SO, 0,005 mol/L com vazéo de 0,6

mL/min a 45°C e volume de amostra 20 mL, assim as concentragdes de D-glicose, D-
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xilose, L-L-arabinose e acido acético foram determinadas. Todas as analises foram
realizadas em duplicata.

A conversdo em equivalentes de celulose, hemicelulose e grupos acetil foi obtida
pela correcdo das concentracBes obtidas por CLAE considerando a massa seca do material
inicial e os fatores de hidrolise. Os fatores de conversdo de D-glicose e celobiose para
celulose séo 0,9 e 0,95, respectivamente. Da mesma forma, D-xilose e L-arabinose foram
convertidos a hemicelulose e os fatores usados foram 0,88 e 0,88, respectivamente. Para o

acido acético a conversao utilizada foi de 0,72.

4.9.2 Determinacao do teor de furfural e HMF

O furfural e HMF presentes no hidrolisado acido foram analisados por CLAE. As
amostras foram devidamente diluidas e filtradas em membrana de 0,45um e encaminhadas
ao cromatdgrafo com detector de UV visivel empregando uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm
Microsorb), e como fase movel, solucdo se acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1% de acido
acético, num fluxo de 0,8mL/min a 30°C; volume de amostra 20uL. Todas a analises foram
realizadas em duplicata

As concentracdes de furfural e HMF foram obtidas a partir de curvas de calibragéo
tracadas para cada componente sendo convertidos em equivalentes de hemicelulose e
celulose, e os fatores de conversdo aplicados foram 1,3749 e 1,2857, respectivamente

(ROCHA, 2000).

4.9.3 Determinacédo de lignina insoluvel em meio acido

Para determinacdo da lignina insolivel em meio &cido foi utilizado o método
Klason modificado (ROCHA et al., 1997). As fracdes foram secas em estufa a 105°C, com
granulometria de 0,250 mm (60 mesh) para bagaco bruto. O bagaco foi extraido em

sistema soxhlet empregando como solvente o etanol hidratado 92,8° INPM. O bagaco
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extraido foi seco em estufa a 105°C até massa constante a qual foi determinada em balanca
analitica.

Uma amostra de aproximadamente 2,0 g de matéria-prima sem umidade adicionada
em um béquer de 150 mL, juntamente com 10 mL de &cido sulfurico (H2SO4) 72%, e
assim, submetido a hidrolise &cida a 45°C. Agitou-se a mistura com bastéo de vidro por 7
min. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 50 mL de agua destilada. A amostra foi
transferida quantitativamente para um erlenmeyer de 500 mL elevando-se o volume de
agua para 275 mL. Para a completa hidrélise de oligbmeros o erlenmeyer foi fechado com
papel aluminio e autoclavado por 15 min a 1,05 atm. Apds a descompressdo, o frasco foi
retirado da autoclave e levado a temperatura ambiente (ROCHA, 2000).

O hidrolisado foi separado dos solidos por filtracdo utilizando-se papel de filtro
previamente tarados. O hidrolisado foi recolhido em baldo de 500 mL, e o material retido
contido no papel de filtro foi lavado com porcdes de agua destilada até o volume do baléo.
Este baldo foi armazenado para andlise posterior. A lignina presente no papel de filtro
(parte insolavel) foi lavada com agua destilada até que sulfatos ficassem ausentes
(aproximadamente 1500 mL) e, entdo, secas em estufa a 105°C até se obter peso
constante.

A solucdo foi armazenada para analises posteriores de lignina solavel, carboidratos,

furfural e HMF.

4.9.4 Determinacdo de lignina soltvel

Para determinacdo de compostos fenolicos (lignina soltvel), uma aliquota
de 5 mL do hidrolisado obtido foi alcalinizada com com NaOH 6,5 mol/L até atingir pH
12,5 e diluida em baldo volumetrico de 50 mL. A absorbancia a 280 nm foi determinada
em Espectrofotémetro Varian, Cary 50 conc, utilizando como referéncia agua destilada pH

12,5. Determinou-se a concentracdo de lignina soltvel a partir da Equacdo 1.
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Ciig = 4, 187*10%(Ar-Apy)-3,279*10 Eq (1)
Onde:
Ciiq = concentragdo de ligninaem g.L™*
Aligago = absorbancia da solugéo de lignina, em 280 nm
Apdzso = C1€1 + Cpep: absorbancia, em 280nm, dos produtos de decomposicdo dos aguicares
(furfural e HMF), cujas concentragdes c; e ¢, foram determinadas previamente por CLAE e
€1 e & foram determinados por espectrometria de UV e valem, respectivamente, 146,85 e

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

4.9.5 Determinacao do teor de cinzas

Na determinacdo de cinzas totais foram pesados aproximadamente 2 g do bagaco
em cadinho de porcelana previamente tarado. Em seguida, a amostra foi calcinada
lentamente até 300°C e mais 2h a 800°C, em uma mufla. Por diferenca de massa, o teor de
cinzas foi determinado conforme Equacao 2.

% cinzas = Mc/Ma*100 Eq (2)

Onde: % cinzas — percentual em massa de cinzas;

Mc — massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do
cadinho vazio);

Ma — massa da amostra seca (GOUVEIA et al., 2009).

4.9.6 Determinacao de ions

Os fons Na" K*, Ca', Mg™, CI, SO,? e Fe total foram quantificados por

cromatografia de ions e espectrometria de fluorescéncia de raio-x.
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4.9.7 Determinacao da area espectral

A érea espectral (indicativo de cor) foi determinada por espectrometria de UV-
visivel em um Espectrofotdmetro Varian Cary Modelo 50 conc. Foram realizadas
varreduras nos comprimentos de onda na faixa de 400 nm até 700 nm e a &rea abaixo da

curva gerada calculada.

4.9.8 Determinacgdo da concentracéo celular

A concentracdo celular no meio de fermentacdo foi determinada pela leitura da
densidade dptica (DO) a 600 nm em espectrofotdmetro Hitachi U 1800 e correlacionada
com a massa seca de células (g/L) por meio de uma curva de calibracdo previamente
construida. As medidas foram feitas em suspensdes diluidas, apos centrifugacdo, e

ressuspensdo das células em agua destilada (SILVA, 2007).

4.9.9 Determinacdo dos parametros fermentativos

e Rendimento em produto por D-xilose consumida: Yp/s = AP/AS
e Rendimento em células por D-xilose consumida: Yx/s = AX/AS
e Produtividade volumétrica: Q,= AP/t
e Eficiéncia: n= (Yp/s obtido/ Yp/s te6rico)*100(%).
Sendo:
AP: variagao da concentragao de xilitol/etanol;
AS: variagao da concentragao de xilose;
AX: variagdo da concentragao celular;
t: tempo de fermentacéo;

Ypstedrico = 0,51 para o etanol e 0,917 para xilitol.
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4.9.10 Determinacao das permeabilidades hidraulica e do hidrolisado

A permeabilidade hidraulica em membranas de micro e ultrafiltragdo foram
determinadas a partir da identificacdo do coeficiente angular da reta representativa da
varia¢do do fluxo permeado em funcdo da pressdo aplicada utilizando agua microfiltrada
ou ultrapura. ~ As membranas de microfiltragdo foram submetidas previamente
compactacao.

De maneira similar, foram determinadas as permeabilidades do hidrolisado que se

diferenciam apenas pela ndo utilizagdo de a4gua e sim do material em estudo.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacdo do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acUcar proveniente da Usina Furlan foi caracterizado de acordo
com os métodos analiticos descritos no item 4.9 e sua composi¢do pode ser observada na
Tabela 11.

Tabela 11- Composi¢do do bagaco de cana-de-agucar.

Componentes do bagaco Concentracao (%)
Celulose 39,4+0,6
Hemicelulose 32,7+0,7
Lignina Insoluvel 18,2+ 0,6
Lignina Soluvel 2,56+ 0,13
Cinzas Totais 2,82+ 0,14
Extrativos 3,47+ 0,46
Total 99,2+ 2,6

Segundo Peng et al., (2009) os materiais lignoceluldsicos sdo compostos de 40-45%
de celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 30-35% de lignina. Esta afirmativa é valida para o
bagaco utilizado neste estudo, com excegdo da lignina que apresentou um valor abaixo
destes limites. Contudo, outros trabalhos como Pandey et al, (2000) afirmam que
especificamente o bagaco de cana, dependendo da variedade pode apresentar teores de
lignina mais reduzidos quando comparados a outros materiais lignocelulosicos. Nos
estudos de Cardona; Quintero e Paz (2010) eles afirmam que o teor de lignina varia entre
20-30% concentracdo que pode ser observada no presente trabalho que possui 39,4% de
celulose, 32,7% de hemicelulose e 20,8% lignina total. Diante disto é possivel verificar que
0s teores da caracterizagédo estdo de acordo com a literatura.

No trabalho de Pandey et al. (2000) o bagaco de cana-de-agucar apresentou um baixo
teor de cinzas (2,4%) 0 que representa vantagem em comparagdo com outros materiais

como palha de arroz (17,5%) e palha de trigo (11,0%), ou seja, influenciando pouco na
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composicdo do bagaco. Pode-se observar na Tabela 11 que o bagago utilizado neste

trabalho apresentou um teor de cinzas (2,82%) similar ao apresentado por estes autores.

5.2 Obtencdo do Hidrolisado Hemicelulésico

Duas bateladas de hidrdlise acida branda foram realizadas em escala piloto
totalizando o uso de 40 kg de bagaco seco. No total foram obtidos 240 L de hidrolisado,
volume estimado como suficiente para realizacdo de todo o trabalho. O hidrolisado obtido
para este estudo foi caracterizado e os resultados sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12- Composicao e caracteristicas fisicas do hidrolisado hemicelulésico original

Parametros Hidrolisado
pH 1,31
D-glicose (g/L) 1,22+ 0,02
D-xilose (g/L) 223+0,1
L-arabinose (g/L) 2,06+ 0,01
Furfural (g/L) 0,50+ 0,01
HMF (mg/L) 10,7+0,1
Compostos Fendlicos (g/L) 3,23+ 0,01
Acido Acético (g/L) 4,38+ 0,01
Area Espectral (u.a.) 796+ 1

O principal objetivo do pré-tratamento (hidréolise acida) é solubilizar a fracdo
hemicelulésica da biomassa. Este tipo de pré-tratamento pode ser feito com acido diluido
ou concentrado, mas a utilizacdo de &cidos concentrados é menos atrativa devido a alta
concentragcdo de compostos inibidores formados. Além disso, a corrosdo dos equipamentos
aumenta os custos e reduz a utilizacdo em escala industrial. A hidrolise pode ser realizada
em altas temperaturas (180°C) durante curto tempo, ou em uma temperatura menor
(120°C) e uma retencdo maior (30-90 min). O principal acido utilizado € o sulfdrico, mas
existem trabalhos que investigaram a utilizacdo de outros acidos como o cloridrico, o
nitrico (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010) e o fosférico (GAMEZ et al., 2006).

Além dos agucares monomericos (D-xilose, D-glicose e L-arabinose) e oligbmeros

ocorre também a formacéo de compostos inibidores como o furfural, HMF, acido acético e
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derivados fendlicos. E importante ressaltar que os compostos inibidores gerados durante a
hidrolise com acido diluido estdo em menor concentracdo se comparados a hidrolise com
acidos concentrados. A presenca destes compostos afeta o metabolismo dos
microrganismos no estagio de fermentacdo (ALVIRA et al.,, 2010; CARDONA,;
QUINTERO; PAZ, 2010).

No hidrolisado hemiceluldsico a D-xilose é o acucar predominante e a presenca de
D-glicose pode inibir o metabolismo da D-xilose em algumas leveduras, dependendo da
concentracdo dessa hexose no meio de fermentacdo (SILVA; FELIPE; RODRIGUES,
2004; PREZIOSI-BELLOY; NOLLEAU; NAVARRO, 1997).

O hidrolisado obtido apresentou uma mistura de aglcares contendo 66,91% de D-
xilose, 3,67% de D-glicose e 6,20% de L-arabinose em relacdo a massa seca. O possivel
efeito inibitorio da presenca de D-glicose serd avaliado e discutido no item 5.7 (ensaios
fermentativos).

Segundo a literatura as concentragfes destes compostos variam em funcdo da
biomassa utilizada e das condi¢bes de hidrolise empregadas para que a fracdo
hemiceluldsica seja extraida (SILVA et al., 1998). A presenca de compostos como furfural
e HMF no hidrolisado original confirma a degradacdo parcial de pentoses e hexoses

durante a reagdo hidrolise com &cido diluido.

5.3 Coagulacdo/Floculacdo Seletiva de impurezas coloidais

O hidrolisado proveniente das duas hidrdlises foi homogeneizado e submetido a
etapa de coagulagéo/floculacdo. Esta etapa foi dividida em duas fases com relagcdo ao
planejamento de experimentos e otimizacdo, sendo a primeira baseada em um fatorial
fracionado 2>, com trés experimentos no ponto central, totalizando 19 ensaios (Tabela 8).

Na segunda fase, ap6s andlise dos resultados da primeira sequéncia de experimentos, foi
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proposto um DCCR que consistiu em um planejamento experimental fatorial de 2°, com
trés ensaios no ponto central e seis ensaios nos pontos axiais, totalizando 17 experimentos

(Tabela 9).

5.3.1 Planejamento experimental fatorial fracionado

Considerando os resultados obtidos na primeira fase, onde foram avaliadas as
variagbes dos compostos fendlicos e area espectral (Tabela 13) em conjunto com as
informacdes obtidas pelo tratamento estatistico (Minitab® e statistica) foi possivel avaliar o
grau de significancia de cada variavel de controle, para ambas as variaveis de resposta.

Em relagdo ao primeiro planejamento, com os resultados obtidos no teste de
significancia dos efeitos principais, teste de hipotese, a um nivel de confianca de 95% para
0s compostos fenolicos e para area espectral, foram construidos os diagramas de Pareto
apresentados nas Figuras 19 e 20. Na sequéncia, também foram estimados os valores de p-
valor, responsaveis pela determinacdo da significAncia de cada varidvel em anélise
(Tabelas 14 e 15).

Analisando o diagrama de Pareto para redugdo dos compostos fendlicos foi
observado que a variavel pH e o efeito combinado das variaveis teor de quitosana e pH
foram significativas, pois apresentaram valores de t calculado superiores ao t tabelado de
4,303 ( grau de liberdade 2 e nivel de confianca de 95%). Ainda assim, proximo do limite
de confianga, a variavel de controle concentragdo de PAC pode ser considerada como um
fator influente. No entanto, para a variavel resposta area espectral, ndo foi observada
nenhum variavel de controle com significancia estatistica, sendo as mais influentes o pH e

a interacdo de pH com quitosana, situacdo semelhante a anterior.
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Tabela 13— Condigdes experimentais do planejamento fatorial fracionado e teor de compostos

fendlicos e area espectral.

Quitosana Tanino PAC

Temp. Compostos Fendlicos Area espectral

Ensalos " gy (maiL) (moi) PH ) (a/L) (u.2)
1 25 100 20 9 55 1,26 300
2 0 100 0 5 25 2,34 489
3 25 0 20 9 25 1,91 446
4 0 0 0 9 25 2,32 452
5 25 0 0 5 25 2,50 696
6 0 100 20 9 25 2,19 384
7 25 0 0 9 55 2,21 366
8 0 100 0 9 55 2,50 196
9 25 100 20 5 25 2,29 321

10 0 0 20 9 55 1,99 334
11 25 0 20 5 55 2,42 295
12 0 100 20 5 55 2,35 990
13 25 100 0 9 25 1,82 380
14 0 0 20 5 25 2,47 827
15 25 100 0 5 55 2,55 252
16 0 0 0 5 55 2,27 923
17 12,5 50 10 7 40 1,76 172
18 12,5 50 10 7 40 1,97 636
19 12,5 50 10 7 40 1,80 321
4,303
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Figura 19— Diagrama de Pareto em funcao dos efeitos das concentragdes de compostos fendlicos

para o planejamento fatorial fracionado.

Ainda nos diagramas de Pareto para ambas variaveis de resposta € observado

também que os efeitos secundarios, principalmente onde a quitosana esteve presente,
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apresentaram maior significancia, evidenciando que as interacfes existentes durante a
coagulacao/floculacéo interferem no tratamento estatistico nos niveis escolhidos. Entre os

fatores merecem destaque o pH, PAC e a quitosana.
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Figura 20— Diagrama de Pareto em funcdo dos efeitos para area espectral para o planejamento

fatorial fracionado.

Tabela 14— Determinacéo dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta teor de

compostos fendlicos no primeiro tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padréo t p — valor
Média 2,21 0,03 79,82 <0,0001
Quitosana -0,09 0,03 -3,29 0,081
Tanino -0,05 0,03 -1,77 0,219
PAC -0,10 0,03 -3,69 0,066
pH -0,19 0,03 -6,72 0,021
Temperatura -0,02 0,03 -0,65 0,582
Quitosana x tanino -0,09 0,03 -3,30 0,081
Quitosana x PAC -0,05 0,03 -1,77 0,219
Quitosana x pH -0,13 0,03 -4,83 0,040
Quitosana x Temp. <0,01 0,03 0,31 0,785
Tanino x PAC -0,04 0,03 -1,36 0,306
Tanino x pH 0,03 0,03 -1,24 0,340
Tanino x Temp. 0,02 0,03 0,73 0,541
PAC x pH -0,09 0,03 -3,07 0,092
PAC x Temp. -0,09 0,03 -3,21 0,085

pH x Temp. -0,02 0,03 -0,62 0,596
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Corroborando com as afirmacfes anteriores, na analise dos valores do teste t
(Tabela 14) os Unicos efeitos que apresentaram significancia estatistica (p<0,05) para a
variavel resposta compostos fenolicos foram os fatores pH isolado e a interacdo pH com
quitosana. A quitosana isolada ndo apresentou significancia, no entanto sua interacdo com
0 pH foi significativa, por esta razdo o parametro isolado ndo pode ser desconsiderado,
como afirmado Domenech (2010). Como o teor de PAC apresentou um valor muito
préximo ao limite de significancia (0,066) ele também foi considerado para a adequacao do

modelo.

Tabela 15— Determinacé@o dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta area

espectral no primeiro tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padréo t p —valor
Média 478,10 59,22 8,07 0,0015
Quitosana -96,30 59,22 -1,63 0,245
Tanino -64,20 59,22 -1,08 0,391
PAC 9,00 59,22 0,15 0,893
pH -121,00 59,22 -2,04 0,178
Temperatura -21,10 59,22 -0,36 0,755
Quitosana x tanino -4,70 59,22 -0,08 0,944
Quitosana x PAC -50,50 59,22 -0,85 0,484
Quitosana x pH 111,90 59,22 1,89 0,199
Quitosana x Temp. -57,50 59,22 -0,97 0,434
Tanino x PAC 75,70 59,22 1,28 0,329
Tanino x pH 22,00 59,22 0,37 0,746
Tanino x Temp. 41,70 59,22 0,70 0,554
PAC x pH -0,20 59,22 <0,001 0,997
PAC x Temp. 13,70 59,22 0,23 0,838
pH x Temp. -37,10 59,22 -0,63 0,595

Ainda analisando os resultados da Tabela 14, também foi obtido o coeficiente de
determinacéo (R?) de 98,79% e o coeficiente de correlacdo R de 99,39%. O coeficiente de
determinacdo demonstrou que os fatores escolhidos (pH, temperatura, concentragdes de
Quitosana, PAC e tanino) para o estudo da variagdo de compostos fendlicos no hidrolisado

hemiceluldsico, foram responsaveis por 98,79% da variabilidade da resposta avaliada.
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Através do coeficiente de correlacdo obtido conclui-se que existe uma elevada relacéo
entre os fatores estudados e a resposta compostos fendlicos.

A variavel resposta area espectral ndo apresentou significancia estatistica (p<0,05),
nem mesmo reduzindo o nivel de confiabilidade para 90%. Estes resultados podem ser
explicados considerando, como hipotese, que as substancias organicas remanescentes, apos
tratamento e nas condicdes finais (principalmente o pH) mantiveram intactos seus ndcleos
cromoforos ou, ainda, 0s tornaram mais ativos, promovendo maior absorcao de radiacao na
regido do visivel e, portanto, maior area espectral.

Para a area espectral e com base no tratamento estatistico realizado o coeficiente de
determinacdo foi de 89,23% e o coeficiente de correlacdo igual a 94,46%. Isto demonstra
uma baixa relagdo entre os fatores estudados e a variavel de resposta em estudo, se
comparado ao obtido para a variavel compostos fenolicos.

Outro recurso disponivel com o tratamento estatistico dos resultados é a avaliacao
dos efeitos principais individualizados, para cada variavel resposta (Figuras 21 e 22).
Através da intensidade da inclinacdo das retas obtidas é possivel observar o quanto cada
fator € significativo para 0 modelo dentro dos limites escolhidos. Assim, analisando a
variavel pH constata-se a ocorréncia de maior inclinacdo em relacdo aos demais fatores e
as inclinacgdes para os fatores, e as inclinagdes para as concentragfes de PAC e quitosana
foram menos acentuadas, mas ndo menos significantes. Observa-se também que quanto
maiores as concentragfes de quitosana e PAC maiores as reducbes de compostos
fendlicos.

Analisando os efeitos principais para a area espectral novamente observa-se que o
pH foi a variavel de maior influéncia juntamente com a concentracdo de quitosana. Por
outro lado, a concentragdo de tanino apresentou uma inclinacgdo ligeiramente menor. Com a

menor concentracdo de PAC ocorreu a maior reducdo de &rea espectral, mas sem
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significancia, visto que a inclinacdo foi pequena (Figura 22). Para esta variavel resposta a

temperatura apresentou maior influéncia se comparada com a reducdo de compostos

fenolicos mostrado na Figura 21.
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Figura 21— Efeitos principais em funcdo das concentracGes de compostos fendlicos para o

planejamento fatorial fracionado.
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Em sintese, dos 19 experimentos realizados a partir do planejamento fatorial
fracionado, o que apresentou o melhor indice de remocédo de compostos fenolicos foi o
ensaio um com reducdo de 61,0% deste contaminante, salientando que todos os fatores
foram usados no nivel alto. Ja o ensaio que apresentou a pior remocéo foi o décimo quinto
com reducdo de apenas 21,1%. Neste experimento foram utilizados os maiores niveis de
concentracdo de quitosana e tanino, a maior temperatura, auséncia de PAC e pH reduzido.

Em relacdo a area espectral o melhor resultado foi obtido para o ensaio oito
(excluindo o décimo sétimo, ponto central, utilizado para estimar erros), onde ocorreu uma
reducdo de 75,4% em relacdo a cor, e 0 pior ensaio foi o décimo segundo onde a area
espectral ultrapassou o valor obtido para o hidrolisado original. Isto pode ter ocorrido
devido ao surgimento de novos cromoéforos em funcdo de reacBes com 0s reagentes
quimicos presentes, ou intensificacdo dos croméforos em funcdo de complexos formados

pela incorporacdo dos agentes coagulantes/floculantes.

5.3.2 Planejamento experimental do tipo DCCR

Com base nos resultados obtidos no primeiro planejamento experimental foi,entao,
proposto o segundo planejamento do tipo DCCR como citado anteriormente, utilizando
niveis mostrados na Tabela 9.

Este novo planejamento permite uma investigagdo mais precisa dos efeitos destas
variaveis para remocdo de compostos fendlicos e reducdo da area espectral, por
consequéncia, abrangendo um maior numero de pontos experimentais.

Neste novo planejamento optou-se por estudar niveis de pH mais elevados que o
utilizado no primeiro, pois foi verificado que o melhor pH de trabalho estava proximo de 9.
Critérios semelhantes foram adotados para as variaveis de controle teores de quitosana e

PAC, onde reducdes de compostos fendlicos e area espectral de 61,0% e 62,0%,
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respectivamente, foram obtidas nos valores elevados destas variaveis, no primeiro
planejamento.

Os resultados obtidos neste novo planejamento sdo mostrados na Tabela 16 e é
possivel concluir que a melhor reducdo de compostos fenélicos ocorreu no ensaio 3 com
uma significante remoc¢édo também da area espectral.

Com um nivel de confianca de 95% foram obtidos os coeficientes dos modelos
matematicos que descrevem as caracteristicas de reducdo dos compostos fenolicos e area
espectral em funcdo das variacbes do pH e teores dos coagulantes/floculantes, também
apresentado nas Tabelas 17 e 18.

Tabela 16— Condigdes experimentais segundo tratamento estatistico e teor de compostos fenélicos
e area espectral ao final de cada tratamento.

Ensaios pH Quitosana (mg/L) PAC (mg/L) Compostos Fendlicos — Area Espectral

(g/L) (u.a)
1 7,61 17,3 12,1 1,72 220
2 9,39 17,3 12,1 1,75 640
3 7,61 32,7 12,1 1,32 181
4 9,39 32,7 12,1 1,44 521
5 7,61 17,3 32,9 1,67 133
6 9,39 17,3 12,1 1,65 445
7 7,61 32,7 32,9 1,70 145
8 9,39 32,7 32,9 1,65 468
9 7,00 25,0 22,5 1,81 163
10 10,00 25,0 22,5 1,66 358
11 8,50 12,0 22,5 1,61 384
12 8,50 40,0 22,5 1,54 324
13 8,50 25,0 5,0 1,61 316
14 8,50 25,0 40,0 1,91 431
15 8,50 25,0 22,5 1,69 354
16 8,50 25,0 22,5 1,68 322
17 8,50 25,0 22,5 1,78 337

Os parametros que apresentaram significancia estatistica para 0s compostos
fendlicos (p < 0,05) foram a concentragdo de quitosana, a concentracdo de PAC, a
concentracdo de quitosana ao quadrado e interagéo entre quitosana e PAC. Analisando os

dados obtidos para area espectral foi observado que a Unica variavel influente foi o pH.
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Tabela 17— Determinacéo 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 Padréo t p —valor
Média 1,720 0,05 34,2 <0,001
pH -0,008 0,01 -0,532 0,611
Quitosana -0,035 0,01 -2,469 0,043
PAC 0,041 0,01 2,922 0,022
pH? -0,037 0,01 -0,400 0,701
Quitosana® -0,024 0,01 -2,573 0,037
PAC x PAC <0,001 0,01 -0,060 0,954
Quitosana x pH 0,003 0,01 0,243 0,815
PAC x pH -0,010 0,01 -0,889 0,403
Quitosana x PAC 0,033 0,01 2,992 0,020

Tabela 18- Determinacao dos valores de t e do p-valor de cada termo para a resposta area
espectral no segundo tratamento estatistico.

Fatores Coeficientes Erro Padréo t p —valor
Média 336,52 53,58 6,281 <0,001
pH 126,27 25,18 5,015 0,002
Quitosana -16,38 25,18 -0,651 0,536
PAC 15,45 25,18 0,614 0,559
pH? -24,06 27,74 -0,867 0,415
Quitosana® 9,13 27,74 0,329 0,752
PAC x PAC 16,19 27,74 0,584 0,578
Quitosana x pH. -8,64 32,88 -0,263 0,800
PAC x pH 33,16 32,88 1,008 0,347
Quitosana x PAC -24,64 32,88 -0,750 0,478

Estes resultados indicam que o valor de pH na faixa estudada pouco influencia na
reducdo dos compostos fenolicos, contudo os agentes coagulantes foram significativos.
Para area espectral apenas o coeficiente do fator pH apresentou significancia, indicando
que os demais coeficientes ndo sdo importantes para 0 modelo, havendo necessidade de
melhor analise desses parametros.

Nesse sentido, optou-se pela utilizacdo da anélise de varidncia (ANOVA) que
avalia numericamente a qualidade de ajuste de um modelo (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2007). Estas andlises estatisticas sobre os modelos quadraticos séo

apresentados para ambas varidveis de respostas nas Tabelas 19 e 20.
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Fonte de variagdo Soma N° de Media p-valor
Quadratica g.L Quadratica

Regressao 0,244109 9 0,027088 0,055

Residuos 0,053538 7 0,007693

Falta de ajuste 0,047472 5 0,009557 0,260

Erro Puro 0,006067 2 0,003033

Total 0,297647 16

% de variacdo explicada: 82,01%

% maxima de variacao 97,96%

explicavel:

Tabela 20-ANOVA para variavel resposta Area Espectral.

Fonte de variagdo Soma N° de Media p-valor
Quadratica g.L Quadratica

Regresséo 253448 9 28160,8 0,067

Residuos 60541 7 8648,8

Falta de ajuste 60033 5 12006,7 0,021

Erro Puro 508 2 254,0

Total 313989 16

% de variagdo explicada: 80,72%

% maxima de variacdo 99,83%

explicavel:

Através da ANOVA é possivel considerar valido somente o modelo quadratico para

compostos fendlicos, pois a falta de ajuste ndo foi significativa para um grau de confianca

de 95% e p-valor de 0,26. A variancia explicada em torno da média para este modelo foi de

82%, um valor acima do limite de 75%, ou seja, acima do qual o modelo € considerado

adequado (DOMENECH, 2010).

Os resultados da ANOVA para a variavel de resposta area espectral mostrou que o

modelo quadratico néo foi adequado, considerando o termo de falta de ajuste i significativo

p<0,05, apesar da variancia explicada estar acima de 75%.

Com esta analise fica demonstrado que o modelo quadratico para 0s compostos

fenolicos tem validade e € apresentado na equagéo 2.
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[C.Fendlicos] = 1,72 — 0,008 pH — 0,035 quitosana +0,041 PAC - 0,037 pH2—0,024

quitosana®+0,003 quitosana*pH — 0,010 PAC*pH + 0,033 quitosana* PAC (EQ 2)

A partir desse modelo matematico foram gerados os graficos de curva de contorno

para as interacGes entre as variaveis estdo representados nas Figuras 23 a 28.
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Figura 23 - Superficie de resposta para varidavel compostos fendlicos em funcéo do teor de
guitosana e pH a partir do DCCR.
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Figura 24- Curvas de contorno para compostos fenolicos em funcéo do teor de quitosana e pH.
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Considerando as curvas de contorno e curvas de superficie apresentadas é possivel
observar resultados expressivos com relacdo a reducdo de composto fendlicos utilizando
niveis elevados de quitosana para toda faixa de pH. Diferentemente, analisando a

influéncia do PAC observa-se que os melhores resultados sdo obtidos em pH elevado e

altas concentracdes deste coagulante.
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Figura 25- Superficies de resposta para a variavel compostos fendlicos do teor de PAC em
relacdo ao pH a partir do DCCR.
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Figura 26 - Curvas de contorno para compostos fendlicos em funcéo do teor de PAC e do pH.
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Analisando as Figuras 27 e 28 onde os efeitos combinados dos dois coagulantes sdo
indicados observa-se que os melhores resultados foram obtidos pela combinagédo de altos
teores de quitosana e reduzidos teores de PAC.

No mesmo sentido, estudos realizados por Pan et al.,, (1999) em que o0s
pesquisadores compararam a performance da quitosana e do PAC, em agua bruta, numa
razdo massica de 1:1, em pH 7 observaram que a quitosana e a mistura dos dois
coagulantes/floculantes tiveram valores semelhantes de turbidez residual, mas valores de
remocdo muito superiores aos alcangados com PAC. Verificaram ainda que o tratamento
com quitosana produziu flocos grandes e com velocidade de sedimentacdo em torno de 1,5
vezes mais rapida que PAC.

Eikebrokk e Saltnes (2001) também estudaram a utilizacdo em conjunto do PAC e
quitosana e verificaram que essa mistura se mostrou vantajosa, devido ao alto custo da
PAC e ao aumento da eficiéncia de remocdo de turbidez. Analisando-se a mistura de
quitosana e PAC na proporc¢do de 4:1, a taxa de sedimentacdo dos flocos resultantes foi

melhor quando comparada com a quitosana e o PAC em separado.
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Figura 27- Superficie de resposta para variavel compostos fenélicos a partir do DCCR.



97

-
o
.k
(52
N
(=]
N
wm
w
o
W
W
B
(=]

ANAAAANAAYV
i Qe Qi G i g ey
“-NWEOO N~

Quitosana (mg/L)

Figura 28- Curvas de contorno para os compostos fenélicos em fungdo do teor dos coagulantes.

Concluindo e analisando individualmente os resultados dos ensaios realizados para
0 DCCR( Tabela 16) é possivel observar o ensaio trés apresentou os melhores resultados
para reducbes de compostos fendlicos de 59,1% e area espectral (indicativo de cor) de
77,2%, nas condicdes de pH 7,61, quitosana 32,74 mg/L e PAC 12,08 mg/L.

Estas condicGes, juntamente com os resultados obtidos coincidem com as
observacdes dos graficos de curva de contorno, a partir das quais foi proposta uma
condicdo 6tima para ampliacdo de escala da etapa de coagulacao/floculacdo proposta neste
trabalho que consistiu nos seguintes valores: pH de 7,61, concentragdo de 32,74 mg/L de
quitosana e 12,08 mg/L de PAC, mantendo-se constante a temperatura de 40°C. Vale
ressaltar que o pH proximo a neutralidade faz com que o consumo de dxido de calcio seja
reduzido e a proporcao entre os coagulantes seja ambientalmente favoravel, considerando a
reducdo do uso de um coagulante quimico.

Nesta condic¢do otimizada foram realizadas algumas bateladas aumentando a escala
de trabalho de 400 mL para 4000 mL, com o propdsito de obter o volume necessario de
hidrolisado para utilizacdo nas etapas subsequentes. Apds homogeneizacdo do hidrolisado

tratado obtido este foi caracterizado e os resultados apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 — Caracteristicas do hidrolisado tratado por coagulagdo/floculacéo escala ampliada.

Parametros Hidrolisado Hidrolisado
Original Coagulado/floculado
pH 1,31 7,61
D-glicose (g/L) 1,22 0,67
D-xilose (g/L) 22,3 21,9
L-arabinose(g/L) 2,06 1,79
Compostos Fendlicos (mg/L) 3,23 1,51
Furfural (g/L) 0,50 0,33
HMF (mg/L) 10,7 22,5
Acido Acético (g/L) 4,38 4,35
Area Espectral (u.a) 796 258

Pode-se observar na Tabela 21 que a ampliacdo de escala da melhor condicéo
estudada nos planejamentos experimentais foi satisfatdria, pois apresentou reducgdes de
53,3% compostos fenolicos e 67,9% da area espectral. Nestas condi¢des foi detectada uma
perda de 1,40% de D-xilose, o carboidrato de maior interesse. Reducdes semelhantes deste
carboidrato foram obtidas por Parajé; Dominguez e Dominguez (1998) que observaram
perdas de até 4% de D-xilose apds o tratamento de hidrolisado com 6xido de calcio.

Ainda analisando os resultados da Tabela 21 é possivel observar que o teor furfural
foi reduzido em 34,0%. A reducdo do acido acético no meio foi muito pequena, resultado
semelhante ao encontrado por Felipe et al., (1993) que observaram uma pequena remogao
de &cido acético apenas utilizando a correcéo de pH.

Com os resultados obtidos foi dada sequéncia ao trabalho iniciando o tratamento por

membranas poliméricas de microfiltracdo e ultrafiltracdo, como proposto no item 4.4.

5.4 Processos de separacdo por membranas

A partir de um hidrolisado tratado por coagulagdo/floculagdo na condigdo otimizada
foi avaliada outra tecnologia de purificacdo que consistiu no uso de dois tipos de
membranas diferentes uma de microfiltracdo e outra de ultrafiltragdo. A membrana de

microfiltragdo (MF) usada foi do tipo fibra oca em polieterimida (PEI) com 0,45um de
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diametro de poros e a de ultrafiltracdo (UF) também do tipo fibra oca em polietersulfona
(PES) com ponto de corte de 100 kDaltons .

Para analise do desempenho das membranas inicialmente foram determinadas suas
permeabilidades hidraulicas antes das permeacdes com hidrolisado. Neste procedimento
foi utilizada dgua microfiltrada para MF e agua ultrapura para UF a diferentes pressdes de
trabalhno. Em seguida, a permeabilidade do hidrolisado coagulado/floculado foi
determinada utilizando a mesma metodologia citada no item 4.4. O objetivo desta etapa foi
determinar o valor de pressdo ideal (AP) para conducdo das permeagdes (fluxo limite). O
fluxo limite, AP, indica o limite em que o aumento da pressao tende a promover a perda de
proporcionalidade entre AP e o fluxo permeado.

O estudo da permeabilidade hidraulica para as membranas de microfiltracdo foi

2 3
realizado em modulos de bancada com densidades de empacotamento de 800 m /m ,

comprimento Gtil de 0,26 m, nimero de fibras igual a 138 e area de permeacédo util de 0,08

2
m . A permeabilidade hidraulica encontrada para membrana de microfiltracdo é

apresentada na Figura 29.
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Figura 29 — Permeabilidade hidraulica e do hidrolisado em membranas de microfiltracao.
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Durante os experimentos de permeabilidade do hidrolisado nas membranas
microfiltracdo de polieterimida foi observado um valor significante de fluxo, o qual foi
maior que a permeabilidade da agua em 140%, fato incomum em membranas deste tipo
considerando a elevada pureza da agua em comparacdo com o hidrolisado. Uma possivel
explicacdo para esse fato pode ser a caracteristica de hidrofilicidade do polimero da
membrana. As membranas de fibra oca de polieterimida utilizadas possuem um carater
hidrofilico que em combinacdo com as caracteristicas do hidrolisado, uma solu¢do aquosa
complexa em ions e acucares, propiciou um sensivel mobilidade da estrutura polimérica
que por consequéncia, propiciou altos fluxos iniciais deste hidrolisado (NUNES;
PEINEMANN, 1992).

A seguir, 0 mesmo procedimento experimental foi adotado para as membranas de
ultrafiltracdo, utilizando &gua ultrapura para determinacdo da permeabilidade hidraulica.
As membranas foram submetidas a diferentes pressdes e sendo determinado o fluxo de
4gua correspondente, assim, a permeabilidade hidraulica foi de 13,32 L/h.m?.bar. O valor
da permeabilidade do hidrolisado também foi determinado e o resultado obtido foi de 4,59
L/h.m?.bar (Figura 30). Neste experimento, uma reducdo de 65,6% na permeabilidade do
hidrolisado foi observada em relacdo a permeabilidade hidraulica e,este fato, deve estar
relacionado com as caracteristicas hidrofobicas da membrana e possiveis incrustacfes de
macromoléculas sob a superficie, materiais estes que adsorvem facilmente sobre essas
membranas causando maior resisténcia ao fluxo. Também é possivel observar na Figura 30
uma leve tendéncia de redugdo da intensidade de crescimento do fluxo acima de uma

pressdo de trabalho de 1,5 bar caracterizando, assim, o fluxo limite para esta membrana.
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Figura 30 — Permeabilidade hidraulica e do hidrolisado na membrana da ultrafiltracéo.

ApoGs as permeacdes por MF e UF os permeados e concentrados de cada tipo de

membrana foram caracterizados e os resultados apresentados na Tabela 22. Comparando 0s

valores encontrados para ambos o0s permeados, a utilizagdo das membranas de

ultrafiltracdo mostrou maior eficacia na remocdo de compostos fendlicos potenciais

inibidores a fermentacao.

Tabela 22— Caracteristicas do hidrolisado ap6s permeacdo em membranas de micro e

ultrafiltracéo.

Parametros Permeado Concentrado MF Permeado Concentrado UF
MF UF

pH 6,43 6,43 6,43 6,43
D-glicose (g/L) 0,65 0,71 0,67 0,64
D-xilose (g/L) 21,1 22,8 22,2 21,2
L-arabinose(g/L) 1,64 1,82 1,75 1,66
C. Fendlicos (g/L) 1,40 2,45 1,13 2,36
Furfural (g/L) 0,220 0,270 0,210 0,180
HMF (mg/L) 12,60 14,80 13,80 16,30
Acido Acético (g/L) 4,24 4,53 4,45 4,27

Area Espectral (u.a) 123 351 88 331
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A UF permitiu a reducdo de 25,2% compostos fendlicos conta apenas 7% quando
usadas membranas de MF. Com relacdo ao furfural e HMF os permeados de ambas as
membranas apresentaram valores similares, correspondendo a remocGes aproximadas de
36% e 37%, respectivamente para cada contaminante. Complementando e analisando o
parametro area espectral para ambas as membranas foi possivel observar uma reducdo de
65,9% no permeado de UF contra 52,3% no permeado de MF. Isto evidencia a importante
reducdo de contaminantes em suspensdo e outras macromoléculas presentes neste
hidrolisado, que é claramente observado através de uma inspec¢do visual nestes materiais

(Figura 31).

—

Original Coagulado/ Permeado Permeado
floculado Microfiltrado Ultrafiltrado

Figura 31 — Aspecto Visual do hidrolisado original e dos tratamentos realizados.

Com a analise desses resultados foi possivel concluir previamente que a membrana
mais eficiente foi a de ultrafiltracdo, contudo frente a grande diferenca entre as
permeabilidades do hidrolisado a favor da membrana de MF optou-se em avaliar a

capacidade operacional das membranas de UF a fim de justificar a escolha desta



103

membrana. Neste sentido, foram realizados testes de recuperacdo de fluxo com sucessivas
lavagens das membranas. As lavagens foram realizadas com agua ultrapura seguidas de
agua alcalinizada com NaOH a pH 10. O limite indicativo para o inicio de cada lavagem
foram fluxos inferiores a 3 L/h.m? (Figura 32). Ao todo sete ciclos de lavagens foram
realizados e as taxas de recuperacdo variaram de 68% a 88% em funcdo do tempo de
contato entre a membrana e a solucdo de limpeza. Quando esta solucdo permaneceu por
mais de 24 horas em contato e em repouso com as membranas, uma recuperacdo de 88%
foi alcancada (lavagem 3). Em contrapartida, a lavagem realizada sem tempo extra de
contato (lavagem 4) ndo apresentou recuperacdo do fluxo. As demais lavagens ocorreram
com tempos de contato de aproximadamente 15 horas.

Diante destes resultados ficou comprovado a necessidade de um tempo de contato
adequado entre a solucdo de limpeza e as membranas a fim de garantir recuperacoes

sensiveis do fluxo, aumentando a vida Gtil das membranas.
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Figura 32-Variacao do fluxo do permeado no processo de ultrafiltracéo.
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Apls os testes positivos de regeneracdo das membranas de ultrafiltracdo e dos
respectivos fluxos permeados do hidrolisado foi possivel dar continuidade aos
experimentos subsequentes considerando a UF como a membrana mais adequada. Sendo
assim, todo hidrolisado coagulado/floculado ainda disponivel foi submetido a UF e
homogeneizado conjuntamente com todos o0s permeados obtidos durante os testes de
lavagens para recuperacéo de fluxo da UF.

A seguir, todo o hidrolisado coagulado/floculado e permeado por UF
(aproximadamente 12 litros) foi submetido ao tratamento com resinas de troca ibnica

seguindo a série proposta por Magacho (2009).

5.5 Resinas de troca Ionica

Todas as resinas utilizadas foram sintetizadas a partir de uma matriz de estireno-
divinilbenzeno (estireno-DVB) e a sequéncia de percolacdo adotada foi definida a partir
dos estudos realizados por Magacho (2009).

Em resumo, os volumes de leito Uteis percolados (hidrolisado coletado com a resina
em estado pleno de atuacdo) obtidos com o uso da primeira resina da série foram
homogeneizados e seus parametros avaliados. A seguir, utilizando o homogeneizado (til
coletado na Resina 1 (R1) iniciou-se a percolacao através da segunda resina da série (R2),
e assim sucessivamente com todas as resinas da sequéncia. Desta forma, o hidrolisado
inicial para uma resina foi o hidrolisado percolado pela resina anterior e, para a primeira
resina hidrolisado inicial foi oriundo do tratamento por membranas de ultrafiltracdo.
Ressalta-se ainda, a necessidade de gerar uma quantidade maior de hidrolisado percolado
pela primeira resina, a fim de compensar as perdas por rinsagens das demais e, assim,

sucessivamente para as resinas subsequentes.
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5.5.1 Caracterizacao das Resinas de Troca I6nica

Todas as resinas utilizadas foram caracterizadas visando determinar informacoes
importantes como, por exemplo, a capacidade de absor¢do de agua e o volume de
inchamento. Segundo Harland (1994) em resinas de matriz de estireno divinilbenzeno
quanto menor a porcentagem de DVB, menores quantidades de ligagdes cruzadas e mais
agua ela é capaz de absorver. Por consequéncia, absorcdo de agua superior a 50% indica
um maior nimero de grupos funcionais presentes e, portanto, maior capacidade de troca.

A massa especifica Umida possibilita avaliar de forma indireta o grau de retencédo de
agua na estrutura polimérica da resina e os valores da caracterizacdo sdo apresentados na
Tabela 23.

Ainda de acordo com a Tabela 23, a resina R3 possui a menor massa especifica, no
entanto apresentou 67% de absorcdo de dgua em sua matriz polimérica. Assim, conclui-se
que a resina R3 apresenta menor porcentagem de DVB em comparagdo com as outras
resinas testadas. Observa-se também que a R4 apresentou um aumento de apenas 51,5%
em sua massa especifica original, confirmando a alta porcentagem de DVB em sua
estrutura.

Tabela 23 — Caracteristicas das Resinas de Troca I6nica.

Umidade Massa Massa Volume de
Resinas Original Especifica _Especifica Inchamento
[%] [kg/L] Umida [kg/L] (%)
Amberlyst 15 Wet 481 0,713 1,11 2,00
(R1)
Amberlite 252 Na
(R2) 42,1 0,751 1,17 2,00
Amberlite IRA 96 57.9 0,582 0,973 3,00
(R3)
Amberlite FPA 98 66.8 0,658 0,996 0,00

(R4)
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O volume de inchamento referente a resina R3 apresentou o maior resultado o que
demonstrou sua alta capacidade de reter &gua em relacdo as outras resinas, acentuando seu

carater hidrofilico.

5.5.2 Variacdo do pH e condutividade para a série de resinas

Como citado anteriormente, o hidrolisado inicial, oriundo dos tratamentos por
coagulacdo/floculacéo seguido da ultrafiltracdo, foi submetido ao tratamento por uma série
de resinas, utilizando um volume de leito (VL) de 500 mL para cada. Para as quatro resinas
foi avaliado o perfil de purificacdo por VL de hidrolisado percolado, ou seja, coletou-se
amostras do hidrolisado percolado a cada 500 mL, determinando a condutividade e o pH.
Estes parametros sdo importantes, pois 0 esgotamento da capacidade de troca da coluna é
determinado quando mudangas significativas sdo detectadas no pH e na condutividade do
percolado. Assim, a medida que o pH e a condutividade se aproximam dos valores do
hidrolisado de entrada, tem-se um indicativo da perda de capacidade de troca da resina
devendo esta, entéo, ser regenerada (MAGACHO, 2009).

Nas Figuras 33 a 36 sdo apresentados os perfis de pH e condutividade durante a
percolagdo do hidrolisado pelas resinas R1, R2, R3 e R4, respectivamente. Nota-se que na
primeira resina da série (R1) o pH &cido obtido com a percolacdo do 1° VL foi mantido até
0 10° VL, evidenciando seu caréter cationico, liberando H* no meio. A partir do 11° VL a
resina R1 apresentou sinais tipicos de saturacéo, pois o pH do percolado foi de 1,54 no 10°
VL para 3,72 no 11° VL. No 12° VL o pH ja era de 4,74. Ao mesmo tempo, a
condutividade diminuiu de 12,13 mS para 5,38 mS entre os volumes 9 e 10. Assim, devido
a estes resultados optou-se por descartar o 11° e 12° volumes de leito, e foi dado inicio aos
procedimentos de regeneracdo da resina. ApoOs a regeneracdo e retomada do processo,
observa-se nitidamente a reducdo do pH e o aumento da condutividade como no inicio do

ciclo anterior, confirmando a eficiéncia da regeneracdo com HCI a 5%. Apds a primeira
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regeneracdo foram percolados mais dez volumes de leito e, no 21° VL, foi observada
novamente a queda da condutividade e o aumento do pH. Com isso, 0s volumes 21 e 22

foram descartados e uma nova regeneracéo foi realizada.
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Figura 33 — Variacdo da condutividade e do pH para resina Rl(catibnica forte) durante

tratamento do hidrolisado com a série de resinas.

Analisando os volumes de leito gerados a partir da segunda resina da série (R2) a
partir da Figura 34 fica evidente que ndao ocorreram mudancas significativas tanto no pH
como na condutividade, ou seja, tais pardmetros ndo evidenciaram o esgotamento da
resina. Perfil semelhante de pH foi obtido por Magacho (2009) que mostrou uma tendéncia
constante de pH proximo a 2 utilizando a mesma resina para hidrolisado concentrado. No
entanto, vale ressaltar que esta resina é importante trocadora de anions e responsavel pela
reducdo de compostos inibidores com carater aniénico como serdo mostrados no item
5.5.3.

Para esta resina o pardmetro que auxiliou na determinagdo do limite dos volumes
uteis atil foi a area espectral (dados ndo apresentados) que até o 17° VL, forneceu um
hidrolisado com reducéo de 5% neste pardmetro. Na média dos volumes de leito Uteis desta

resina foi possivel reduzir a area espectral em 17% e os compostos fendlicos em 29% em
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relacdo aos valores do hidrolisado logo ap6s a R1 (Tabela 24). Ao final destes testes foram

obtidos 9 litros de hidrolisado tratado.
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Figura 34 — Variacdo da condutividade e do pH para a resina R2(anionica forte) durante

tratamento do hidrolisado com a série de resinas.

Acompanhando cada VL da terceira resina R3 é possivel constatar que
similarmente a segunda resina, esta apresentou maior quantidade em volumes de leito Uteis
em comparagdo com a R1. Provavelmente, este fato ocorreu porque o hidrolisado de
partida para a resina R3 ja havia percolado outras duas resinas, e as concentracfes de
alguns contaminantes ja diminuiram consideravelmente. Assim poOde-se utilizar 15
volumes de leito da terceira resina da série antes da necessidade em regenera-la, pois até
este limite o pH apresentou valor inferior em relagédo a partida. O perfil de condutividade
para esta resina apresentou uma elevacédo inicial e, gradativamente, foi tendo seu valor
reduzido tendendo ao valor de partida ao final de 15 volumes de leito. Estes valores podem

ser acompanhados através da Figura 35.
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Com a conclusédo dos testes da R3 foram obtidos apenas 7,5 litros de hidrolisado
(15 VL (teis). Esta quantidade reduzida em relacdo a quantidade de partida na R1 deve-se
as perdas ocorridas durante as diversas rinsagens necessarias ap0s cada regeneracao.
Assim, foi possivel gerar apenas 13 volumes de leito Uteis na resina R4 mesmo sem ter
esgotado a capacidade de troca desta Ultima resina. Este reduzido numero de volumes de
leito ndo possibilitou avaliar com exatiddo o esgotamento da R4, mas foi observado a partir
do décimo terceiro volume, um indicativo de saturacdo devido ao declinio da
condutividade aliado com o declinio do pH. Os valores de pH e condutividade para a resina

4 sdo mostrados na Figura 36.
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Figura 35 — Variagdo da condutividade e do pH para resina R3 (catidnica fraca)durante

tratamento do hidrolisado com a série de resinas.
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Figura 36 — Variacdo da condutividade e do pH para resina R4 (anibnica fraca)durante
tratamento do hidrolisado com a série de resinas.

Todos os volumes de leito Uteis de cada resina foram homogeneizados e
caracterizados antes de serem percolados na resina subsequente. As analises referentes aos
contaminantes removidos foram realizadas em cada uma dessas etapas e serdo discutidas a

sequir.

5.5.3 Variacdo dos teores de carboidratos, dos compostos inibidores e da area

espectral utilizando resinas

As caracteristicas do hidrolisado em cada etapa de purificagdo por resinas, bem
como do hidrolisado ultrafiltrado, material de partida desta etapa sdo mostradas na Tabela
24. Inicialmente, avaliando o comportamento do pH, é possivel observar que os valores

variaram de acordo com as caracteristicas da acdo de troca idnica inerente a cada resina.

Com bases nestas caracteristicas, Magacho (2009) propde que a primeira resina a
ser utilizada seja a cationica forte, considerando a alta capacidade de acdo desta resina
sobre o hidrolisado ultrafiltrado, fato este comprovado pela expressiva variacao de pH. De

maneira similar, isto também foi observado neste trabalho mesmo utilizando um
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hidrolisado de partida ndo concentrado, corroborado também pela elevada variacdo da
condutividade. Essas variagdes citadas e mantidas por dez VL indicam a alta capacidade de
acao desta resina, considerando que ela recebe um hidrolisado mais contaminado se
comparado as demais. O VL subsequente (décimo primeiro) ja apresentou um pH proximo
a 4. Na sequéncia indicada por Magacho (2009) € proposto que seja utilizada por ultimo a
resina anionica fraca (liberacdo de OH™ com consequente elevacao do pH) pois nesse caso,
ndo seriam necessarios ajustes de pH para os testes fermentativos subsequentes, ja que esta
eleva o pH para niveis considerados 6timos (5,5 a 6,5) para as leveduras a serem utilizadas

(FELIPE, 2004).

Analisando os acucares (D-glicose, D-xilose e L-arabinose) observa-se uma
reducdo percentual mais acentuada (7,5%) da D-glicose, sendo que a D-xilose apresentou
reducdo de apenas 3,7% apds a percolacdo por toda a sequéncia de resinas. Resultados
diferentes sdo apresentados no trabalho de Ferraz (2010) em que foi observada uma perda
de 60,59% de D-xilose utilizando uma sequéncia de resinas diferentes, sendo elas,
anibnicas A-860S (resina acrilica de troca anidnica fortemente basica), A-500PS (resina
macroporosa de troca anionica fortemente bésica), na forma OH- e a catiénica C- 150
(resina de troca catidnica fortemente acida), na forma H+, nesta ordem.

Tabela 24 — Caracteristicas dos hidrolisados ao final de cada etapa de purificacdo por resinas a

partir do hidrolisado ultrafiltrado.

Parametros Ultrafiltrado  R1(H") R2(CI) R3(Na’) R4(0OH)

pH 6,43 1,52 1,37 2,97 6,13
Condu. (mS/cm) 7,10 13,01 11,93 4,60 3,03
D-glicose (g/L) 0,67 0,64 0,63 0,62 0,62
D-xilose (g/L) 22,20 21,96 22,15 21,32 21,37
L-arabinose (g/L) 1,75 1,78 1,85 1,73 1,68
C.Fendlicos (g/L) 1,13 0,86 0,61 0,49 Nd

Furfural (g/L) 0,208 0,188 0,166 0,158 Nd

HMF (g/L) 8,00 Nd Nd Nd Nd

Ac. Acético (g/L) 4,45 4,35 4,33 4,30 2,00
Area espectral* 87,75 13,93 11,54 10,61 5,52

*(u.a) unidade de area, *Nd— N&o detectado.
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Em relacdo aos contaminantes presentes no hidrolisado hemiceluldsico ocorreram

reducdes significativas em seus teores durante o tratamento pelas resinas.

Resultado bastante expressivo foi obtido considerando a remocado de compostos
fenolicos pelas resinas (Figura 37). A analise individual das R1, R2 e R3 mostraram
remocdes de 23,9%, 22,1% e 10,6% respectivamente, contudo merece maior destaque a
acdo da R4, que foi capaz de remover 43,3% dos compostos fenolicos presentes no

hidrolisado ultrafiltrado.

Estudos conduzidos por Adak e Pal (2006) e Xiaoli e Youcai (2006) mostraram que
a remocdo de fenol do meio aquatico diminuiu com o aumento no valor do pH. De acordo
com o0s autores para baixos valores de pH (muito menor que seu pKa~10), compostos
fenolicos séo adsorvidos em sua forma molecular (C¢HsOH) porém, quando o valor de pH
aumenta (maior que pKa) aumenta a fracdo aniénica do fenol (CsHsO). Isto explica a
remocdo deste composto na primeira e na terceira resina da série, pois mesmo catidnicas, 0
pH em ambas é muito baixo, 1,52 e 2,97 respectivamente. Ja na R4, onde o pH do
hidrolisado se eleva a valores entre 8 e 9, sua adsorcdo acontece devido a forca anidnica da
resina, que troca ions OH™ pelos anions fenolicos e, assim, explica a maior remocéo deste

composto.

Estudos realizados por Carvalho et al. (2005) mostraram que o sistema combinado
de carvao ativo e resinas de troca idnica reduziram 95% dos compostos fendlicos, enquanto

que no presente trabalho foi obtida uma reducéo total de 99,9%.
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Figura 37- Reducé&o relativa de compostos fendlicos ao longo do tratamento por resinas.
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Considerando as concentracfes de furfural e HMF, pode-se dizer que ocorreram

remocdes totais destes compostos, sendo o furfural totalmente eliminado quando percolado

pela Gltima resina e 0 HMF quando percolado j& na primeira resina (Figuras 38 e 39).
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Figura 38-Reducéo relativa do furfural ao longo do tratamento por resinas.
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A concentracdo de furfural oriundo da degradacdo das pentoses presentes no
hidrolisado sofreu uma reducdo de 9,6% ao ser percolado pela primeira resina, como é
mostrado na Figura 38. Evidentemente, o pH extremamente acido do hidrolisado de
entrada e de saida, juntamente com a percolacdo por uma resina catibnica forte
influenciaram nesta reducdo. Porém, foi na R4 (trocadora de &nions) que a remocéao de
furfural foi mais acentuada, sendo removidos 69,1%. Estes resultados séo similares aos de
Larsson et al. (1999) que relataram remocdo de 70% deste derivado de furano com resina

trocadora de anions.
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Figura 39- Reducao relativa do HMF ao longo do tratamento por resinas.

Quanto a remocdo de acido acético, Carvalho et al. (2005) estudando a purificacdo
de hidrolisados obtiveram 55% de reducdo deste &cido utilizando uma série de resinas
anidnicas A-860S e A-500PS na forma CI" e passando por uma catinica, C-150 na forma
H*, todas as resinas fabricadas pela PUROLITE. Resultado semelhante foi obtido no
presente trabalho onde 55,1% deste contaminante foi removido apresentando, ao final, um

hidrolisado com 2 g¢/L de &cido acético; valor semelhante ao encontrado em outros
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trabalhos do grupo que utilizaram os mesmos métodos de separacdo (DRABER;
FONSECA; FARIA, 2011; MAGACHO, 2009).

Com relacdo ao acido acético, os resultados mostrados na Figura 40 indicaram que
as trés primeiras resinas nao foram eficientes para remover este contaminante, mesmo que
duas delas apresentassem caracteristicas catidnicas. Possivelmente, isto ocorreu devido ao
pH do meio estar abaixo do pka do acido acético que é de 4,76, durante a percolacao,
fazendo com que o referido acido nao esteja na forma ionizada em valores de pH de 1,52 —
1,37 e 2,97 respectivamente. Além disso, deve—se levar em conta que as resinas estdo com
suas capacidades totais de troca parcialmente comprometidas, devido a concorrente
remocao dos furanos e fendis.

Assim, a melhor resina a promover a remocao de acido acético foi a R4, (anidnica
fraca) na forma OH’, gracas ao aumento do pH do meio para 8,18 durante a percolacao.
Conclusbes semelhantes foi verificado por Nivelbrant et al. (2001) que estudaram a
utilizacdo de resinas de troca idnica, anionica base forte (AG 1-X8, na forma OH-),
catibnica (AG50W-X8, na forma Na+), e a resina sem grupo trocador XAD-8, para o
tratamento do hidrolisado de madeira, em que os autores vincularam a remocdo dos
compostos fendlicos e é&cidos alifaticos (acidos formicos, acético, latico, oxalico e
levulinico) ao pH do hidrolisado. A maior remocao de &cidos alifaticos (91%) ocorreu em
pH 5,5 e, sendo considerada muito eficiente devido a maioria dos acidos encontrarem-se na
forma ionizada neste pH. Ao aumentar o pH do hidrolisado a remogéo diminuiu para 38%
devido aos grupos fendlicos encontrarem-se ionizados, e contribuirem com o aumento da
competicdo com acidos alifaticos pelos sitios catibnicos e, consequentemente, a retencdo
destes acidos é menor pelo trocador anidnico.

No contexto deste trabalho, no total da sequéncia de resinas foi possivel remover

55,1% do &cido acético presente do hidrolisado ultrafiltrado.
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Figura 40 — Reducdo relativa do acido acético ao longo do tratamento por resinas.

Finalizando este item, cabe avaliar o comportamento da variacdo dos valores de
area espectral. De acordo com a Figura 41, a R1 reduziu 84,1% deste pardmetro, a R2
2,7%, a R3 1,1% e a R4 6,3 %. Corroborando com o efeito da reducdo deste parametro,
uma inspec¢do visual de amostras dos hidrolisados percolados (Figura 42), possibilita
observar nitidas diferencas entre as cores do hidrolisado inicial e dos hidrolisado
percolados. Nota-se que através da R1 ocorre a remocdo de boa parte da tonalidade
amarelada, mas poucas diferencas existem entre as resinas R2 e R3 apesar de ocorrerem
reducdes de cor. Contudo, o uso da ultima resina (R4) propiciou uma remocdao de 6,3% na

area espectral, tornando o hidrolisado consideravelmente cristalino e incolor.
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Figura 41 — Reducéo do indicativo de cor nos processos de purificacao.

Em resumo, levando em conta o tratamento por resinas na sua totalidade, a
purificacdo do hidrolisado ultrafiltrado apresentou bons resultados. Desde a primeira
resina, a concentragdo de HMF foi reduzida a valores inferiores ao limite de deteccéo (< 1
mg/L). Do mesmo modo, as concentragdes de furfural e dos compostos fenolicos também
atingiram estes niveis ndo detectaveis apos a da Gltima resina. O acido acético teve uma

reducédo de 51,8% alcancando, ao final, uma concentragéo de 2,00 g/L.

Figura 42 — Analise visual dos hidrolisados percolados por resina.
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Ainda neste contexto de destoxificacdo do hidrolisado e a fim de verificar a eficacia
de trocas ibnicas das resinas, optou-se em avaliar a presenca de algumas formas ibnicas

durante as diferentes percolacdes realizadas, e 0s resultados serdo discutidos a seguir.

5.5.4 Variagdo da composicao iénica do hidrolisado com o uso de resinas

Durante os processos de purificacdo alguns ions como célcio, magnésio, sédio,
potéssio, ferro, sulfato e cloreto foram determinados por cromatografia de ions e
espectrometria de fluorescéncia de raio-x. Através deste procedimento foi possivel
verificar a eficicia das resinas com relacdo a remocdo deste tipo de contaminante e
observar quais ions e em que concentracGes eles estdo presentes em cada etapa de trabalho.
A partir da Tabela 25 e das Figuras 43 e 44 é possivel avaliar estas remogoes.

Tabela 25 — Concentrac@es dos ions analisados durante processos por resinas.

fons (ppm) Ultrafiltrado R1 R2 R3 R4
Calcio (Ca™) 2013 49 25 2,7 0,8
Magnésio (Mg*?) 73 41 5,2 0,3 0,2
Potassio (K*) 225 35 9,7 9,4 1,2
Sadio (Na") 17 3,0 5,0 1001 933
Ferro total** 30 nd* nd* nd* nd*
Cloreto (CI) 36 50 615 1500 21
Sulfato (SO4?) 2144 2618 8 27 5

** determinado por espectrometria de fluorescéncia de raio-x
* néo detectado (limite de detecgio — 10 ppm)

Analisando os ions calcio é possivel observar que as resinas foram extremamente
eficientes quanto a remogdo desta substancia alcancando valores de 98%, principalmente
considerando que o hidrolisado ultrafiltrado apresentou valores elevados. O caréater
cationico da R1 tendo como contra-ion o H" mostrou a elevada capacidade desta resina na
retencdo de calcio mesmo frente as diferentes valéncias dos cétions envolvidos na
respectivas trocas. A literatura indica que essa classe de resina tende a priorizar a remogao
de cétions monovalentes, contudo o hidrolisado tratado apresenta reduzidos teores de

cations monovalentes o que disponibilizou mais sitios ativos para remocao substancial do
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célcio presente (HARLAND, 1994). Para as demais resinas observam-se remocdes de Ca*?
até mesmo com 0 uso das resinas aniénicas, mesmo gue em menores niveis, 0 que pode ser
explicado por possiveis fendmenos adsortivos com a base polimérica da resina. Ao final as
resinas conseguiram remover 99,96% de todo o calcio presente no hidrolisado ultrafiltrado.

Mesmo comportamento é notado para o fon Mg* apesar deste estar presente em
valores reduzidos no hidrolisado, mesmo assim foi possivel remover 94% deste ion com a

primeira resina e ao final da sequéncia foi removido 99,73%.
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Figura 43- Concentracdo de cations presentes em cada etapa de purificagéo por resinas.

Com relagdo aos cations monovalentes comportamento diverso ao sugerido por
Harland (1994) foi observado, pois os fons K* e Na* foram removidos em 84% e 82%,
respectivamente, usando a R1. Com as outras resinas os teores de K™ e Na* apresentaram
comportamentos diferentes. Para o ion K" as resinas R2 e R4 foram ativas contabilizando,
ao final de toda a sequéncia, 99,46% de remogc&o deste ion. Ja para o Na*, a terceira resina
da série agregou ao hidrolisado ions deste tipo, que ndo foram removidos mesmo com o
uso da R4, isto ocorreu tendo em vista que o contra-ion da R3 é o proprio Na* e foi

inserido ao hidrolisado devido a acao desta resina na remocao de outras espécies idnicas.
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Os ions ferro foram detectados em niveis reduzidos no hidrolisado de partida e foram
removidos a niveis menores que 10 ppm ja na primeira resina.

Dentre 0s contaminantes aniénicos avaliados é possivel observar que o SO, foi
extensivamente removido pela R2, como sugerido por Harland (1994), pois sendo esta uma
resina que possui como grupos funcionais aminas quartenarias a remocéo do SO, é
priorizada e o contra-ion CI" ¢ liberado. Apds a percolacéo por todas as resinas foi possivel
remover 99,77% deste ion.

Finalizando, avaliando o comportamento do ion CI° foi observado elevacdes
substanciais tanto com o uso da R2 como com o uso da R3 esta ocorréncia oriunda da R2
ja era esperado considerando que este € o contra-ion liberado, porém sendo a R3 uma
resina catiénica e que, portanto, teoricamente libera cations ndo seria légico o aumento de
CI'. A explicacdo mais provavel pode estar relacionada com o tipo da solucdo regenerante
usada nesta resina, que consiste de uma solucdo concentrada de cloreto de soédio em pH
préximo a neutralidade. Devido a efeitos adsortivos parte do Cl',oriundo do regenerante,
deve ficar retido na matriz polimérica e com a alteracdo brusca do pH para niveis acidos,
devido ao hidrolisado percolado, parte desses ions séo liberados. Contudo, a Gltima resina
da sequéncia (R4) foi extremamente eficiente na remocdo deste contaminante alcancando

valores de 98,60% liberando hidroxilas como contra-ion.



121

3000
M Cloreto M Sulfato

l LA
R3 R4

Figura 44 - Concentracdo de anion presentes em cada etapa de purificacdo por resinas.
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5.6 Avaliacdo global dos Processos Combinados de Purificacdo

Ao final, ap6s todas as etapas de purificacdo do hidrolisado propostas, foi possivel
observar e discutir os beneficios das técnicas utilizadas de maneira combinada. As
composicdes caracteristicas do hidrolisado ap6s cada etapa investigada sdo apresentadas na
Tabela 26.

A utilizacdo do método de coagulacdo e floculagdo foi fundamental como pré-
tratamento considerando que se trata de uma técnica de custo reduzido, se comparada as
outras duas técnicas (membranas e resinas). Esta etapa sozinha possibilitou a remocao de
53,3% de compostos fendlicos, 34,8% de furfural e 67,6% de area espectral (Figura 44).

Ap0s a utilizacdo da técnica de coagulacdo/floculacdo, o processo com membranas
de ultrafiltracdo foi importante reduzindo os teores de furfural, HMF e area espectral em
23,8%, 21,4% e 21,5%, respectivamente. Além disso, também atuou na remocédo de 11,9%
dos compostos fendlicos, o que reduziu o impacto sobre a Ultima etapa do tratamento. A

utilizacdo das membranas como parte do processo foi importante no tocante a extensao de
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uso por varios ciclos, pois as diversas lavagens realizadas mostraram a viabilidade de
recuperacdo de fluxo em niveis aceitaveis. ApOs cada etapa de limpeza, ou seja,
aumentando sua vida atil. Vale ressaltar que a utilizacdo tanto da coagulacdo/floculacao
como dos processos de separacdo por membranas reduziu de maneira geral o impacto das
impurezas diretamente sobre a ultima etapa de tratamento, possibilitando a ocorréncia de
ciclos maiores de utilizacdo de cada resina entre cada etapa de regeneracéo.

Tabela 26 — Paré@metros por cada etapa de purificagao.

Parametros Original Coagulado/ Ultrafiltrado Resinas
Floculado

pH 1,31 7,61 6,43 6,13
D-glicose (g/L) 0,81 0,67 0,67 0,62
D-xilose (g/L) 23,95 21,14 22,20 21,37
L-arabinose (g/L) 1,93 1,79 1,75 1,68
Ac. Acético (g/L) 4,54 4,35 4,45 2,00
Furfural (g/L) 0,50 0,32 0,20 Nd*
HMF (mg/L) 10,7 10,2 8,00 Nd*
C.Fenolicos (g/L) 3,23 1,51 1,13 Nd
Area espectral(u.a) 796 258 87,75 5,52
Potassio (mg/L) 211 232 225 1,2
Calcio (mg/L) 172 2618 2013 0,8
Sédio (mg/L) 14 20 17 933
Magnésio (mg/L) 16 615 73 0,2
Cloreto (mg/L) 456 47 36 21
Sulfato (mg/L) 11169 4983 2144 5
Ferro (mg/L) 310 130 30 Nd

Nd* — N&o detectado.

Com relagéo ao carboidrato principal, diferentemente do trabalho de Magacho, 2009
em que a autora relatou a ocorréncia de perdas de 20,21% de D-xilose, o presente trabalho
registrou perdas de somente 8,4 % de D-xilose, o que demonstra o uso de condi¢Oes
operacionais mais otimizadas neste trabalho para as mesmas técnicas.

Por fim, a utilizacdo da tecnologia de resinas de troca idnica mostrou eficiéncia
elevada com altos niveis de purificacdo. Individualmente esta tecnologia de purificagdo foi
responsavel por remocdes de 34% nos compostos fendlicos, 38% de furfural, 74% de HMF

e 54% de &cido acético (Figura 45).
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O hidrolisado original ndo possui grandes quantidades dentre os cations analisados.
Entretanto, a etapa de coagulacdo/floculacao propiciou uma elevacdo de 93% nos niveis de
calcio, que é justificada pela utilizacdo de oxido de célcio durante as correcbes de pH. O
magnésio também teve elevacdo e isto pode estar relacionado com a qualidade do 6xido de

calcio utilizado, pois alguns oOxidos de célcio (técnico) possuem magnésio em sua

composicao.
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Figura 45 — Remocédo dos compostos inibidores e da area espectral em cada etapa da purificacao.

Durante a etapa de ultrafiltracdo ocorreu a reducdo de célcio (23%) e uma acentuada
reducdo de magnésio (88%). Desse modo, é possivel afirmar que parte destes cations esta
complexada em macromoléculas no hidrolisado, ou se acomodam na camada gel que se
forma na membrana durante todo o processo e sdo removidos do meio com facilidade.

Quanto a remocdo de anions é possivel observar (Figuras 46 e 47) que a concentracao

de sulfato é muito alta no hidrolisado original, isto porque a hidrolise é realizada utilizando
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acido sulfurico. Durante os processos de separacdo a concentracdo deste anion sofre uma
grande reducdo. Logo, na etapa de coagulacdo/floculagdo a concentracdo de sulfato €
reduzida em 55% .Ao final do tratamento por resinas o anion sulfato foi reduzido em 99%

seguido pelo anion cloreto que foi reduzido em 96%.
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Figura 46 — Variacdo da concentracdo de céations durante os processos de purificagdo do
hidrolisado.
Ao final de todo o processo, com o uso combinado das diferentes tecnologias de

purificacdo foi possivel obter um hidrolisado com 21,37 g/L de D-xilose, 0,62 de D-
glicose, 1,68 g/L de L-arabinose. A reducdo dos contaminantes foi muito significativa,
atingindo niveis de purificacdo elevados (Tabela 26). Em destaque, os compostos fenolicos
e 0 HMF foram removidos praticamente em sua totalidade, juntamente com a remocéo de
97,1% do furfural e remocdo de 55,9% do &cido acético, o que propiciou a reducdo de
99,3% na area espectral, onde a variagdo deste Ultimo parametro é sensivelmente notada

através da inspecdo visual da Figura 48.
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Figura 47- Variagdo da concentragdo de anions durante os processos de purificacdo do

hidrolisado.

Os resultados obtidos mostraram a eficiéncia dos processos de purificagdo do

hidrolisado, o qual foi concentrado e submetido aos testes fermentativos programados. Os

resultados destes testes serdo discutidos a seguir.

Figura 48 - Comparag&o entre o hidrolisado original e o hidrolisado final purificado.

T
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5.7 Testes Fermentativos

A fim de comprovar a eficacia dos métodos de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulésico foram realizadas fermentagGes utilizando as leveduras Candida
guilliermondii FTI 20037 e Pichia stipitis NRRL Y-7124 visando a producdo de xilitol e
etanol, respectivamente. Os meios de cultivo utilizados foram meio sintético e hidrolisado
hemicelulésico concentrado em rotaevaporador , ambos suplementados. A composic¢do do
hidrolisado apds concentracdo é mostrada na Tabela 27.

Tabela 27 — Hidrolisado concentrado trés vezes.

Parametros Hidrolisado Concentrado
pH 6,00
Condutividade (mS/cm) 7,77

D-glicose (g/L) 2,36

D-xilose (g/L) 57,6
C.Fenolicos (g/L) nd

Furfural (g/L) nd

HMF (mg/L) nd

Ac. Acético (g/L) 6,31

Area espectral(u.a) 9,92

5.8 Bioconversdo de D-xilose em xilitol por Candida guilliermondii

As fermentacdes foram realizadas em frascos agitados de 250 mL com volume de
meio de 100 mL e a agitagdo orbital realizada em shaker. O pH inicial foi 6,0 e as
concentragdes de D-xilose de aproximadamente 70g/L para o hidrolisado e 60g/L para o
meio sintético. O meio sintético foi suplementado com 3g/L de sulfato de aménio, 0,1 g/L
de cloreto de calcio e 20% (v/v) de extrato de farelo de arroz. O hidrolisado hemicelulésico
foi suplementado com 3g/L de extrato de levedura.

Nas Figuras 49 e 50 sdo mostrados o consumo de D-xilose, a formacéo de xilitol e
0 crescimento celular. Analisando os resultados referentes ao crescimento celular é

possivel destacar que em ambos os meios de fermentacdo, as concentracGes finais de
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células foram bastante proximas e expressivas ao final de 72 horas de fermentacdo, tanto
no meio sintético como no hidrolisado, sendo de 6,49 g/L e 7,42 g/L, respectivamente.
Nota-se que a presenca de &cido acético no hidrolisado tratado ndo inibiu crescimento

celular.

70

== Xilose == Xilitol === Células 7
k

Xilose, Xilitol (g/L)
Células (g/L)

Figura 49 — Consumo de D-xilose, formacéo de xilitol e crescimento de células em funcéo do
tempo em meio sintético.

—9=—Xilose =M= Xilitol =3#=Glicose === Células =—@=Acido Acético
80 -9

Xilose, Xilitol, Glicose(g/L)
Células, Acido Acético (g/L)

0 24 Tempo (h) 48 72

Figura 50 — Consumo de D-xilose e &cido acético, formacao de xilitol e crescimento de células em
fungdo do tempo em hidrolisado suplementado.



128

Outro composto presente somente no hidrolisado foi a D-glicose com uma
concentracdo de 3,12 g/L (Figura 50), no entanto ela foi assimilada nas primeiras 24h de
fermentacdo, mas sua presenca pode ser o motivo do maior tempo requerido para a
fermentacdo neste meio, por questdes adaptativas. A velocidade de consumo de D-xilose
no meio sintético que nao apresenta D-glicose foi maior que no hidrolisado, reduzindo o
substrato em 60,3% nas primeiras 24 horas, enquanto que a D-xilose consumida no
hidrolisado foi de 40,1% também nas primeiras 24 horas. De acordo com Parajé et al.
(1998) a presenca de hexoses no meio de fermentacdo pode inibir o metabolismo de D-
xilose por repressdo e inativacdo do sistema de transporte da D-xilose ou de enzimas
catabdlicas.

Os maiores valores de concentracao de xilitol foram 40,5g/L para o0 meio sintético e
37,7 g/L para o hidrolisado ap6s 72 horas de fermentacao.

Quanto a producdo de xilitol no hidrolisado verifica-se que somente ap6s o periodo
de 24 horas de fermentacdo ocorreu um expressivo aumento deste carboidrato, coincidente
com o fim da D-glicose presente, e ao final das 72 horas alcancou um valor 6,9% menor
quando comparado ao meio sintético.

Avaliando os parametros fermentativos (Tabela 28) o rendimento em células por
grama de D-xilose (Yxs) apresentou comportamento similar nos dois meios, no entanto o
rendimento em xilitol (Yps) no meio sintético foi superior em 13,9% ao hidrolisado
suplementado. Cabe ressaltar que a produtividade volumétrica (Qp) foi muito semelhante
para os diferentes meios, sendo de 0,56 g/L.h para o meio sintético e 0,52g/L.h para o
hidrolisado, evidenciando a qualidade da purificacao.

Diversos trabalhos na literatura tém estudado o efeito dos processos de

destoxificacdo do hidrolisado por meio dos parametros fermentativos. Analisando estudos
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como o de Magacho (2009) que partindo de um hidrolisado de bagaco de cana-de-acuUcar
concentrado (apos a hidrolise) utilizando os mesmos métodos de destoxificacdo e a mesma
levedura, apresentou resultados de rendimento em xilitol (Yps) de 0,73 g/g para meio
sintético e 0,68 g/g para o hidrolisado. Estes valores sdo maiores que 0s apresentados nesse
trabalho, no entanto os valores de produtividade volumétrica (Qp) foram inferiores em 33%
para 0 meio sintético e 52% para o hidrolisado.

Diferentemente do presente trabalho, Ferraz (2010) também purificando hidrolisado
através de membranas de extracdo e resinas de troca iGnica separadamente, obteve como
Ypss 0s valores de 0,39 g/g e 0,30g/g, respectivamente e como Q, 0s valores de 0,26 g/L.h e
0,10g/L.h, respectivamente. Estes resultados foram inferiores aos encontrados no presente
trabalho (Yp/s 0,56 g/g e Qp/s 0,52 g/L.h) lembrando que o processos de separacdo por
membranas e resinas de troca idnica foram utilizados de maneira combinada.

Ainda na linha de purificacdo de hidrolisados Marton (2005) ao fermentar o
hidrolisado de bagaco de cana por Candida guilliermondii tratado por alteracdo de pH
seguido de resinas de troca ibnica, obteve um rendimento de 0,52 g de xilitol/ D-xilose
consumida e um Qp de 0,27 g/L.h, ap6s 72 horas de fermentacdo. Os resultados também

sdo inferiores aos obtidos neste trabalho (Tabela 28).

Tabela 28 — Parémetros fermentativos dos experimentos com meio sintético e hidrolisado

purificado para obtencéo de xilitol.

Parametros fermentativos Meio sintético Hidrolisado

Suplementado*
Rendimento em xilitol: Yps (9/9) 0,65 0,56
Rendimento em células: Yxs (9/9) 0,10 0,10
Rendimento xilitol/células: Yp/x (9/9) 7,20 5,90
Produtividade volumétrica: Q, (g/L.h) 0,56 0,52
Eficiéncia: n (%) 70,9 61,4
Tempo de fermentacéo (h) 72 72

*Suplementado com extrato de levedura.
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Ainda € importante ressaltar que neste trabalho o acido acético nao foi totalmente
removido e sua reducdo durante a fermentacdo do hidrolisado sugere a capacidade da
levedura Candida guilliermondii de assimilar o acido acético ou sua parcial volatilizacao
(Figura 50) promovendo uma reducéo de 27,6% do acido acético.

Comportamento parecido foi observado por Chaud (2010) em que o &cido acético
presente no hidrolisado de bagaco de cana destoxificado com polimero vegetal foi
totalmente consumido, o que ndo foi verificado no hidrolisado de controle, que possuia
outros tipos de contaminantes além do &cido acético.

Segundo Felipe (2004) em linhas gerais a toxicidade dos compostos se deve ndo
apenas a acdo individual, mas também a acdo combinada entre outros compostos presentes.
Esta analise leva a concluir que no presente trabalho os processos de purificacdo utilizados
foram extremamente eficazes no que se refere a eventual remogdo de outros contaminantes
possiveis de estarem presentes, mas ndo detectados pelas técnicas analiticas utilizadas,

tornando o hidrolisado altamente fermentescivel.

5.9 Bioconversdo de D-xilose em etanol por Pichia stipitis

Como no item anterior, o hidrolisado purificado foi submetido a bioconversdo da
xilose, mas desta vez visando a producdo de etanol utilizando a levedura Pichia stipitis
NRRL Y-7124.

Foram realizadas duas fermentacdes em frascos agitados de 250 mL com volume de
meio de 100 mL e a agitacédo foi do tipo orbital realizada em shaker. O pH inicial foi 6,0 e
as concentracOes de xilose de aproximadamente 70g/L para o hidrolisado e 65 g/L para o
meio sintético. O meio sintético foi suplementado com 3g/L de fosfato de aménio, 1 g/L de
sulfato de magnésio heptaidratado e 3 g/L de extrato de levedura. O hidrolisado

hemicelulésico foi suplementado com 3g/L de extrato de levedura. O consumo de
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substrato (xilose), a formacdo de produto e o crescimento celular podem ser observados

nas Figuras 51 e 52.
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Figura 51 — Consumo de D-xilose, formagdo de etanol e crescimento de células em funcédo do
tempo em meio sintético.

—9—Xilose —=@=Acido Acético =Ml=Etanol == Células == Glicose
80 9

70
60
50

40

Células, Etanol (g/L)

Pe

Xilose, Acido Acético, Glicose (g/L)

O B N W »» U1 O N

0 €

48 72 96 120
Tempo (h)

Figura 52 — Consumo de D-xilose e acido acético, formacao de etanol e crescimento de células em

fungdo do tempo em hidrolisado suplementado.



132

Na Figura 51 é possivel observar que o consumo total de xilose no meio sintético
acontece em 48 h ao contrario do hidrolisado suplementado em que o consumo total de
xilose sO6 ocorre em 120h de fermentacdo (Figura 52). Observa-se que 0s agucares Sdo
assimilados sequencialmente, sendo a D-glicose a primeira a ser consumida.

Este comportamento parece ser tipico em diferentes leveduras cultivadas em
misturas de acUcares, que em geral apresentam uma inibicdo ou um atraso da utilizacdo de
xilose pela presenca de D-glicose no meio (DU PREEZ, 1994; AGBOGBO, 2006;
SCHIRMER-MICHEL et al., 2008). Ao contrario do meio sintético, o hidrolisado
purificado em questdo contem D-glicose em sua composicao, carboidrato este que afetou
diretamente os testes fermentativos, e apesar de estar presente em niveis reduzidos (3,04
g/L) foi consumido totalmente nas primeiras 24h de fermentacéo, retardando o consumo de
xilose (Figura 52).

De maneira semelhante Canilha et al. (2010) estudando a purificacdo de
hidrolisados por alteracdo de pH, também verificaram o rapido e prioritario consumo em
24 horas de D-glicose presente em um hidrolisado tratado alterando o pH. O mesmo
hidrolisado quando tratado por resinas de troca iénica foi consumido em 48 horas. Este
comportamento também foi observado em outros trabalhos que utilizaram como substrato
hidrolisados de bagaco de cana (CHENG et al., 2008), palha de trigo (CANILHA et al,
2005) e cevada (MORAES, 2008).

Com relagdo ao &cido acético, Van Zyl et al. (1991) usando P. stipitis para produzir
etanol de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana, relatou que o grau de inibicdo
causado por esta substancia depende ndo apenas de sua concentracdo, mas também da
concentracdo de oxigénio dissolvido e do pH do meio de fermentacdo. Em meio com pH
de 6,5 e concentragdes de acido acético acima de 4 g/L, a producgdo de etanol foi reduzida

cerca de 50% quando a concentracdo de acido acético foi de 15 g/L. No presente trabalho a
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reducdo no rendimento do etanol do hidrolisado em relacdo ao meio sintético foi de 17%
na presenca de 8,08 g/L de acido acético. O &cido acetico foi consumindo juntamente com
a xilose durante a fermentacéo, o que confirma a versatilidade da levedura na utilizacao de
todas as principais fontes de carbono encontradas no hidrolisado hemicelulésico
semelhantemente ao sugerido por Canilha et al. (2010).

Neste trabalho o acido acético ndo causou inibicdo ao crescimento celular, o que é
comprovado analisando o teor de células no final alcancada na fermentacdo do hidrolisado
que foi de 8,27 g/L. Além disso, os valores de rendimento celular (Yp/s) foram bastante
expressivos atingindo apresentando valores de 0,18 g/g em 48h e 0,11 g/g em 120h.

Uma das explicacbes para este crescimento celular, mesmo na presenca de alta
concentracdo de acido acético no meio, € a auséncia de outros contaminantes no
hidrolisado, como HMF, furfural e compostos fenolicos. Segundo Vogel e Lee (1998)
mesmo em pequenas concentracdes, Varios inibidores juntos atuam de maneira sinérgica
propiciando baixos rendimentos.

Com relacdo a rendimentos, estudos realizados por Nigam (2001) utilizando a
mesma levedura em meio sintético mostraram um rendimento de etanol de 0,43 g/g,
valores similares ao encontrado neste trabalho (0,48 g/g) como é mostrado na Tabela 29.
Este mesmo autor simulou as condigdes do hidrolisado adicionando ao meio sintético os
inibidores separadamente, e seus efeitos foram observados. Nigam verificou que o &cido
acético separado dos outros inibidores em concentracdes de 6,9 g/L apresentou resultado
de 0,30 g/g em rendimento de etanol. J& no presente trabalho para uma concentragdo de
8,08 g/L de acido acético o resultado obtido foi de 0,29 g de etanol/ por D-xilose
consumida. Tais dados possibilitam que o acido acético ndo inibe diretamente o
crescimento celular, embora reduza a velocidade de consumo da D-xilose e por

consequéncia reduz a producéo de etanol (Figura 52).



134

Tabela 29 — Parémetros fermentativos dos experimentos com meio sintético e hidrolisado
purificado para obtencéo de etanol.

Parametros fermentativos Meio sintético Hidrolisado
Suplementado*
48h 48h 120h
Rendimento em etanol: Yp/s (9/9) 0,35 0,29 0,10
Rendimento em células: Yxs (0/9) 0,05 0,18 0,11
Rendimento etanol/células: Ypx (9/Q) 7,52 1,62 0,90
Produtividade volumétrica: Q, (g/L.h) 0,48 0,14 0,04
Eficiéncia: (%) 94 57 19

*Suplementado com extrato de levedura.

Finalizando, ficou demonstrada a possibilidade de producdo de etanol, a partir do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana tratado, a partir da levedura P. stipitis Y-
7124. Isto evidencia o potencial de utilizacdo deste residuo para a obtencdo de etanol e a

eficacia do sistema combinado de purificacdo do hidrolisado.



135

6 Conclusao

Com o desenvolvimento deste trabalho foi possivel avaliar uma sequéncia de
purificacdo para o hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-agUcar, com o objetivo
de produzir etanol e xilitol pela bioconversdo da D-xilose e, diante dos testes, concluiu-se:

A utilizacdo de planejamento experimental na etapa de coagulacao/floculacdo foi de
grande valia, pois possibilitou o melhor estudo de diferentes condicdes apresentando 0s
melhores resultados na combinacdo de quitosana, PAC e pH préximo a neutralidade. Outro
fator importante foi a efetiva atuacdo do processo de coagulacdo/floculacdo referente a
reducdo de compostos fenolicos que chegou a 53,3% e a reducdo de area espectral a
67,6%, 0 que demonstra a grande utilidade deste processo, pois seu custo é relativamente
menor em compara¢do com outros reduzindo as técnicas posteriores evitando assim, em
nosso caso, danos diretos aos processos de membranas e resinas de troca idnica.

A utilizacdo do processo de ultrafiltracdo se mostrou eficaz precedendo as resinas de
troca idnica, pois reduziu o impacto sobre as resinas reduzindo cor, furanos e compostos
fenolicos no hidrolisado. As membranas de ultrafiltragdo mesmo apds sete ciclos de
regeneracdo apresentaram recuperacdo de até 88%, portanto sendo viadvel sua utilizacéo.

A utilizacdo das resinas de troca idnica atuou de forma a lapidar o hidrolisado
removendo as impurezas mais dificeis de serem removidos por métodos mais classicos.
Em destaque, podem ser citadas as remocdes 99,9% de compostos fenolicos e HMF, o
furfural teve 97,1% e 55,9% do &cido acético, o que possibilitou a reducdo em 99,3% na
area espectral.

Os testes de bioconversédo confirmaram que a D-xilose proveniente do hidrolisado
hemicelulésico nas condi¢cdes estudadas é fermentescivel tanto para a Candida

guilliermondi como para Pichia stipitis sendo a ultima mais sensivel aos niveis de &cido
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acetico. Tal fermentabilidade confirma que o nivel de purificacdo alcancado com este

tratamento proposto foi bastante efetivo.
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7/ Sugestoes para trabalhos futuros

e Analise de s6lidos em suspensao;

e Enfase nos processos de separacdo por membranas, visando a explicacdo do
fendmeno ocorrido durante a permeacao do hidrolisado. Utilizacdo de outras
analises como proteinas, turbidez;

e Ampliacdo de escala do processo de coagulacdo/floculacdo e melhor estudo
dos fendmenos ocorridos no processo, como tamanho de flocos e turbidez.

e FermentagBes em maior escala e sua otimizagéo.

e Avaliagdo econbmica dos processos combinados para escala industrial.
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