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RESUMO

Neste estudo, a enzima glicose isomerase e a levedura de panificacdo Saccharomyces cerevisiae
foram coimobilizadas em gel de alginato de célcio para aplicagdo no processo continuo de
producdo de etanol a partir de xilose e de hidrolisados de hemicelulose do bagaco de cana via
simulténea isomerizacdo e fermentacdo dos agucares. A imobilizacdo prévia da enzima em
suportes porosos antecedeu o0 processo de coimobilizacdo. Elevadas cargas de proteina foram
imobilizadas no suporte glutaraldeido-quitosana (30-68 mg.g* de suporte). Neste caso,
elevados rendimentos de imobilizagdo (~100 %) e atividade recuperadas superiores a 90 %
foram alcancados. Em condicdes tipicas de simultanea isomerizagdo e fermentacdo de xilose
(pH 5, 35 °C, presenca de nutrientes e concentragdes de etanol até 70 g.L!) a enzima
imobilizada manteve aproximadamente 90% da atividade inicial apos 120 horas. Carbonato de
célcio foi utilizado para manutencéo do pH do meio de isomerizagdo/fermentagdo superior a
5,0, garantindo elevada conversdo da xilose a 32-35 °C. Nessas condigdes, concentracdes de
enzima e levedura no reator da ordem de 60-120x10°ULL™t e 50 g.L?, respectivamente,
resultaram nos melhores rendimentos e seletividade em etanol, em batelada. Ap6s o consumo
de 65 g.L* de xilose no intervalo em 12 horas, em média, 21 g.L* de etanol e 14 g.L* de xilitol
foram produzidos. Na auséncia de carbonato de calcio, a conversdo do agucar foi parcial devido
a reducdo do pH do meio, que chegava a 4,7, impossibilitando a atividade de GI. O hidrolisado
de hemicelulose resultante do tratamento do bagaco de cana com é&cido diluido apresentou
composicdo média de 61,0 g.L ™t de xilose; 7,3 g.L™* de arabinose; 7,2 g.L de glicose; 10,4 g.L°
! de &cido acético; 0,53 g.L? de furfural; 0,06 g.L! de hidroximetilfurfural e 4,3 g.L™ de
derivados da lignina. A simultanea isomerizagdo e fermentagcdo de meio preparado com
hidrolisado ndo destoxificado gerou 23 g.L* de etanol, com rendimento de 0,34 g.g° e
produtividade de 1,8 g.Lt.h™. O processo continuo de simultanea isomerizagio e fermentagio
de xilose foi conduzido com rendimentos equivaventes ao processo descontinuo por um periodo
de 7 dias. Nesse caso, a operacgdo por longos periodos sera possivel com o controle do pH e

prevencgdo contra contaminagdes microbianas.



ABSTRACT

Glucose isomerase (GI) was covalently immobilized and co-immobilized with baker yeast in
calcium alginate beads for ethanol production by simultaneous isomerization and fermentation
of xylose or hemicellulose hydrolysate from bagasse. Gl was covalently immobilized on
glutaraldehyde-chitosan and high protein loads were immobilized (30-68 support mg.g™). High
immobilization yields (100%) and activity recovery (90%) were achieved. Under typical
operation conditions of simultaneous isomerization and fermentation (pH 5, 35°C, medium
with nutrients and ethanol concentrations up to 70g.L™) the derivative remained 90% of initial
activity after 120 hours. Calcium carbonate was used to maintain the pH in
isomerization/fermentation medium higher than 5.0, ensuring high conversion of xylose at 32-
35°C. Accordingly, concentrations of enzyme and yeast in the reactor of 60-120.10°UI.L™ and
509.L2, respectively, resulted in better yields and selectivity for ethanol batch production. After
consumption of ~ 65g.L™* of xylose in about 12 hours, 21g.L™ of ethanol and 14g.L™* of xylitol
was produced. In a medium without calcium carbonate, partial sugar conversion was observed
due to the reduction of pH medium, which decreased up to 4.7, causing the inactivation of GI.
The treatment of sugarcane bagasse with diluted acid resulted in hydrolysate with 61.0g. L™* of
xylose, 7.3g.L™! of arabinose, 7.2g.L™* of glucose, 10.4g.L* of acetic acid, 0.53g.L* of furfural,
0.06g.L™! of hydroxymethylfurfural and 4.3g.L™ of lignin derivatives. Baker yeast was able to
produce ethanol from non-detoxified liquid hydrolysate as efficiently as pure xylose medium.
Simultaneous isomerization and fermentation using non-detoxified hydrolysate led to 23 g.L*
ethanol, yield of 0.34g.g™ and a productivity of 1.8g.L™2.h™X. Continuous process was conducted
for 7 days. The operation for longer periods of time will be possible with pH control and

microbial contamination prevention.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o aproveitamento de residuos lignocelul6sicos vem sendo
intensamente estudado em todo o mundo. A biomassa lignocelulésica é composta
principalmente por celulose (33-51%), hemicelulose (19-34%) e lignina (20-30%) (VAN
MARIS et al., 2006). A hidroélise acida ou enzimatica dos polissacarideos da lignocelulose gera
majoritariamente dois acUcares, glicose a partir de celulose e xilose da hemicelulose. Esses
acucares podem ser aplicados na producdo de uma série de produtos, inclusive etanol.

No Brasil, 0 bagago de cana é um residuo agroindustrial importante. A producgao
de acucar e alcool no pais gera atualmente milhdes de toneladas dessa biomassa, cujo principal
destino na atualidade é a queima para producdo de energia (BRANCO et al. 2011).
Mundialmente, a obtencéo de etanol e outros bioprodutos vem sendo estudada como alternativa
para agregar valor ao bagaco, integrando novos processos as plantas industriais j& existentes
(KUMAR et al., 2007; CHENG et al., 2008; BRANCO et al. 2011).

Para aumentar a viabilidade econémica do processo de producdo de etanol, é
importante que hexoses e pentoses, componentes da biomassa vegetal, sejam fermentados.
Nesse contexto, 0 microrganismo ideal seria aquele capaz de utilizar todos os agucares gerados
no processo de hidrélise (CHENG et al., 2008).

Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo preferido para producao de etanol,
mas, infelizmente, esta levedura é incapaz de fermentar xilose (CHU; LEE, 2007). As leveduras
Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis e Candida shehatae s&o conhecidas por fermentarem
xilose a etanol. Entretanto, a exploracdo comercial dessas espécies € limitada devido a fatores
como baixa tolerancia a etanol, baixas velocidades de fermentacdo, dificuldade de controle da
velocidade de fornecimento de oxigénio a nivel 6timo e maior sensibilidade aos inibidores
gerados durante o pré-tratamento dos substratos lignocelulésicos (SAHA, 2003). Outra
abordagem que tem sido estudada por varios grupos de pesquisa é a modificacdo genética de S.
cerevisiae, mediante a incorporacdo dos genes de enzimas necessarias para metaboliza¢do de
xilose (HUGHES et al., 2009; OLOFSSON et al., 2008; WALFRIDSSON et al., 1996). Esta
abordagem, no entanto, também tem varios inconvenientes, como a estabilidade genética da
cepa recombinante, producao de etanol a baixo rendimento global e a concorréncia com cepas
selvagens em escala industrial. No entanto, embora S. cerevisiae ndo utilize xilose, pode

fermentar xilulose, isdbmero de xilose, a etanol. Portanto, outra possibilidade, que permite
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aproveitar a robustez industrial de S. cerevisiae, € a isomerizagdo ex situ da xilose em xilulose
(RAO et al., 2008).

A isomerizacao reversivel da xilose em xilulose é catalisada pela enzima glicose
isomerase (GI), que tem sido intensamente utilizada na industria na forma imobilizada, para a
producdo de xarope de glicose de milho rico em frutose (BHOSALE et al., 1996; GIORDANO
et al., 2000). Embora glicose isomerase seja capaz de converter xilose a xilulose, a relagéo de
equilibrio xilose/xilulose é elevada (5:1). Uma forma de aumentar a conversdo de xilose é
conduzir a isomerizacao frente a remocao de xilulose. Fermentagéo e isomerizacdo simultaneas
(SIF), onde a isomerizagdo da xilose e a fermentacdo da xilulose a etanol ocorrem
simultaneamente, é uma alternativa para aumentar o consumo de xilose. No entanto, o processo
simultaneo tem limitacGes intrinsecas devido ao pH e temperatura mais adequados para
executar a fermentacdo (pH 4-5; temperaturas entre 30 e 35°C) serem menores do que 0s
necessarios para obter a atividade maxima da enzima (pH 7-8, temperatura superior a 70°C). O
funcionamento da SIF nos pHs mais elevados pode levar a contaminagdo por bactérias. Por
outro lado, na operacdo em pH baixo, a atividade da enzima ter4 uma reducao significativa. A
operacdo na faixa de temperatura exigida pela levedura é obrigatoria, ja que ndo ira sobreviver
por longos periodos em temperaturas acima de 37°C. Isso implica também na redugdo da
atividade da enzima (RAO et al., 2008; OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996). Portanto, a
melhor temperatura e pH para executar a xilose SIF é uma relacdo de compromisso entre as
exigéncias da enzima e da levedura e sua determinacéo requer estudos especificos.

Tendo em vista a temética abordada, o objetivo geral do presente trabalho foi
avaliar o processo de producdo de etanol (descontinua e continua) utilizando xilose e
hemicelulose do bagago de cana como substratos e S. cerevisiae de panificacdo coimobilizada

com glicose isomerase imobilizada como biocatalisador. Os objetivos especificos foram:

v Obter um derivado da enzima glicose isomerase com elevada atividade catalitica e
estabilidade adequada para aplicagdo na SIF de xilose;

v Definir as concentra¢cbes de glicose isomerase imobilizada e de S. cerevisiae
coimobilizadas em alginato de calcio que conduzem a bons rendimentos e seletividade
ao etanol;

v Obter um hidrolisado de hemicelulose de bagaco com elevada concentracdo de Xilose
mediante o tratamento da biomassa com &cido sulfurico diluido;

v" Definir condi¢des adequadas para conducédo da SIF de xilose em operacédo continua.
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O processamento continuo de xilose para producao de etanol retoma a estratégia
de processo adotada por Trovati (2001) e Giordano (1992) que utilizaram com sucesso um
sistema continuo de reatores de leito fixo para sacarificacdo e fermentacdo de amido liquefeito
de mandioca.

O desenvolvimento do processo de producdo de etanol de bagaco com
aproveitamento da fracdo de hemicelulose é um dos objetivos do projeto tematico apoiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo (FAPESP) do qual este trabalho foi
integrante: Bioprocess systems engineering (BSE) applied to the production of bioethanol from
sugarcane bagasse (2008/56246-0), coordenado pelo Prof. Dr. Roberto de Campos
Giordano/DEQ-UFSCAR.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CoMPOSICAO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Lignocelulose € um termo genérico usado para descrever o conjunto formado
pelos principais constituintes na maioria das plantas, ou seja, celulose, hemicelulose e lignina.
A primeira dificuldade de converter lignocelulésicos em produtos de maior valor agregado,
como o etanol, é atribuida as caracteristicas morfoldgicas do material, naturalmente resistente
a degradacdo por agentes externos. A seguir, sdo descritas as principais caracteristicas dos
componentes da biomassa lignocelul6sica, com destaque para a fracdo hemicelulésica, objeto
deste estudo.

A celulose é o polissacarideo mais comum na natureza. Estruturalmente, é um
homopolissacarideo formado por unidades de s-D-glicopiranose ligadas entre si por ligacfes
glicosidicas do tipo -(1—4) formando uma cadeia linear. A celobiose, dimero de glicose, é
definida como a unidade conformacional minima da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989).
Feixes de moléculas de celulose se agregam e formam regides cristalinas alternadas com
regibes menos ordenadas ou amorfas. A celulose tem uma elevada resisténcia a tracdo e é
insoltvel na maioria dos solventes devido a ocorréncia regular de ligacGes de hidrogénio e a
estrutura fibrosa (SJIOSTROM, 1993).

A lignina é uma substancia amorfa de natureza aromatica muito complexa,
sendo constituida por macromoléculas baseadas em trés precursores monoméricos: alcoois
cumarilico, coniferilico e sinapilico. A proporcao desses monémeros varia entre as espécies de
planta. Além de funcionar como barreira contra degradacdo enzimatica ou microbiana, a mais
importante propriedade fisica desta macromolécula orgéanica € sua rigidez, que ndo so6 da forca
aos tecidos vegetais, mas também impede o colapso dos elementos condutores de agua,
nutrientes e metabolitos (FENGEL; WEGENER, 1989; SIMOES, 2001).

Os materiais lignocelulosicos também apresentam pequenas quantidades de
materiais extrativos e cinzas. Os extrativos sdo por definicdo, compostos que podem ser
separados do material por extracdo com solventes organicos ou dgua. A cinza é composta por
ions metalicos como sodio, potassio, calcio e anions correspondentes, por exemplo, carbonato,
fosfato, silicato e sulfato (BIERMANN, 1996; ROSSELL, 2006).

Hemicelulose é o segundo polissacarideo mais comum na natureza,
representando cerca de 20-35% da biomassa lignoceluldsica. Ao contrario da celulose,

hemiceluloses ndo sdo quimicamente homogéneas. Possuem estrutura composta por polimeros
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heterogéneos de aclcares como pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose,
galactose) e &cidos de agucares (SAHA, 2003). Diversos tipos de polimeros compdem os Varios
tipos de hemicelulose, dentre os quais, xiloglicanas, xilanas e mananas tais como glicomananas,
galactomananas ou galactoglicomananas. Xiloglicanas sdo definidas pela cadeia principal de
[-1,4-glicanas, que € altamente substituida com xilose, e apresentam cadeias laterais que podem
conter galactose, arabinose ou fucose. Xilanas sdo as mais abundantes hemiceluloses e possuem
cadeia principal de S-1,4-xilose e podem conter ramificacdes de arabinose, acido glucurdnico
ou 4-O-metil éter e acidos acético, ferrulico e p-cumérico (SAHA, 2003; MOHNEN et al.,
2008). Xilanas podem ainda ser categorizadas como homoxilanas, arabinoxilanas,
glucuronoxilanas e glucuronoarabinoxilanas. A frequéncia e composicao das ramificacdes sao
dependentes da fonte da xilana. Xilana birchwood (Roth®), por exemplo, contém 89,3% de
xilose, 1% de arabionose, 1,4% de glicose e 8,3% de acido urénico (KORMELINK;
VORAGEN, 1993). Ja a arabinoxilana de trigo contém 65,8% de xilose, 33,5% de arabinose,
0,1% de manose, 0,1% de galactose e 0,3% de glicose (GRUPPEN et al., 1992).

Hemiceluloses estdo interconectadas a celulose e a lignina, estando associadas a
celulose por ligacGes de hidrogénio e forcas de van der Waals e a lignina por ligacGes
covalentes. Podem ser representadas pela formula geral (CsHgOa4)n, cujo grau de polimerizacéo
(n) pode variar entre 80 e 200 (WYMAN, 2005; PENG et al., 2009). Na Figura 2.1 séo
ilustradas diferentes ligacdes lignina-hemicelulose (BOBLETER, 2005).

Figura 2.1 — LigacGes lignina-hemicelulose. Benzil ester (a), benzil éter (b), (c) fenil glicosidica.

CH,OH
CH,0H —0—CH

|
OH HGOH

Xyl =Xyl =Xyl

@ (®) ©
Abreviaturas: Xyl, xilose; Man, manose; Glu, glicose. Fonte: BOBLETER (2005).

2.1.1 Aplicagdes da xilana

Industrialmente, xilanas séo utilizadas para producéo de xilose, xilitol e furfural.
Uma aplicagéo que vem sendo estudada recentemente é para producéo de xilo-ligossacarideos,
oligbmeros de xilose com elevado valor comercial. Esses compostos sdo considerados

prebioticos, pois estimulam crescimento das bactérias benéficas a flora intestinal humana
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(MAALEJ-ACHOURI et al., 2009; PENG et al., 2009). Uma importante alternativa adicional
para aproveitamento da xilanas, ja que séo fontes de agucares, é sua utilizacdo em processos
fermentativos para producdo de etanol (CHANDRAKANT; BISARIA, 2000b; MARTIN,
2007; CHENG et al., 2008).

A hidrolise de xilana gera xilose, um aglcar fermentescivel por algumas
leveduras, tais como Pichia Stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus, mas néo por
Saccharomyces cerevisiae, a levedura tradicionalmente usada no Brasil para producdo de etanol
da sacarose presente no caldo de cana de agucar. Contudo, a velocidade de producédo e as
concentragdes de etanol atingidas por esses microrganismos comparam-se pobremente com os
valores obtidos para a fermentacdo de hexoses (glicose e frutose) por S. cerevisiae.

S. cerevisiae ndo fermenta xilose, mas pode produzir etanol a partir de seu
isdmero, Xilulose. Assim, uma forma de produzir etanol a partir da xilose por S. cerevisiae sem
utilizar modificacdo genética do microrganismo &, primeiramente, converter xilose em xilulose,
em reacdo catalisada por xilose isomerase, seguido de fermentacdo para etanol (OLSSON et
al., 1996).

2.1.2 Bagago de Cana

O bagaco de cana, subproduto fibroso remanescente ap6s extracao do agucar da
cana, é um dos residuos agricolas de maior importancia no territorio brasileiro. Quimicamente,
cerca de 40-50% do bagaco seco é celulose, 25-35% € hemicelulose e o restante é
principalmente lignina (SUN et al., 2009). Uma composicdo mais detalhada foi publicada por
Van Maris et al. (2006) (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Composi¢do quimica do bagaco de cana de agucar.

Extrativos;
2.0% _\ Cinzas; 4,0%

Acidos
Urodnicos;|
2,0%

Arabinose;

. 0,
2,0% i Manose; 0,4%

Galactose; 0,5%

Fonte: VAN MARIS et al. (2006).
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A hemicelulose do bagaco € classificada como glucuronoarabinoxilana
(polimero composto por cadeia principal de xilose contendo ramificacdes de acido glucurdnico
e arabinose), contendo aproximadamente 92% dessa pentose (BOUSSARSAR et al., 2009).

O bagaco ¢ produzido em grandes quantidades nas industrias de acucar e alcool.
Em geral, uma tonelada de cana gera 280 kg de bagaco umido (umidade 50%) (SUN et al.,
2009). De acordo com Frollini e Pimenta (1997), metade do bagaco deve ser queimada para
atender a demanda de energia da planta. Porém, a industria sucroalcooleira brasileira queima
cerca de 75-90% do bagaco e vende eletricidade as distribuidoras. Esse fato faz do setor
sucroalcooleiro um importante contribuinte da producgdo de eletricidade na matriz energética
nacional.

O Balango Energético Nacional divulgado em 2012 destacou que 44,1% da
oferta interna da matriz energética brasileira, no ano anterior, foram de origem renovavel. Desse
montante, 15,7% s&o referentes ao aproveitamento da biomassa da cana; 14,7% do potencial
hidraulico e eletricidade; 9,7% dos usos de lenha e carvao vegetal e 4,1% lixivia e outras fontes
renovaveis (Empresa de Pesquisa Energética, 2012).

Além de geracéo de energia, o bagaco pode ser aproveitado na producao de papel
e papeléo, racdo animal, furfural e producéo de fertilizantes (LOBO et al., 2007). Alternativas
que vém sendo estudadas sdo os processos fermentativos para produgdo de etanol e xilitol
(FOGEL et al., 2005; KUMAR, 2007; BRANCO et al., 2011).

2.2 HIDROLISE DA HEMICELULOSE

A estabilidade térmica e quimica das hemiceluloses é geralmente inferior a da
celulose, devido a baixa cristalinidade e seu menor grau de polimerizacdo. Em funcéo disso,
podem ser mais facilmente hidrolisadas para liberar aglicares monomeéricos. A estequiometria
para a liberacdo de hexoses e pentoses presentes no polissacarideo é apresentada nas equacoes
2.1 e 2.2 respectivamente (WYMAN, 2005):

(C4H,,0; ), +nH,0 —nC H,,0, Equacdo 2.1

(C,Hg0,), +nH,0—nC,H,,0, Equagio 2.2



25

A hidrélise da hemicelulose pode ser catalisada por um adequado coquetel de
enzimas coletivamente conhecidas como hemicelulases. Nesse caso, a reagdo é conduzida em
temperaturas moderadas, evitando a degradacao de agticares (WYMAN, 2005). Acidos diluidos
(sulfurico, por exemplo) também podem catalisar a hidrolise da hemicelulose em temperaturas
entre 100 e 200°C. Uma desvantagem desse processo € a degradacdo de agUcares, gerando
furfural, hidroximetilfurfural, além de outros compostos inibidores do processo de
fermentacdo. No entanto, a degradacdo pode ser reduzida, levando a uma recuperacdo de
aproximadamente 80-90% dos acucares, dependendo das condic¢des da reacdo (MARTIN et al.
2007; BOUSSARSAR et al. 2009; UM; BAE 2011). E possivel também realizar a operagéo
sem adicdo de &cido, em processos hidrotérmicos baseados no uso da agua ou vapor em
elevadas pressdes e temperaturas de 150-230°C, entretanto esse processo gera principalmente
oligossacarideos (LASER, 2002; BOUSSARSAR et al., 2009).

2.2.1 Hidrolise &cida da hemicelulose do bagaco de cana

Como descrito anteriormente, hemiceluloses podem ser facilmente hidrolisadas
a acucares monoméricos por acido sulfarico diluido. Contudo, o rendimento em acucares
depende de fatores como concentragdo do acido, temperatura e duracdo da reacdo (UM e BAE,
2011). A formacédo de produtos de degradacao de acucares como furfural e hidroximetilfurfural
(HMF) é fortemente dependente da severidade da hidrélise &cida. Produtos de degradacéo néo
s6 diminuem o rendimento da hidroélise, mas também atuam como inibidores da fermentacao
(MARTIN et al, 2007; CHENG et al., 2008; BRANCO et al., 2011). Dessa forma, a producao
de hidrolisados sem grandes perdas de rendimentos, requer a selecdo de condi¢bes adequadas
de reacdo. Outra desvantagem do processo é a necessidade de uso de equipamentos resistentes
a corrosdo (CARVALHEIRO et al., 2008).

O fracionamento da hemicelulose do bagaco de cana por acido diluido é um tema
amplamente discutido na literatura. Uma série de trabalhos descreve o tratamento da biomassa
com aplicacdo de relagdes solido/liquido na faixa de 1/20 a 1/10 (MARTIN et al., (2007);
BOUSSARSAR et al. (2009); BRANCO et al. (2011); UM; BAE (2011)). Como resultado da
baixas relacbes solido/liquido, a concentragcdo de aglcares nos hidrolisados hemicelulésicos €
relativamente baixa (inferior a 20g.L™%). Em funcdo disso, concentrar o licor obtido é uma
pratica usual que antecede a etapa de fermentacdo (NIGAM, 2001; CHENG et al., 2008). Em
oposicdo, para obter hidrolisados mais concentrados, Fogel et al. (2005) otimizaram a
recuperacdo de xilose durante tratamento do bagaco de cana com auxilio do planejamento

estatistico. A maxima concentracéo de xilose (57,3g.L?) foi obtida no tratamento da biomassa



26

em autoclave a 1,0 atm por 40 min, para uma relacdo bagago:acido 1:4 em &cido sulfurico 3%.
Nesse sentido, a estratégia adotada por Cheng et al. (2008) para obtencédo de hidrolisados mais
ricos em acgucares consistiu em reutilizar o licor obtido em sucessivas reacdes de hidrolise acida
do bagaco. O primeiro ciclo de tratamento foi com acido sulfarico 1,25% (m/m) em autoclave
a 121°C por 2 h, numa razdo biomassa:liquido 1:10. Os pesquisadores verificaram que a
concentracdo de agucares redutores no hidrolisado aumentou até o terceiro ciclo, entretanto, o
rendimento global do processo diminuia devido a degradacdo dos agucares (por exemplo,

furfural estava presente na concentragdo de 2,0g.L™).

2.2.1.1 Inibidores do metabolismo microbiano

Como se sabe, condicBes severas aplicadas durante a hidrdlise da hemicelulose
resultam na liberacdo de muitas substancias que inibem o crescimento e a producédo de etanol
por leveduras. O nimero e a identidade destes compostos tdxicos variam com a natureza da
matéria-prima e das condi¢bes do tratamento. Trés categorias principais de compostos
inibidores derivados de tratamentos fisico-quimicos podem ser identificadas: acidos fracos,
derivados de furano e compostos fendlicos (CARVALHEIRO et al., 2008). Os mais
importantes produtos de degradacdo s@o os compostos ciclicos furfural (formado a partir de
pentoses e acidos urbnicos) e HMF (formado a partir de hexoses, como a glicose), conforme
mostra a Figura 2.3.

Figura 2.3 — Formagdo de furfural, hidroximetilfurfural, &cido levulinico e acido férmico a partir dos
monossacarideos glicose e xilose em meio acido

HO, OHHO
Z 0
—3H20 2RO
oH + Ho \o
Gllcose ACIdO Levulinico Acido Férmico
HO,/’ —0
—
X G
— OH
Xilose Furfural

Fonte: NABARLATZ (2006).

Um inibidor comumente liberado durante a hidrolise da hemicelulose acetilada
é 4cido acetico. Além deste, o acido formico e o acido levulinico podem ser gerados, como

ilustrado na Figura 2.3. A literatura reporta que concentragdes de &cido acético entre 2-5g.L1
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tem efeito inibitdrio sobre leveduras. Estudos reportam que apenas as formas ndo dissociadas
dos &cidos difundem-se no citosol das células dos microrganismos, onde ocorre a dissociacao
devido ao pH neutro intracelular. Consequentemente ha& uma diminuicdo do pH interno que
deve ser compensada por uma ATPase de membrana (enzima que catalisa a hidrélise do ATP,
adenosina trifosfato) que bombeia prétons para fora da célula, na tentativa de manter o pH
intracelular em valores fisioldgicos a custa da hidrolise de ATP (VERDUYN et al., 1992).
Quando a concentracdo de acido é suficientemente elevada, a capacidade de bombeamento de
prétons da célula é esgotada, fato que origina acidificacéo do citoplasma e perda de viabilidade
celular (VIEGAS; SA-CORREIA, 1991). Em funcéo disso, recomenda-se que fermentacoes
de hidrolisados sejam conduzidas em pH cerca de 2 unidades acima do valor de pKa do éacido
(4,8 a 25°C) para minimizar tal efeito (NIGAM, 2001).

Boyer et al. (2002) identificaram que concentracdes de furfural superiores a
19.Lt tém efeito inibidor sobre S. cerevisiae. Palmqvist et al. (1999) destacaram que esse
composto aumenta a fase lag (periodo de adaptacdo do microrganismo, no qual ndo ocorre
crescimento) e diminui a taxa de producéo de etanol no comeco da fase exponencial, mas parece
ndo ter efeito no rendimento final, nem reduz a velocidade especifica de crescimento por si so.
Segundo os autores, o furfural € reduzido por NADH (coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo) a alcool furfuril (ndo inibidor) por acdo da enzima alcool desidrogenase.

Taherzadeh (1999) verificaram que HMF em concentragdes superiores a 2g.L*
diminiu o crescimento de S. cerevisiae em 23%. Além disso, verificou que HMF prolonga a
fase lag, porque as células convertem-no a alcool hidroximetilfurfuril (ndo inibidor) muito
lentamente. Por causa da menor eficiéncia da enzima alcool desidrogenase, HMF permanece
no meio cerca de quatro vezes mais tempo que o furfural.

Compostos aromaticos originarios da degradacdo da lignina geralmente estdo
presentes em mais baixas concentracdes nos hidrolisados, principalmente devido a baixa
solubilidade em &gua. Porém, mesmo em baixas concentracdes (1g.L ), eles sdo capazes de
inibir o crescimento, mas ndo influenciam no rendimento do etanol em S. cerevisiae
(DELGENES, 1996).

Um das possibilidades para limitar o impacto dos inibidores no processo de
fermentacdo é a introducdo de processo adicional (quimico, fisico ou bioldgico) para reducéo
dos inibidores (VAN MARIS et al., 2006). No quadro | estdo destacados os tratamentos mais

usados para remocao de &cidos fracos, furfural, HMF e compostos fenolicos.
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Quadro I: Métodos de detoxificacéo de hidrolisados lignocelul6sicos.

Tratamento Acidos fracos | Furfural, HMF | Compostos fendlicos Referéncia

Ca(OH)2 Ranatunga et al. (2000)

Eletrodialise Cheng et al. (2008)

Resinas de troca
ibnica
Lacase

Kumar et al. (2007)

Kumar et al. (2007)

Extracdo com
solventes organicos
Ebulicéo

Wilson et al. (1989)

Cheng et al. (2008)

De maneira geral, ndo hd uma solucédo simples para a detoxificacdo de diferentes
tipos de hidrolisado. Como a selecdo do processo dependera do tipo de inibidor presente, a
combinacdo de métodos ocasionalmente serd necessaria. Outra abordagem que vem sendo
estudada é a adaptacdo gradativa dos microrganismos aos hidrolisados, tornando-os tolerantes
aos inibidores presentes (NIGAM, 2001). O sucesso dessa estratégia conduziria a eliminagéo

da etapa de detoxificacdo, que impde custos adicionais ao processo de producéo de etanol.

2.3 PRODUCAO DE ETANOL DE XILULOSE

A reacgdo estequiometrica da fermentacdo de pentoses para etanol é representada
na Equacdo 2.3. Assim como acontece na fermentacdo da glicose, o rendimento tedrico em
etanol é 0,519.g™* acUcar.

3C,H,,0, > 5C,H.,OH +5CQO, +energia Equacéo 2.3

A utilizacdo de xilose com aplicagdo de S. cerevisiae selvagem para produgao
de etanol, requer a isomerizacdo do aclcar para gerar xilulose, assimilavel pela levedura. O
processo pode ser realizado segundo duas estratégias. A primeira consiste em realizar a
isomerizacdo e fermentacdo separadas de modo a oferecer condicOes ideais para enzima e
levedura. Essa abordagem apresenta uma importante limitacdo: mesmo glicose isomerase
convertendo xilose a xilulose em alta velocidade, a relagdo de equilibrio xilose/xilulose
normalmente é elevada (da ordem de 5:1). Na segunda estratégia, a isomerizacado e fermentacéao
séo realizadas simultaneamente (LASTICK, 1989; CHANDRAKANT; BISARIA, 2000 (a e b);

RAO et al., 2008). Esse processo é limitado pela diferenga nas condigdes Otimas (pH e
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temperatura) para isomerizacdo e fermentacdo. Glicose isomerase disponivel comercialmente
tem atividade 6tima em pH ente 7 e 8 e sua atividade cai bruscamente quando o pH diminui. Ja
a fermentacdo geralmente é realizada em pHs entre 4 e 5, para reduzir problemas de
contaminacdo no processo. Além disso, a temperatura do processo € limitada pelo
microrganismo, em detrimento a atividade enzimatica, cujo maximo situa-se acima de 70°C
(TUKEL; ALAGOZ, 2008; STRANDBERG; SMILEY, 1971). Nos itens a seguir sdo
destacados aspectos importantes para a compreensao dos dois processos, a isomerizacao de

xilose e a fermentacéo de xilulose.

2.3.1 Caracteristicas da enzima glicose isomerase

Glicose/xilose isomerase (D-xilose cetol isomerase; CE 5.3.1.5), comumente
conhecida como glicose isomerase (GI), é uma das trés enzimas mais produzidas no mundo.
Catalisa a isomerizacdo reversivel da glicose e xilose em frutose e xilulose, respectivamente. A
isomerizacdo da glicose em frutose tem importancia comercial na producdo de xarope de
frutose. Esse processo foi desenvolvido primeiro no Japdo e mais tarde nos Estados Unidos,
onde ganhou importancia comercial por causa do alto preco do aclcar importado (BHOSALE
et al., 1996). A capacidade da glicose isomerase converter xilose a xilulose é importante na
bioconverséo de hemicelulose para etanol (GONG et al. 1981; CHANDRAKANT e BISARIA,
2000; RAO, CHELIKANI; VARANASI, 2008).

A maior parte da glicose isomerase disponivel no mercado é distribuida na forma
imobilizada. A imobilizacdo é uma das maneiras de reduzir o custo de producao, recuperar a
enzima de forma eficiente e reutiliza-la varias vezes (BHOSALE et al., 1996).

Glicose isomerase exige um cation divalente, como Mg?*, Co?" ou Mn?*, ou uma
combinagio destes, para manter maxima atividade e estabilidade. Tanto Co?*, quanto Mg?* séo
essenciais para a atividade, entretanto desempenham papéis diferenciados. Mg?* é superior a
Co?* como ativador, enquanto este Ultimo é responsavel pela estabilizagdo da enzima e
manutencdo da conformacao, especialmente a estrutura quaternaria da enzima. Por outro lado,
a atividade catalitica pode ser inibida por metais como o Ag*, Hg?*, Cu®*, Zn?* e Ni?*. Outros
inibidores séo xilitol, arabitol, sorbitol, manitol, lixose e Tris (BHOSALE et al., 1996).

Na producéo industrial de xarope de alta frutose, glicose isomerase imobilizada
é amplamente utilizada em reatores do tipo leito fixo operando a pH 7,5-8,0 e temperatura entre
55-60°C, com adigdo de 5mM de Mg?* como cofator e estabilizador da enzima e também para

abrandar a inibicdo do célcio sobre a enzima. O célcio est presente no processo gragas a etapa
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anterior de sacarificagdo enzimatica do amido. Nessas condi¢Oes a enzima imobilizada tem
meia vida de aproximadamente 200 dias (SAHA; JORDAN, 2009).

Glicose isomerase tem sido isolada de varias fontes, porém a maioria das
enzimas comercializadas atualmente é de origem bacteriana (KRISTO et al. 1996). A enzima
de origem bacteriana e tetramérica, com massa molecular de aproximadamente 173 kDa (Figura
2.4), formada por quatro subunidades idénticas com massa molecular proxima a 43 kDa (JANIS
et al., 2008).

Figura 2.4 — Faces da glicose isomerase de Streptomyces rubiginosus. Os quatro mondmeros da estrutura
tetramérica estdo representados em turquesa, rosa, verde e laranja. Em azul, os residuos de lisina.

Fonte: (Protein Data Bank)

De acordo com Janis et al. (2008) glicose isomerase solGvel tem pouca ou
nenhuma atividade catalitica a pH < 5. Nessa faixa de pH ocorre perda reversivel dos ions
Mg?*. Além disso, a complexa estrutura multimérica da enzima é modificada devido a

dissociagdo dos tetrameros a trimeros, dimeros e monémeros.

2.3.2 Fermentacao de xilulose por S. cerevisiae
O primeiro passo metabdlico para a fermentag&o é a captagdo do aglcar através
da membrana citoplasmatica. Uma vez dentro da célula, xilulose é fosforilada a xilulose 5-

fosfato, por acdo da enzima xiluloquinase, que é convertido a intermediarios da via glicosidica,
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como gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato atraves da via pentose fosfato ndo oxidativa
(Figura 2.5).

Richard et al. (2000) verificaram que a etapa catalisada por xiluloguinase é
limitante na fermentacédo do agucar. Os tempos de duplicacéo da linhagem selvagem foram 2 e
34 h em glicose e xilulose, respectivamente. A superexpressao de xiluloquinase na levedura,
diminuiu o tempo de duplicagéo para 12 h, enquanto sua dele¢do impediu 0 crescimento em
xilulose. A baixa velocidade de fermentacdo de xilulose por S. cerevisiae também tem sido
associada ao insuficiente baixo fluxo de metabolitos na via pentose fosfato (JOHANSSON;
HAHN-HAGERDAL, 2002).

Figura 2.5 — Estégios iniciais da fermentacéo de xilulose em S. cerevisiae.
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Fonte: BioCyc Database Collection

Em particular, as atividades de duas das enzimas da via pentose fosfato ndo-
oxidativa (transcetolase e transaldolase), tem sido apontadas como limitantes para a
fermentacdo. Essa evidéncia foi apoiada no significativo acuimulo do metabolito sedoheptulose-
7-fosfato durante a fermentacdo de xilulose realizada por Senac e Hahn-Héagerdal (1990).

Transcetolase catalisa a conversao de xilulose-5-fosfato e ribose-5-fosfato para sedoheptulose-
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7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, enquanto transaldolase catalisa a conversdo de
sedoheptulose-7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato para frutose-6-fosfato e eritrose-4-fosfato
(WALFRIDSSON et al., 1995). Gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato sdo convertidos a
piruvato. Em condicGes anaerobicas, o piruvato é descarboxilado pela piruvato descarboxilase
a acetaldeido, que é reduzido a etanol pela &lcool desidrogenase. Em condic¢des aerdbias
piruvato é oxidado através do ciclo de Krebs na cadeia respiratéria (CHU; LEE, 2007).

Dentre as principais estratégias descritas na literatura para o processo de
producdo de etanol a partir de xilose isomerizada por S. cerevisiae, destacam-se 0 uso de
elevadas densidades celulares, ajuste da temperatura a valores maximos toleraveis pelo
microrganismo e adi¢do de tetraborato de sddio ao meio de isomerizagdo de xilose (YUAN et
al., 2011; CHANDRAKANT; BISARIA, 2000b).

Chiang et al. (1981) estudaram a conversao de Xilulose a etanol por S. cerevisiae
comercial utilizado xarope de pentoses (mistura xilose-xilulose) como substrato. Os autores
verificaram que a producdo de etanol aumentava com a densidade celular. Na temperatura de
37° C e pH 6 a taxa de producdo de etanol foi maxima com 150 g de células por litro. Em
concentragdes de células inferiores a 100g.L? o tempo de fermentagdo aumentava
significativamente. A temperatura 6tima foi definida como 35°C, porém pHs entre 4 e 6
conduziram a resultados muito parecidos. Segundo os autores, geracdo de subprodutos como
xilitol e glicerol foi favorecida em pH elevado (6-7) e temperaturas baixas (<35°C).

Chiang et al. (1982) utilizaram sistema de reatores de leito fixo para converter
xilose em xilulose e fermentar xilulose por S. cerevisiae, produzindo etanol. Quando as reacdes
foram realizadas separadamente, xilose a 100g.L™ resultou em 32g.L? de etanol com uma
produtividade de aproximadamente 0,3g.L1.h"t. J4 a operacéo em sistema continuo utilizando
glicose isomerase coimobilizada com S. cerevisiae produziu menor quantidade de etanol
(méaximo 11g.L™?). Os autores destacaram algumas dificuldades na operagdo do sistema
continuo, dentre elas, o acumulo de diéxido de carbono que ocupava uma parte consideravel
do volume (til do reator e falta de controle do pH do meio reacional sem agitacdo. A agitacao
foi considerada essencial para manutencdo do pH constante uma vez que o metabolismo da
levedura tende a diminuir o pH para valores mais acidos, que ndo sdo ideais para a atividade de
glicose isomerase. Nos dois casos, houve producdo de xilitol, a qual foi atribuida ao
catabolismo de xilose. Os autores consideraram improvavel a producdo de xilitol a partir de
xilulose (como suposto por Gong et al. 1981). Aparentemente, na literatura ndo ha consenso a
respeito da formacao de xilitol por S. cerevisiae em sistemas contendo a mistura xilose-xilulose.

Se por um lado a metabolizacdo de xilose como unica fonte de carbono em condicBes
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fermentativas é descrita como impossivel, como verificado por Gong et al. (1981), por outro a
fermentacgdo de xilulose como Unico substrato tem apresentado rendimento préximo ao teorico
(HAHN-HAGERDAL et al.; 1986; YUAN et al., 2011).

Hahn-Hagerdal et al. (1986) investigaram a influéncia da aeracdo, pH,
concentracdo de enzima, massa celular e concentracdo de azida de soédio, um inibidor da
respiracéo, na producéo de etanol e subprodutos a partir de xilose na presenga de S. cerevisiae
e glicose isomerase. As melhores condi¢des operacionais encontradas foram: sistema anaerébio
a pH 6, 10g.L* de enzima, 75g.L* de células e 4,6mM de azida sodica. Sob essas condicdes,
etanol foi produzido com rendimento teérico a partir de 42g.L* xilose, em 24 horas. Em
batelada alimentada chegou-se a produzir 62g.L™ de etanol a partir de 127g.L™* de xilose, com
rendimento de 0,49g.g™ de aglicar e produtividade de 1,35 g*.L1.h?,

Senac e Hahn-Hagerdal (1990) estudaram a fermentacdo das misturas glicose-
xilose (267-267mM) e xilulose-xilose (333-267mM) por Saccharomyces cerevisiae ATCC
24860 (16 geer.L™) a 30°C e 300 rpm, sob condicBes anaerébias em reator batelada. As
velocidades de consumo de aglcar foram significativamente distintas: 3,94mMol.gcer*.h™! para
glicose e 0,39mMol.geei.h? para xilulose. Toda glicose foi consumida em 4 horas, gerando
cerca de 500mM de etanol. Por outro lado, aproximadamente 100mM da xilulose restaram em
60 h. Nos dois casos, foram identificados os subprodutos glicerol, xilitol, arabitol além de tragos
de &cido acético e acido succinico.

Em relacdo ao equilibrio da isomerizacdo de xilose, diversos trabalhos tém
destacado que este pode ser deslocado no sentido do produto xilulose mediante a introducéo de
tetraborato de sodio no meio reacional (YUAN et al., 2011; RAO et al.,, 2008;
CHANDRAKANT e BISARIA, 2000b). Isso é possivel porque ions tetrahidroxiborato podem
formar complexos com agucares (HOFFSTETTER-KUHN, 1991). Entretanto, Skoog e Hahn-
Hégerdal (1988) destacaram que leveduras ndo podem fermentar o complexo xilulose-borato,
desse modo, 0 mais conveniente seria realizar a isomerizacao e fermentacdo de xilose em duas
etapas. Primeiro, em pH elevado, formar-se-ia 0 complexo xilulose-borato e posteriormente o
pH do meio seria diminuido para a dissociacdo do complexo e fermentacéo da xilulose. Nesse
sentido, Hsiao e colaboradores (1982) estudaram o efeito da adicéo de tetraborato de sodio na
isomerizacdo e fermentacdo separadas de xilose catalisada por glicose isomerase. Quando
xilose 1 M foi isomerizada na presenca de varias concentracdes de tetraborato de sédio (0-0,5
M) uma conversdo maxima de 80% foi observada na razdo molar borato/xilose=0,2. Os autores
verificaram ainda que temperaturas entre 40 e 69°C e pHs entre 6 e 7,5 tiveram efeito

insignificante sobre o equilibrio quando borato estava presente. Nessas condi¢des, a conversao
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de xilose foi aproximadamente 72% para a razdo molar borato/xilose=0,1. A presenca do borato
também afetou a fermentacdo da xilulose pela levedura. Nessa etapa, a razdo molar
borato/xilose=0,1 resultou no melhor rendimento em etanol (58% em relacdo ao agucar total e
91,6% em relacdo a xilulose consumida). Na Tabela 2.1 sdo apresentados os resultados de trés

experimentos realizados pelos pesquisadores Hsiao et al. (1982).

Tabela 2.1 — Producdo de etanol de xilulose por S. cerevisiae

Referéncia Xilose!  b/x Xilulose? Células Tempo pH Temp. Etanol PeToH
(gL (gL (gL (h) (°C) (gL (g.L™hD)

HSIAO et 75 - 14,0 150 24 4,0 35 6,4 0,27

al., 1982 0,100 53,7 150 22,2 0,92

0,250 60,0 150 15,2 0,63

YUAN et 60 0,125 33,0 100 72 45 34 18,2 0,25

al., 2011 0125 522 200 34 250 0,35

!Concentragdo de xilose antes da isomerizagdo, x/b, razdo molar xilose/borato; 2xilulose no equilibrio; Peton,
produtividade volumétrica do etanol.

Na Tabela 2.1 também foram descritos os resultados da fermentacdo de xilulose
por S. cerevisiae obtidos por Yuan et al. (2011). No estudo, xilulose foi previamente
isomerizada com pellets de glicose isomerase coimobilizada com urease (como descrito por
Rao et al., 2008) e adicdo de tetraborato de s6dio numa razdo molar borato/xilose=0,125. Dois
isomerizados foram preparados. No primeiro, xilose foi isomerizada até 55% e no segundo até
87%. Os autores também avaliaram a fermentagdo da mistura glicose-xilulose (90-30g.L™).
Nas concentragdes celulares de 50, 100 e 200g.L, toda glicose foi consumida em menos de 5
h. Por outro lado, havia xilulose remanescente apds 28 horas em todos 0s ensaios. Azida de
sodio (4,6mM) foi adicionada como inibidor respiratdrio para restringir a formagéo de xilitol.
Como resultado, a formacdo de subprodutos foi cerca de metade daquela observada sem azida.
No entanto, o consumo de xilulose foi ainda mais lento.

Para superar a questdo da disparidade dos pHs Otimos para isomerizacao e
fermentacao de xilose, Rao et al. (2008) desenvolveram um sistema de isomerizagdo que reune
urease e glicose isomerase coimobilizadas. De acordo com o0s autores, é possivel sustentar um
significativo gradiente de pH entre o meio reacional e a regido central do pellet por causa da
difusdo de ions hidrogénio de fora para dentro da particula, que séo neutralizados pela aménia
produzida na hidrélise da uréia pela urease. Dessa forma, teoricamente a enzima seria mantida

num pH mais elevado no centro do pellet e entdo catalisaria a isomerizagdo. Apos isso, xilulose



35

difundiria a partir do pellet para a fermentacdo no meio reacional. Além disso, os pesquisadores
adicionaram tetraborato de sddio no meio reacional como forma de alterar o equilibrio para a
formacao de xilulose. A isomerizagdo de xilose 60g.L™* com 5,2g.L* de glicose isomerase, a
pH 7,5 e 34°C resultou em 9g.L* e 30g.L* de xilulose, na auséncia e presenca de tetraborato
de borato (0,05 M), respectivamente. Utilizando o co-imobilizado, os resultados foram
semelhantes. A isomerizagdo a 34°C e pH 4,5, favoravel a fermentagdo, com 0,01 M de uréia
e borato 0,05 M resultou em xilulose a 17g.L™. Aumentando a concentragio do coimobilizado

de 5,2 para 36g.L* a concentracio do produto aumentou para 44g.L™.

2.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

O processo de imobilizacdo de uma enzima consiste no confinamento desta em
um suporte solido para posterior reutilizacdo do biocatalisador, tornando o processo menos
oneroso. A imobilizacdo é conseguida mediante contato do suporte com a célula ou enzima,
sob condigdes controladas. As principais vantagens obtidas pelo processo de imobilizacao sdo
(LOPEZ-GALLEGO et al., 2005; MIELENZ; 2009):

v Aumento da estabilidade térmica;

v Aplicacdo em reatores com maior controle do processo, podendo ser usadas elevadas
concentragdes de enzimas;

v’ Facilidade de separacdo entre catalisador e produto apds a reacéo;

v' Possibilidade de reutilizacdo sem perda significativa da atividade catalitica.

As principais desvantagens do processo de imobilizacdo sdo: alteracdo da
conformacdo natural da enzima, custo do suporte e perda de atividade durante o processo de
imobilizacéo.

Na Figura 2.6 séo ilustrados os principais métodos de imobilizacdo de enzimas:
ligacdo covalente, adsorcdo, confinamento ou encapsulacdo e entrecruzamento ou ligacéo
cruzada. Em cada uma dessas técnicas 0os mecanismos de iteracdo enzima-suporte sdo

diferentes.



36

Figura 2.6 — Principais métodos de imobilizacdo de enzimas (a) Ligacdo Covalente; (b) Adsorcao; (c)
Encapsulagdo; (d) entrecruzamento

Fonte: MIELENZ (2009)

As técnicas de imobilizacdo se diferenciam pelo modo de interacdo enzima-
suporte. No método de ligacdo covalente, os suportes sdo especialmente funcionalizados para
conter um grupamento quimico que sera responsavel pela imobilizacdo da enzima ao suporte
(SCHMIDELL et al., 2001). Esta técnica de imobilizacdo envolve a formacdo de ligacGes
covalentes entre o biocatalisador e material de suporte. A ligacdo normalmente é formada entre
o0s grupos funcionais presentes na superficie do suporte e aminoacidos residuais da superficie
da enzima. Uma série de grupos funcionais dos aminoacidos € adequada para participacdo na
formacédo de ligacdo covalente. Os envolvidos com mais freqliéncia sdo o grupo amina (NHz)
da lisina, grupo carboxila (CO2H) do acido aspartico e acido glutdmico, o grupo hidroxila (OH)
da serina ou treonina e o grupo (SH) da cisteina. A escolha do método de reacdo é importante,
se inadequada pode promover inativacdo da enzima pela reacdo com aminodcidos residuais do
sitio ativo (MIELENZ, 2009).

Um sistema de imobilizacdo e estabilizacdo muito estudado foi desenvolvido
por Guisan (1988). Consiste na ligacdo de grupos amino da enzima a grupos aldeido
adequadamente introduzidos na superficie de um suporte poroso, como gel de agarose, por
ativacdo. Quando sdo efetivadas em nimero adequado, essas ligacdes tornam a molécula da
enzima mais rigida, protegendo-a de perdas de atividades causadas por alteracdes
conformacionais em sua estrutura tridimensional provocadas por efeito de calor, solventes e
ions presentes no meio de reacdo. No entanto, existem proteinas que nao dispdem de nimero
suficiente de lisinas em regides acessiveis. Nesse caso, uma possibilidade factivel é realizar a
aminacdo de grupos carboxilicos de aminoécidos como &cidos glutamico e aspartico da
superficie da enzima com etilenodiamina, conforme descrito por Lopez-Gallego et.al (2005).

Na imobilizacdo por encapsulamento, ocorre um confinamento fisico onde
enzimas e/ou células sdo mantidas no interior de esferas, cujo envoltorio é constituido por um

polimero geliforme e semipermeavel. As proteinas ndo devem transpassar a capsula, mas
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substratos e produtos devem passar livremente através da membrana. Caso os produtos de
reacdo se acumulem devido a dificuldade de difuséo, problemas como a ruptura da membrana
podem ocorrer (MIELENZ, 2009). Segundo Schmidell et al. (2001) os materiais mais usados

para formacdo de particulas de gel sdo os polimeros naturais carragenana, alginato e pectina.

2.4.1 Suportes para imobilizacdo de enzimas
Suportes para imobilizacdo podem ser naturais ou sintéticos. Dentre os naturais
destacam-se celulose, agar, quitina, bentonita e quitosana, alginato e colageno. Dentre 0s
sintéticos, poliestireno, poliacrilato, polivinilico, silica, aluminossilicatos e o nailon
(SCHMIDELL et al. 2001). A decisao sobre o tipo de suporte para imobilizagcdo exige uma
avaliacdo da aplicacdo do biocatalisador. A escolha é influenciada por aspectos como
(MIELENZ; 2009):
v" Propriedades fisicas do suporte: rigidez, area superficial disponivel, forma, grau de
porosidade, volume dos poros, permeabilidade, densidade, entre outras;
v’ Caracteristicas quimicas, tais como hidrofilicidade e grupos funcionais disponiveis para
modificacéo;
v’ Caracteristicas de estabilidade do suporte podem influenciar no armazenamento e
regeneracdo da atividade do biocatalisador;
v" Custo do suporte, impacto ambiental e viabilidade de preparacdo em escala industrial.
Os itens a seguir apresentam uma breve descricdo de dois interessantes suportes

utilizados na imobilizacéo de enzimas.

2.4.2 Quitosana

A quitosana, um polissacarideo abundante e barato, € um suporte muito
interessante para imobilizacdo de enzimas. Este biomaterial catiénico é produzido por
desacetilacdo da quitina, um polimero presente na parede celular dos fungos e das conchas de
moluscos (principalmente caranguejo, camardo, lagosta, entre outros), residuos da industria de
processamento de frutos do mar. Quimicamente, a quitosana possui uma estrutura molecular
semelhante a celulose, diferenciando-se nos grupos funcionais (Figura 2.7). Grupos hidroxila
(OH) estéo dispostos na estrutura da celulose assim como grupos amino (NH>) na da quitosana.
A quitosana é soltvel em meio acido diluido, formando um polimero catidnico, que confere

propriedades especiais diferenciadas em relagéo as fibras da celulose (BERGER et al., 2004).
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Figura 2.7 — Estrutura primaria da (a) celulose e (b) quitosana
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Fonte: (MAJETI; KUMAR, 2000).

Em pH basico, os grupos amina da quitosana estdo descarregados (pKa 6,5) e 0s
polimeros sdo insolveis em meio aquoso, formando um gel (GAN; WANG, 2007). Quitosana
contém uma alta densidade de grupos de amina primaria que podem ser diretamente ativados
com glutaraldeido. Grupos aldeido produzidos apos a ativagdo com glutaraldeido sdo muito
reativos, e podem imobilizar a enzimas, ap6s ligacdo com apenas um grupo amina da proteina.
Esta alta reatividade do glutaraldeido torna o processo de imobilizagdo facil e rapido. No
entanto, ndo é esperado um aumento significativo na estabilidade térmica da enzima
(MANRICH et al., 2008, RODRIGUES et al., 2008; ADRIANO et al., 2008).

2.4.3 Agarose

Agarose é um polimero de galactose produzido por purificacdo do agar obtido a
partir de algas marinhas vermelhas. Devido a sua biocompatibilidade, tem sido muito utilizada
como uma matriz de imobilizacéo das células e enzimas e veiculo de liberagéo de drogas. Além
disso, o gel de agarose ¢ muito utilizado em analise de moléculas de DNA e proteinas atraves
de eletroforese. Agarose forma hidrogéis através de agregacdes intermoleculares por mudancas
térmicas. As propriedades dos hidrogéis formados podem ser controladas com as condic¢des de
gelificacdo ou até mesmo por mistura com polimeros sintéticos (KONG; MOONEY, 2005).

Agarose € descrita como uma excelente matriz para imobilizacdo de enzimas e
tem sido extensivamente estudada (BLANCO et al., 1989; GIACOMINI et al., 1998;
PEDROCHE et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008). Além de apresentar elevada porosidade,
possui carater hidréfilo e é de facil derivatizagdo. No entanto, uma limitagdo importante no uso
de agarose € o custo elevado (KONG; MOONEY, 2005).
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2.5 APLICACOES DE REATORES CONTINUOS EM BIOPROCESSOS

Diversos estudos tém descrito o uso de sistemas continuos em bioprocessos. Um
caso de sucesso é a aplicacdo na industria farmacéutica na producéo de proteinas instaveis que
se degradam rapidamente no caldo de cultura. Nesse caso, 0 uso de reatores continuos
possibilita a geracdo de produtos de elevada qualidade, pois o tempo de residéncia no reator é
minimizado (KONSTANTINOV, 2011). Outra aplicacdo muito pesquisada é a producdo de
etanol usando leveduras imobilizadas e biorreatores de diferentes configuracGes, dentre eles o
do tipo tanque agitado (CSTR — Continuous Stirred-Tank Reactor) e o de leito fixo também
conhecido como reator de fluxo pistonado (PFR — Plug Flow Reactor) (BRETHAUER,;
WYMAN, 2010). A literatura relata que essa ultima configuracdo de reator tem se tornado
muito popular devido as caracteristicas como baixos custos de producéo e operacgdo e facilidade
de automagao do processo (GOKSUNGUR; ZORLU, 2001).

No CSTR de mistura perfeita, a composi¢do no reator € homogénea e idéntica
aquela do fluxo de saida. No PFR ideal, a corrente contendo os reagentes escoa através do reator
e a reacao prossegue a medida que o fluido se desloca ao longo do leito, assumindo-se que a
difusdo na diregdo axial e a variacdo de concentracdo na direcdo radial sejam despreziveis
(BRETHAUER; WYMAN, 2010).

Em um sistema de fermentacdo operando em modo continuo, o substrato é
constantemente alimentado para o reator a0 mesmo tempo que um fluxo correspondente de
caldo fermentado é descarregado, de modo a manter o volume do reator constante. Além disso,
o0 equilibrio entre a alimentacdo e descarga é mantido durante periodos suficientemente longos
para que o estado estacionario seja atingido (BRETHAUER; WYMAN, 2010).

Como sugerido acima, a produtividade do sistema é usada como critério de
desempenho importante para o processo. Este parametro depende de varios fatores, incluindo
concentracdo de substrato, concentracdo de células e taxa de diluicdo (inverso do tempo de
retencdo do liquido no reator). A escolha do ponto de operacdo (taxa de dilui¢do) ¢ feita de
forma a manter conversao quase completa do substrato e maximizar a produtividade, para evitar
a perda de substrato ou a necessidade de reciclo da corrente efluente. De modo geral, sistemas
de reatores continuos associados em série tém desempenho superior ao de um Unico vaso para
(GOOUER et al., 1996). A associacdo tambeém permite reduzir significativamente o volume
total do sistema para reatores tipo CSTR. No quadro Il destaca-se uma série de aplicacGes que

fazem uso de reatores continuos.
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Quadro Il — Exemplos de usos dos reatores continuos

Tipo de reator

Aplicagéo

Microganismos

Principal resultado

Fonte

CSTR

CSTR e PFR
combinados

CSTRs em serie

CSTR

PFR, trés
reatores em série

PFR, trés
reatores em série

CSTR, quatro
reatores em série

PFR

Tratamento de aguas residuais da
industria petroquimica e
refinarias de petroleo

Producdo de etanol partir de caldo
de sorgo sacarino
AR inicial 240g.L™!

Producdo sequencial de 4cido
lactico e xilitol a partir de
hidrolisado de hemicelulose

Biolixiviacdo de metais em lodo
de tratamento de aguas residuais
de curtume

Producdo de etanol por SSF de
amido de mandioca
AR inicial 163g.L*

*Producéo de etanol por SSF de
amido de mandioca
AR inicial 154g.L*

Producdo de etanol por SSF de
amido de mandioca contendo
borra da liquefacéo

Producdo de etanol a partir de
hexoses e pentoses utilizando
culturas mistas geneticamente
modificadas

A. caviae, B. cereus, O.
intermedium, S. maltophilia,
Rhodococcus sp.

S. cerevisiae NP 01

Lactobacillus rhamnosus e
Debaryomyces hansenii

Acidithiobacillus ferrooxidans

Saccharomyces cerevisiae de
panificacdo

Saccharomyces cerevisiae de
panificacdo

Saccharomyces cerevisiae
CHFY0321

Escherichia coli AFF01/pLOI297 e
Escherichia coli CT1101/pLOI297

Reducdo no nivel de hidrocarboneto
contaminantes de 320 mg L™ para 8 mg L

Produgéo de etanol: 106g.L?%, na taxa de
diluicdo de 0,007 h’. Rendimento 0,50g.g e
produtividade 0,76g.Lh?

Produtividade: 2,99. L* h'e 0,218 g L ht
para acido lactico e xilitol, respectivamente

Solubilizagdo de Cr (49%), Cd (63%), Cu
(71%) e Zn (80%)

Produtividade do etanol: 5,9g.L1.h?, com
conversao do substrato de 97% e rendimento
de 81% do tedrico

Produtividade do etanol de 11,7g.L%.h", com
97% de conversdo do substrato e rendimento
de 92% do tedrico

Produtividade volumétrica, concentragéo final
e rendimento de etanol: 2,41g.L1.h%; 86,1g.L
! e 91%, respectivamente.

Produgéo do etanol: 34g.L™ com rendimento
préximo aos 90% do tedrico e produtividade
de 2,2g.L-%.ht. Cerca de 92% do aglcar foi
consumido.

(GARGOURI et al., 2011)

(KHONGSAY et al., 2010)

(SALGADO et al., 2012)

(DROGUI et al., 2005)

(GIORDANO et al., 2008)

(TROVATI et al., 2009)

(MOON et al., 2012)

(UNREAN; SRIENC, 2010)

AR: concentragdo de aglcares redutores totais, SSF: Sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. *A massa molar do substrato e o tamanho das particulas do biocatalisador foram
reduzidas para em realagdo ao estudo anterior (GIORDANO et al., 2008).
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2.5.1 Células imobilizadas na producéo de etanol

Como j& destacado no decorrer desta revisdo, a producdo de etanol a partir de
fontes renovaveis vem atraindo interesse mundial. Independentemente do substrato
selecionado, a viabilidade econdmica e o consumo de energia do processo sdo fatores
importantes. Nesse cendrio, parte da pesquisa tem sido direcionada para a producao de etanol
por meio de cultivos continuos empregando microrganismos imobilizados (GOKSUNGUR;
ZORLU, 2001). Sistemas que usam células imobilizadas se destacam por apresentarem muitas
vantagens técnicas e econémicas sobre aqueles que empregam células livres (PRASAD;
MISHRA, 1995; RAKIN et al., 2009):

v' Aumento da estabilidade da levedura, devido a menor inibicdo provocada por
concentracdes elevadas do substrato;

v Diminuicdo dos custos do processo devido a facilidade de recuperacao e reutilizacdo de
células e separacdo de produto;

v" Aumento da produtividade volumétrica e facilidade de controle do processo.

Contudo, estudos descritos na literatura indicam que a eficiéncia destes sistemas
pode ser comprometida, chegando a ser inferior aquela apresentada pelo sistema equivalente
operando com células livres. A principal razdo para isso € que as células no interior das
particulas podem se tornar inativas, devido a privacdo de nutrientes essenciais ou ao acimulo
de produtos em concentracgdes inibitérias (PRASAD; MISHRA, 1995).

Dentre as diferentes técnicas de imobilizagdo de células, o aprisionamento em
gel de alginato de célcio tem sido um dos mais utilizados, devido a sua simplicidade e
caracteristica ndo toxica. Esta técnica de imobilizacdo envolve a adicdo gota a gota da
suspensdo de células em alginato de sddio em uma solucéo de cloreto de calcio, onde as células
sdo imobilizadas em gel de alginato de calcio precipitado sob a forma de pellets (particulas
esféricas) (ROSEVEAR, 2008). Uma grande vantagem dessa metodologia de imobilizacdo de
células é a elevada densidade local de células que pode ser alcancada (WESTMAN et al., 2012).

Tem sido demonstrado que o aprisionamento de células de levedura melhora o
desempenho fermentativo em hidrolisados lignoceluldsicos intoxicados por produtos de
degradacdo oriundos de etapas de pré-tratamento. Esse ganho justifica-se pela elevada
concentracdo local de células, que possibilita a relagdo inibidor/célula tornar-se pontualmente

inferior e, assim, as células lidam melhor com a toxicidade do hidrolisado (TALEBNIA;
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TAHERZADEH, 2006). Alguns exemplos de uso de células de levedura imobilizadas descritos
na literatura sdo resumidos a seguir.

A fermentacdo por Saccharomyces cerevisiae de hidrolisados lignocelulésicos
contendo compostos de degradacdo provenientes de tratamento com &cido foi estudada por
Talebnia e Taherzadeh (2006). O nivel de toxicidade do licor permitiu que células livres
fermentassem continuamente numa taxa de diluicdo de 0,1 h™t. Em 50 horas as células perderam
75% da viabilidade. Por outro lado, a encapsulacédo protegeu as células contra os inibidores
presentes no hidrolisado. Nesse caso, a fermentacéo foi possivel a taxas de dilui¢do de até 0,5
h e houve manutenc&o da viabilidade celular em niveis superiores a 75% em 21 dias de ensaio.
Como resultado, um rendimento de etanol de 0,44g.g™ foi verificado.

A producdo de etanol a partir de um hidrolisado hemicelulésico de milho
contendo 71,8g.L™! de xilose foi investigada usando Saccharomyces cerevisiae recombinante
imobilizada em alginato de calcio (ZHAO; XIA, 2010). De acordo com o0s autores, a
fermentabilidade do licor previamente desintoxicado foi significativamente melhorada
utilizando células imobilizadas. Apds 72 horas de ensaio em batelada, a concentracdo e o
rendimento do etanol foram 31,1g.L* e 0,41g.9™%, respectivamente. Cinco bateladas repetidas
foram realizadas e nesses experimentos a concentracdo de etanol foi mantido acima de 30,1
gg.Lt com o rendimento de etanol na faixa de 0,39g.g™~.

Giordano et al. (2008) estudaram a fermentacdo alcodlica continua de xarope
liquefeito de farinha de mandioca utilizando levedura de panificacdo e glicoamilase
encapsuladas em gel de pectina. No estudo, avaliou-se o desempenho do sistema composto por
trés reatores de leito fixo operando em série. Como resultado, a produtividade e o rendimento
do etanol foram 5,8g.L1.h" e 83%, respectivamente, com conversdo de 94% de aglicares
redutores totais.

Em continuidade ao trabalho de Giordano et al. (2008), Trovati e colaboradores
(2009) reduziram ainda mais a massa molar do substrato e o tamanho das particulas do
biocatalisador. Como resultado, a produtividade do etanol foi elevada para 11,7g.L™1.h, com
97% de conversdo dos agucares redutores totais e rendimento em etanol de 92% do tedrico. Os
pesquisadores mantiveram o sistema operando durante 45 dias. Nesse periodo a viabilidade

celular foi mantida em no minimo 80%.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

SUPORTES E ATIVADORES: foram utilizados como suportes para a
imobilizacdo os geis de quitosana com 85% de desacetilacdo adquirida da Polymar S. A. (Ceara,
Brasil), agarose 4% (Sepharose™ 4BCL) da Agarose Bead Technologies (Madri, Espanha) e
alginato de sddio (Vetec/Sao Paulo, Brasil). Os reagentes empregados na ativacao dos suportes
foram: glutaraldeido 25% (Vetec/Séao Paulo, Brasil) e glicidol (Sigma-Aldrich/St. Louis, EUA).
N-etil-N-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) e etilenodiamina (EDA) (Sigma-
Aldrich/St. Louis, EUA) foram usados para aminacao enzimatica. Demais reagentes utilizados
foram de grau analitico.

ENZIMAS: para a preparagdo do derivado imobilizado em quitosana utilizou-se
a enzima glicose isomerase soluvel (E.C. 5.3.1.5, D-xilose cetol isomerase), comercialmente
disponivel como GENSWEET SGI, produzida por Streptomyces rubiginosus, cedida pela
Genencor Internacional (Califérnia, EUA), cuja atividade medida a 60°C e pH 7 era 3400
Ul.mL™. Para alguns estudos comparativos utilizou-se a enzima glicose isomerase imobilizada
GENSWEET IGI-HF cuja atividade medida a 60°C e pH 7 era 900 Ul.g.

MICRORGANISMO: levedura de panificagdo Saccharomyces cerevisiae
(Itaiquara®, Brasil) comercializada na forma prensada com aproximadamente 70% de umidade.

SUBSTRATOS: Frutose (Synth/S&o Paulo, Brasil) foi utilizada como substrato
para a dosagem da atividade da glicose isomerase. Nos experimentos de simultanea
isomerizacdo e fermentacdo utilizou-se xilose comercial (Sigma-Aldrich/St. Louis, EUA) e
licor rico em xilose obtido por tratamento &cido do bagaco de cana-de-agUcar in natura.

O bagaco de cana com teor de umidade préximo aos 50%, proveniente da Usina
Iracema (lracemépolis — Sdo Paulo), foi cedido pelo Centro de Tecnologia Canavieira

(Piracicaba — Sao Paulo).

3.2 MEIOSDESIF

Os meios utilizados na simultanea isomerizacdo e fermentagdo de xilose sdo
apresentados na Tabela 3.1. Dentre os descritos, A, B, C e D foram usados com a finalidade de
avaliar o desempenho da levedura de panificagdo, em termos da producdo de etanol, em

diferentes meios, incluindo meios complexos, contendo extrato de levedura e/ou peptona de
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soja e meio minimo. J& os meios E e F foram preparados utilizando como substrato o
hidrolisado de hemicelulose obtido por tratamento acido do bagaco de cana in natura. Os
hidrolisados foram enriquecidos com xilose comercial e demais componentes do meio D de
modo a igualar as concentracdes iniciais. Sais de magnésio e cobalto foram adicionados a
formulacdo como agentes de ativagédo/estabilizacdo da enzima glicose isomerase. da Uma
descrigdo detalhada da preparacdo dos hidrolisados esta disponivel no item 3.2.1, abaixo.
Apdbs a preparacdo, os meios de SIF foram esterilizados por filtracdo em

membrana de 0,22 um.

Tabela 3.1 — Composicao dos meios utilizados na simultanea isomerizacdo e fermentacgéo de xilose

Composicao pH Meio A2 MeioB MeioC MeioD MeioE? MeioF¢
Xilose, g.L*t 6,0 120 120 120 120 120 120
KH2PO4, g.L* 6,0 10 10 10 10 10 10
MgS04.7H20, g.L* 6,0 4 4 4 4 4 4
Extrato de levedura, g.L* 6,0 10 10 - - - -
Soytone, g.L* 6,0 10 - 10 - - -
Ureia, g.L* 6,0 3 3 3 3 3 3
CoCl,.6H,0, g.L*! 6,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
CaCl;2H;0, g.L*! 6,0 4 4 4 4 4 4
Kamoran?, ppm 6,0 8 8 8 8 8 8

NOTA: 2adaptado de Chandrakant et al. (2000),> ‘meio composto por hidrolisado de hemicelulose obtido por
tratamento acido do bagago de cana in natura acrescido de xilose e nutrientes do meio D, Phidrolisado neutralizado
com Ca(OH),, °hidrolisado tratado por fervura e supercalagem com Ca(OH)2, “Kamoran: antibi6tico comumente
utilizado na indstria sucroalcooleira, fornecido pela Quimica Real®

Como as particulas de biocatalisador apresentavam uma elevada quantidade de
agua (~84%), sua adicdo ao meio de fermentacdo promovia um efeito de diluicdo. De fato, as
concentracdes dos componentes descritos na Tabela 3.1 eram reduzidas praticamente a metade

no inicio da SIF, uma vez que se utilizava 1g de biocatalisador para cada 1mL de meio.

3.2.1 Obtencéo do caldo hidrolisado de hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar

O bagago de cana-de-agucar in natura foi submetido a tratamento acido
mantendo-se suas caracteristicas fisicas originais. Ndo foram realizadas operacdes de
peneiramento, secagem ou redugdo de granulometria. Como o0 bagaco era mantido sob
refrigeragdo a - 20°C, aguardava-se que este atingisse a temperatura ambiente antes de

proceder-se a determinacdo da sua umidade.
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Para a obtengdo do hidrolisado de hemicelulose aplicou-se as melhores
condigdes de tratamento descritas por Fogel et al. (2005), que utilizaram planejamento
estatistico para otimizar a hidrolise acida do bagaco de cana no sentido de maximizar a
separacdo de hemicelulose na forma de aclcares monomericos. Assim, no atual estudo, a
biomassa foi submetida a tratamento com acido sulfarico 3% (v/v), aplicando-se uma relagéo
solido/liquido 1:4 (m/v). A umidade da biomassa foi considerada nos célculos de relacdo
solido/liquido. O tratamento foi realizado em autoclave a 121°C durante 40 minutos. Ao final
do tempo de reacao, o recipiente contendo o material tratado foi resfriado em agua corrente. A
fracdo liquida foi extraida por compressdo manual do material. O experimento foi realizado em
triplicata, variando-se a quantidade de bagaco submetido ao tratamento (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Caracteristicas do tratamento &cido do bagago de cana in natura.

Ensaio MBU (g) Umidade (%) MBS (g) H2SO4 3% (mL)

1 54,7 54% 25 70,3
2 300,0 47% 159 495,0
3 600,0 47% 318 990,0

NOTA: condic¢des do tratamento: 121°C por 40 minutos em autoclave. MBU:
massa de bagaco umido e MBS: massa de bagaco seco.

Os recipientes usados para a extracdo da hemicelulose do bagago eram vidrarias
tipicas usadas em laboratorio. Foram utilizados recipientes de 1, 6 e 20 litros para o tratamento
de 54,7 g, 300 g e 600 g de bagaco, respectivamente. Como a matéria-prima apresenta baixa
massa especifica, grandes volumes Uteis sdo requeridos para o tratamento de maiores
guantidades. Imagens obtidas durante o tratamento do bagaco de cana estdo dispostas na Figura
3.1
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Figura 3.1 — Imagens obtidas durante no decorrer do tratamento do bagaco de cana com &cido sulfarico a 3%
(razo sélido/liquido 1:4) em autoclave a 121°C por 40 minutos.

(a) Bagago de cana in (b) Bagaco de cana in (c) Fracdo sélida obtida (d) Caldo hidrolisado
natura sem qualquer natura impregnado com apds tratamento &cido e de hemicelulose do
tratamento quimico ou o acido  sulflrico separagdo da fragdo bagaco separado por
fisico. diluido. liquida. compressdo manual.

Fonte: arquivo pessoal.

Apbs filtracdo sob vacuo para remocdo de solidos suspensos presentes no
hidrolisado, este foi caracterizado mediante quantificacdo das concentracdes de glicose, xilose,
arabinose, acido acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e lignina soltivel conforme
descrito nos itens 3.3.7, 3.3.8 € 3.3.9.

Uma fracdo do hidrolisado resultante foi neutralizada com Ca(OH). até pH 6,0

e outra parte foi submetida a detoxificagdo conforme descrito a seguir.

3.2.1.1 Detoxificacdo do hidrolisado &cido de hemicelulose

Para diminuir a concentragdo dos compostos inibidores da fermentagdo gerados
durante o tratamento acido do bagaco, o hidrolisado de hemicelulose foi tratado por fervura
durante 15 minutos e supercalagem com Ca(OH)2 até pH 10, conforme descrito por (NIGAM,
2001). Em seguida, os solidos insoltveis foram removidos por filtragdo sob vécuo. O

hidrolisado foi reacidificado com acido sulfurico 2N até pH 6,0 e filtrado novamente.

3.2.1.2 Preparacao do meio de SIF contendo hidrolisado de hemicelulose

Em um baldo volumétrico de 100mL adicionou-se 50mL do hidrolisado de
hemicelulose no pH 6 e acrescentou-se as massas adequadas de Xxilose e dos nutrientes
suficientes para preparar um “licor” com as concentragdes do meio D (descrito no item 3.2).
Por fim, o baldo foi avolumado com agua destilada e utilizou-se o meio final para o ensaio de
SIF.
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3.3 METODOS ANALITICOS

3.3.1 Determinacao da concentracgdo de glicose
A concentracdo de glicose foi verificada colorimetricamente por método
enzimético utilizando um kit comercial contendo glicose oxidase e peroxidase (Laborlab,

Brasil). Uma curva de calibracao de glicose foi usada como referéncia.

3.3.2 Determinacdo da concentracdo de proteina

A dosagem de proteina no extrato comercial GENSWEET SGI e no meio
reacional de imobilizacdo (sobrenadante) foi realizada de acordo com o método de Bradford
(1976). Albumina bovina cristalina foi usada como padrdo para construcdo da curva de

calibracéo.

3.3.3 Eletroforese
A presenca de proteinas no extrato enzimatico GENSWEET SGI foi avaliada
por SDS-PAGE (LAEMMLLI, 1970).

3.3.4 Medida de atividade de glicose isomerase

A atividade de Gl foi determinada medindo-se a velocidade inicial de conversdo
de frutose a glicose (LADISCH et al., 1977). Frutose 2 M foi preparada em tampao tris-maleato
50mM pH 7, contendo MgSO47H.0 (50mM) e CoC1,6H20 (2,5mM). A reagéo era iniciada
pela adicdo da enzima, convenientemente diluida, a 5mL de solucdo de frutose a 60 °C. Em
intervalos regulares de reacédo (5, 10 e 15 minutos), recolhia-se uma amostra do meio reacional
para quantificacdo da glicose formada. Cem microlitros do meio reacional eram adicionadas a
100 pL de HCI 20% (v/v) para inativagdo da enzima (LIM; SAVILLE, 2007). A concentragéo
de glicose foi determinada colorimetricamente utilizando o kit enziméatico comercial contendo
glicose oxidase e peroxidase, conforme descrito no item 3.3.1. Uma unidade (UI) foi definida
como a quantidade de enzima que catalisa a formacao de 1 pumol de glicose por minuto sob as
condicBes de ensaio descritas anteriormente. O célculo da atividade foi realizado de acordo
com a Equacéo 3.1:

— (AP/At)xVR X D

N 1
Atividade (UI.mL )— MM, <V,

Equacdo 3.1

glic

Sendo:
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AP/At— Coeficiente angular da reta do produto versus tempo de reagdo [mg.mL™.min%];
V., — Volume reacional [mL];
V. — Volume da solucgdo/suspensdo enzimatica [mL];

MM, — Massa molar da glicose [0,180 mg.umol™];

glic

D — diluicao da solucdo/suspensdo enzimatica.

3.3.5 Determinagéo de umidade

As medidas de umidade foram realizadas utilizando a Balanga Determinadora
de Umidade (Marte® — modelo ID50). O equipamento era provido de um programa de secagem
automatica no qual a amostra era seca até que nao houvesse variacao de peso. Nesse momento,
0 equipamento automaticamente informava o final do processo e o respectivo valor em% de

umidade do material analisado.

3.3.6 Andlise de composicdo do bagaco de cana in natura

A analise composicional do bagaco de cana foi feita em duplicata de acordo com
0 método padrdo do NREL (National Renewable Energy Laboratory — U. S.) (SLUITER et al.,
2010). Amostras de bagaco com umidade inferior a 10% foram peneiradas atraves de uma tela
de 20 mesh (0,5mM) em um moinho de facas. Cerca de 3 g da amostra moida foi extraida
sequencialmente com agua e etanol a 96% durante 6 horas (cada extracdo) num aparelho
Soxhlet. Os extrativos foram pesados apds evaporacao do solvente e bagaco livre de extrativos
em &gua e etanol foi hidrolisado com &cido sulfurico a 72%, a 30°C, durante 1 h (300mg de
amostra e 3mL de &cido sulfurico). O acido entdo foi diluido por adicdo de 84mL de 4gua e a
mistura foi mantida em autoclave a 121°C e 1 atm durante 1 h. O material residual foi resfriado
e filtrado através de um filtro de vidro poroso. Os s6lidos foram secos até peso constante a
105°C para determinar o teor de lignina insoluvel. A concentracdo de lignina soluvel no filtrado
foi determinada colorimetricamente. As concentragdes de agucares monoméricos na fragao
liquida foram determinadas por cromatografia. Os monossacaridos presentes nos hidrolisados
foram convertidos em percentagem de polissacarideo, ou seja, glicose a glicana, xilose a xilana
e arabinose a arabinana. Os fatores usados para converter monémeros de agucar para seus
respectivos polimeros foram de 0,90 para glicose e 0,88 para xilose e arabinose. O teor de acetil
foi calculado como a concentragdo de &cido acético multiplicado por 0,7. Esses fatores foram
calculados com base na adi¢do de dgua aos polissacarideos durante a hidrolise. O teor de cinzas
foi determinado por combustéo controlada.
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3.3.7 Quantificacdo de carboidratos e a&cidos organicos

Acucares e &cidos organicos foram determinados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatografo Shimadzu SCL-10A equipado com
detectores de indice de refracdo e de UV-visivel. Para a quantificacdo de xilose e xilulose
utilizou-se a coluna Aminex HPX-87C (300x7,8mM; BIO-RAD) utilizando agua ultra pura
como fase mével num fluxo de 0,6mL.min™ e temperatura de 80°C. Ja a identificacio e
quantificacdo dos produtos de fermentacdo (alcodis e &cidos orgéanicos) e dos acucares
presentes no hidrolisado de bagaco de cana foram realizadas utilizando a coluna Aminex HPX-
87H (300x7,8mM; BIO-RAD), cuja fase movel era H,SO, 0,005mol.Lt na vazdo de
0,6mL.mint e temperatura de 45°C. Antecedendo as andlises, realizava-se uma etapa de
filtragdo. Amostras de caldo fermentado eram filtradas em membranas de 0,2 um. Ja as
amostras oriundas de tratamento de bagago eram filtradas em cartucho de extracdo em fase
sélida Sep-Pak® C-18 (Waters), para remocdo de derivados da lignina e outros produtos de

degradacéo.

3.3.8 Quantificacdo de furfural e hidroximetilfurfural

A quantificacdo dos compostos furfural e hidroximetilfurfural nas amostras de
hidrolisado de hemicelulose foi feita por CLAE utilizando cromatégrafo Shimadzu SCL-10A
equipado com coluna C-18 (Beckman) conectada ao detector de UV-visivel (Waters — 486) a
274 nm. A fase movel era acetonitrila/agua 1:8 em é&cido acético 1% (v/v) na vazdo de
0,8mL.min e temperatura de 30°C. Antecedendo & determinagio, realizava-se a filtragdo das

amostras em membrana de 0,2 pum.

3.3.9 Quantificacao de lignina solavel em hidrolisado de hemicelulose
A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorvancia a
280 nm em espectrofotobmetro (JACKSON et al., 2009). O célculo da lignina soltvel foi
determinado conforme a Equacéo 3.2.
Clignina=4,187.102(At-Apd)-3,279.10™ Equacéo 3.2

onde: Ciignina — concentracdo de lignina soltvel, emg.L?; A; — absorvéancia, em 280 nm, da
solucdo de lignina associada aos produtos de degradacao dos agucares (furfural e HMF); Apd —

clel+c2e2 - absorvancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicéo furfural e HMF (cujas
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concentragdes cl e c2 devem ser determinadas previamente). €1 e €2 a0 as absortividades dos

dois compostos, respectivamente, 146,85 e 114,00 L.gt.cm™.

3.3.10 Analise da viabilidade e concentracao celular

A viabilidade de S. cerevisiae foi avaliada utilizando-se o método de tingimento
das células com azul de metileno. Suspensbes de células adequadamente diluidas eram
carregadas sobre uma camara de Neubauer e procedia-se a contagem com auxilio de
microscopia optica. Um Microscépio Olympus BX 50 capaz de produzir ampliacdes de
imagem da ordem de 100 a 1000 vezes foi usado para a analise. O equipamento estava
conectado a um sistema de captura e armazenamento de imagens, permitindo a geragéo de um
banco de dados, fato que possibilitava uma analise posterior a aquisicdo dos resultados
(MORAES, 2013).

Para a anélise da viabilidade de células imobilizadas em alginato de célcio,
inicialmente procedia-se a dissolucao dos pellets em solucdo de citrato de sddio 8% (m/v), sob
agitacdo magnética e temperatura ambiente. Nessa etapa, preparava-se uma Suspensdo
contendo cerca de 25 mg de pellet. nL? de solugdo.

Apos a dissolucdo dos pellets, a suspensdo resultante era sequencialmente
diluida em &gua e corante azul de metileno e procedia-se a observacgdo de células viaveis (nao
coradas) e ndo viaveis (tingidas de azul) por microscopia. A Figura 3.2 apresenta uma

ampliacdo da camara de Neubauer.

Figura 3.2 — Detalhes da camara de Neubauer utilizada para contagem de células. Dimens6es do quadrante:
profundidade: 0,1mM e largura 1ImM
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A contagem de células de levedura era realizada nos quadrantes do tipo 1,

enquanto a contagem de células bacterianas, eventualmente presentes no caldo fermentado, era
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feita no quadrante 3. Cada um dos quadrantes (1, 2 e 3) apresenta volume de 10“mL. O
quadrante 1 esta subdividido em 16 campos de volume 6,25x10°mL enquanto o quadrante 3 é
dividido em 400 campos de volumes individuais de 2,5x10'mL.

A viabilidade celular é definida como sendo a razdo entre células viaveis e
células totais (viaveis e ndo viaveis) computadas num espaco definido da cAmara de contagem.
Como descrito na Equacdo 3.3, a viabilidade celular foi expressa como sendo: a média da

viabilidade verificada no total de 16 campos + desvio padrao.

Viabilidad e (%) = (x/ y + D.P.)x100 Equacio 3.2

Onde: x — Numero de células viaveis presentes no campo i (para i variando de 1 até 16),

[células]; y — Numero de células totais presentes no campo i (para i variando de 1 até 16),

[células] e X/y — Representa a média da viabilidade de 16 campos.

3.3.11 Coloragdo Gram
A classificacdo das bactérias contaminantes do processo fermentativo, feita por
reacOes de Gram, foi procedida de acordo com a metodologia descrita por Tortora et al. (2003).
O processo consistiu nas seguintes etapas:
v’ Confeccdo do esfregaco: primeiramente colocou-se uma gota de agua sobre uma lamina

de vidro. Com a alca de platina, retirou-se uma pequena porcdo da cultura de células,
misturando-a a gota a fim de obter-se uma suspensao uniforme. Espalhou-se, de modo a
formar-se um esfregaco fino. Em seguida, a preparacdo foi seca e afixada a placa por
aproximacdo desta a chama do bico de gas. Esperou-se o resfriamento da lamina;

v' Coloracdo 1: cobriu-se o esfregaco com o corante cristal-violeta durante 60 segundos. Em
seguida, o corante foi removido com um esguicho de agua. Apods isso, o esfregaco foi
coberto com lugol durante 60 segundos;

v’ Lavagem: o esfregaco foi sequencialmente lavado com agua, etanol 95% e agua;

v" Coloracdo 2: na etapa final, safranina foi adicionada como contracorante por 60 segundos;

v’ Lavagem e secagem: a lamina foi lavada com agua e seca proxima a chama do bico de gas;

v' Caracterizacdo: a lamina foi examinada por microscopia.
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3.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 Preparacéo do suporte glutaraldeido-quitosana

Quitosana ativada com glutaraldeido foi preparada de acordo com Budriene et
al., (2005). Quitosana em p6 2% (m/m) foi solubilizada em &cido acético 2% (v/v) e
homogeneizada por 30 minutos a temperatura ambiente. A solucdo homogénea foi aquecida e
mantida a 50°C. Para cada 1mL de solucdo de quitosana, adicionava-se 1,5mL de KOH 0,5M,
mantendo-se sob agitacdo durante 30 minutos. A ativacdo do suporte foi realizada mediante a
adicdo de 0,8% (v/v) de glutaraldeido. Transcorridos 30 min de ativagdo a 50°C, procedeu-se
imediatamente a lavagem do gel com excesso de dgua destilada a temperatura ambiente até a
neutralizacdo do mesmo. Procedeu-se a imobilizacdo da enzima logo apos a preparacdo do

suporte.

3.4.2 Preparacéo do suporte glioxil-agarose

Agarose 4B CL foi ativada com glicidol para obtencdo de glioxil-agarose.
Inicialmente, 52,5 g do suporte foi lavado com &gua destilada em abundancia e seco sob vacuo.
Ap0s esta etapa, adicionou-se 15mL de &gua destilada ao gel e a suspensdo resultante foi
mantida sob suave agitacdo em banho de gelo. Em paralelo, preparou-se 25mL de NaOH 1,7
M e adicionou-se 0,7125 g de borohidreto de sodio (NaBH4), em banho de gelo. Esta solucao
foi agregada a suspensdo do suporte que era mantida a agitacdo suave. Adicionou-se gota a
gota, 18mL de glicidol. A suspensdo foi mantida sob agitacdo mecanica em recipiente aberto
por 16 h, a temperatura ambiente, para a liberacdo de H> formado no meio reacional. O suporte
ativado foi lavado com &gua destilada até pH neutro e seco sob véacuo. Ap6s isso, 10 g do gel
foram suspensos em 100mL de agua destilada e adicionou-se 50 umoles de metaperiodato de
sodio (NalO4) por grama de suporte. Manteve-se sob agitagéo suave por 2 horas. O suporte foi
entdo filtrado, lavado com &gua destilada estocado a 4 °C (GUISAN, 1988).

3.4.3 Aminacéo da enzima glicose isomerase

A aminagdo da enzima glicose isomerase (conforme quimica da aminacgdo
apresentada na Figura 3.3) foi realizada adotando-se a metodologia descrita por Lopez-Gallego
et al. (2005). Primeiramente, determinou-se a concentracdo de etilenodiaminina (EDA), que
visualmente gerava menos precipitacdo da proteina em solucdo. Para isso, preparou-se um
conjunto de solugbes da enzima glicose isomerase solivel na concentracdo de 1,1 mg de

proteina pormL, diluida em etilenodiaminina (250mM - 1M) a pH 4,75. De posse da informacao
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da concentracdo de EDA mais adequada, preparou-se uma nova solucdo enzimatica e
adicionou-se 10mM de N-etil-N-(3-dimetilaminopropil) carbodi-imida (EDAC) sélido a

solucéo.

Figura 3.3 — Mecanismo de aminagao dos grupos carboxilicos ativados com EDAC na presenga de EDA.

R, R, NR,
i Il
R,—NH—CH—COOH 4 RN—C—NR, — R,_NH—CH—COO cI: —
NHR,

HN—CH—CH—NH,

R,
R, —NH— CH—CO—NH—CH=CH—NH,

Lépez-Gallego et al. (2005).

Apds 30 min de reacdo sob agitacdo suave a temperatura ambiente, iniciou-se o
processo de diélise transferindo a solu¢do enzimatica para uma membrana de acetato de
celulose com porosidade adequada para reter a proteina de interesse e remover 0s COmpostos
guimicos remanescentes da aminacdo. A membrana de didlise contendo a enzima foi incubada
em solucdo tampéo a pH 7 mantendo-se uma relacdo de 10mL de solucdo enzimatica para cada

1L, em sala fria a 4°C, por 24 h, mantendo-se a troca periddica do tampéo a cada 8 h.

3.4.4 Imobilizacéo glicose isomerase em glutaraldeido-quitosana

Quatro derivados de glicose isomerase foram preparados com a finalidade de se
avaliar a capacidade méaxima de imobilizacdo dessa proteina no suporte glutaraldeido-
quitosana, mantendo-se fixas as condi¢des de ativacdo do suporte e o tempo de imobilizacao.
As cargas de proteina soltvel oferecidas para imobilizagdo foram: 30, 50, 70 e 100 mg.g™* de
suporte.

Para a imobilizacdo da proteina, inicialmente preparou-se uma solucao
enzimética a pH 7, contendo MgSO47H20 (5mM) e CoC1.6H.0 (2,5mM). Uma aliquota
(0,5mL) foi retirada para controle e ao restante da solugéo adicionou-se o suporte. A suspensao
foi homogeneizada e mantida sob agitacdo mecénica suave a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). A imobilizacéo foi realizada mantendo-se a razéo suporte:suspensao
final 1:10 (v/v).

Aliquotas de sobrenadante eram retiradas com filtro de 5 pm ao longo do tempo
para avaliacdo da cinética de imobilizacdo mediante a quantificacdo de proteina e atividade

enzimatica.
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A imobilizacéo foi finalizada logo apds 20 horas (maioria dos experimentos).
Ao final da imobilizago os derivados foram reduzidos com borohidreto de sddio (1 mg.mL™*
de suspenséo) durante 30 min. Ao final, os derivados obtidos foram lavados em filtro sob vacuo
com tampdo tris-maleato 200mM, pH 7, agua destilada e tampdo tris-maleato, 50mM, pH 7,
para remoc¢do de enzima residual e do borohidreto de sodio, obtendo-se um derivado em pH
neutro (Montes et al., 2006). O derivado (denominado como IGI-Ch: Immobilized Glucose
Isomerase in Chitosan) foi armazenado a 4°C em tampdo tris-mateato pH 7 acrescido do

conservante benzoato de sodio (0,1%).

3.4.5 Imobilizagéo glicose isomerase em glioxil-agarose

A imobilizacdo da glicose isomerase foi realizada em tampdo bicarbonato
25mM e pH 10 para uma relagdo suporte/suspenséo final de 1:10 (m/v). A suspenséao contendo
solucdo enzimatica e o suporte foi mantida em suave agitacdo. Como a solugdo de enzima
aminada apresentava baixa concentracio de proteina (~1,1 mg.mL™), a imobilizacdo em alta
carga no suporte foi realizada num processo de 5 ciclos de modo a oferecer ao final do processo
44 mg de proteina por grama de suporte. Apos cada ciclo removia-se 0 sobrenadante por
filtracdo sob vacuo e adicionava-se uma nova solucdo enzimaética. Aliquotas do meio reacional
eram retiradas ao final de cada ciclo para a quantificacdo de proteina. Ap6s 4,5 h o processo de
imobilizagdo foi encerrado com a adigdo de 1 mg.mL* de borohidreto de sddio & suspensdo. A
mistura foi mantida sob agitacdo moderada por 30min. Apds esse periodo, procedeu-se a
lavagem e filtracdo do derivado com &gua estilada e tampéo fosfato 25mM e pH 7. Por fim,
media-se a atividade do derivado em solugéo de frutose 1M contendo 50mM de MgSO47H.0
e CoCl, 2,5mM a 55°C (a mudanca na temperatura da reacdo foi necessaria devido a limitaces
do laboratorio onde o estudo foi realizado). O derivado obtido (denominado IGI-Aga,

Immobilized Glucose Isomerase in Agarose) foi estocado a 4°C.

3.4.6 Caracterizacéo do derivado 1GI-Ch

3.4.6.1 Efeito do pH e da temperatura

A atividade de glicose isomerase solvel (SGI) e imobilizada em quitosana (IGI-
Ch) foi determinada a diferentes temperaturas (30-90°C, pH 7) e pHs (5-9, a 60°C) e expressa
como uma percentagem da atividade maxima obtida. O substrato era constituido por solugdo
de frutose 2M, contendo MgSO47H20 (50mM) e CoC1,6H20 (2,5mM), que sera intitulado

como “padrao”.
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3.4.6.2 Estabilidade térmica

Quantidades iguais de glicose isomerase soltvel e imobilizada foram mantidas
a 80°C, em solucédo tampdo tris-maleato 50mM, contendo 50mM de MgS0O47H;0 e 2,5mM de
CoC1,6H20, a pH 7. As atividades residuais das enzimas foram determinadas ao longo do

tempo em condigdes padréo (item 3.3.4).

3.4.6.3 Efeito do etanol sobre a atividade enzimatica

As atividades glicose isomerase sollvel e imobilizada no meio padrdo, na
presenca de diferentes concentragdes de etanol (0, 30 e 70g.L™) foram determinadas a pH 5,
35°C e 150 rpm.

3.4.6.4 Ensaios de reciclo para IGI-Ch

A atividade do derivado IGI-Ch foi avaliada apds trés bateladas repetidas de
isomerizacdo de frutose nas condigdes do protocolo padréo de medida de atividade de Gl (item
3.3.4). Apo6s cada batelada, o derivado era recuperado e lavado com solugdo tampao tris-

maleato 50mM a pH 7.

3.4.6.5 Isomerizagéo de xilose em meio de SIF

Avaliou-se o desempenho da enzima sollvel e do derivado 1GI-Ch na reag&o de
isomerizacdo de xilose 60g.Lt, em solucdo contendo MgSO47H.O (2g.L™?), CoCl.6H.0
(0,1g.LY), KH,PO4 (59.LY), soytone (5¢.L1) de levedura, extrato de levedura (5g.L7),
CaCl,2H,0 (2g.L1), ureia (1,5g9.L™) e o antibidtico Kamoran (4 ppm). A reacio foi realizada
a 30°C e pH 5, sob agitacdo de 150 rpm. Amostras foram recolhidas em diferentes tempos de

reacao para quantificacdo de xilose e xilulose.

3.4.6.6 Estabilidade de Gl em condi¢des SIF de xilose

Quantidades iguais de Gl solivel e imobilizada foram adicionadas a frascos
contendo diferentes concentragdes de etanol (0, 30 e 70g.L™Y) em meio de SIF a pH 5, nas
concentragcdes descritas no item 3.4.6.5. As atividades residuais foram determinadas em
condicdes padréo (item 3.3.4) para diferentes tempos de incubacdo e expressas como uma
percentagem da atividade inicial.
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3.4.7 Coimobilizacéo de glicose isomerase imobilizada e S. cerevisiae em alginato de célcio

O processo de coimobilizacdo da glicose isomerase imobilizada e levedura de
panificacdo em alginato de célcio foi iniciado com a preparacao de uma solugédo de alginato de
sodio em solucdo tampéo, com auxilio de agitacdo mecanica. A concentragdo final do alginato
era 1% em relacéo & massa total de suspenséo de enzima e células a ser preparada. Nos estudos
iniciais, utilizou-se tampéo acetato de sédio 50mM a pH 6,0 para solubilizacdo do alginato de
sodio. Apds a homogeneizacgdo, adicionava-se quantidades calculadas de levedura e enzima
imobilizada, de modo a perfazer a concentracdo definida de enzima e de células por grama de
biocatalisador. Apds mistura sob agitacdo mecanica, a suspensdo aquosa contendo células e a
enzima imobilizada foi uniformizada por passagem em peneira de uso doméstico.

O sistema montado para coimobilizacdo de enzima/levedura era composto por
um agitador mecanico, mangueiras de silicone, bomba peristaltica e aspersor de ar comprimido,
suporte e garras (Figura 3.4). A suspenséo final contendo enzima, levedura e alginato, mantida
sob agitacdo, foi gotejada em solugdo de MgCl, e CaCl; (0,25 M), mediante uso de uma bomba
peristaltica capaz de produzir gotas de pequeno diametro (1,0-2,0mM) sob a acdo de uma
corrente de ar comprimido que acelerava o gotejamento dos pellets. A vazdo da bomba foi
ajustada de modo a permitir um gotejamento cadenciado e inibir a formacéao de fluxo continuo
(esguicho). O fluxo de ar foi ajustado visualmente, verificando-se os tamanhos dos pellets
produzidos. Apds a obtencdo, as particulas foram recuperadas por filtracdo, transferidas para
uma solucdo de cura e armazenadas em geladeira a 4 °C durante a noite. Nos estudos iniciais
utilizou-se MgCl, e CaCl, (ambos 0,25 M) como meio de cura. Entretanto, no decorrer dos
experimentos decidiu-se proceder a cura dos pellets no proprio meio de fermentacdo (sem
xilose). Dessa forma, evitava-se a diminuicdo do pH inicial do meio de SIF, fato que
comumente ocorria apds cura em solugdo de MgCl. e CaCl.. Uma imagem do biocatalisador

produzido € apresentada na (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Preparagdo do biocatalisador composto por Gl imobilizada e levedura de panifica¢do
coimobilizadas em alginato de célcio. (a) Aparato utilizado na preparagéo. (b) Pellets obtidos apos
coimobilizagdo de IGI-Ch e levedura Itaiquara®

Fonte: arquivo pessoal.

Uma série de biocatalisadores foi preparada com variaces na relacdo
enzima/levedura oferecidas para coimobilizagéo (Tabela 4.3). No primeiro conjunto preparado,
a concentracdo de enzima imobilizada IGI-Ch foi mantida em 5% (Qenzima.0™ biocatalisador)
enquanto a concentracdo de levedura variava entre 2 e 16%. No segundo conjunto, a
concentragdo de células em massa seca (cms) foi mantida em 4% (Qems.g ™ biocatalisador), €NQUANtO
a carga de IGI-Ch variava desde 5% até o limite fisico de coimobilizacdo (38%). Além destes,
foram preparados mais dois biocatalisadores: um com concentracfes de IGI-Ch e levedura
intermedidrias entre as descritas anteriormente e outro contendo glicose isomerase imobilizada
em glioxil-agarose. A preparacdo destes dois ultimos envolveu a adigdo de CaCOs como
componente do biocatalisador. Este sal foi agregado a formulagdo como tentativa de solucionar
um problema diagnosticado nos experimentos preliminares de SIF de xilose: 0 pH do meio caia
ao longo do ensaio, chegando a valores nos quais a enzima glicose isomerase se tornava inativa.
Portanto, era fundamental utilizar recursos capazes de manter o pH do meio de fermentacédo
superior a 5,0 durante o tempo da batelada. Nas preparacdes onde havia adicdo de CaCOs, a
dissolucdo do alginato de sddio era feita em tampao fosfato 50mM a pH 8,0 pois este diminuia

a solubilidade do sal, evitando a coagulagdo antecipada da suspensao.
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Tabela 3.3 — Composic¢do dos biocatalisadores preparados por coimobilizacdo de Gl imobilizada e levedura de
panificacdo em alginato de calcio.

Biocatalisador Enzima Levedura Alginato CaCOs3

(enzima/levedura) (90,9.0iocat) (%0, Gems.Olbiocat)  (%0,0.97biocar) (20,90 biocat.)
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:2) 5 2 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:4) 5 4 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:8) 5 8 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:16) 5 16 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4) 20 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4) 38 1 -
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) 20 10 1 0,5
IGI-Aga/S. cerevisiae (5:10) 5 10 1 0,5

3.4.8 Simultanea isomerizacao e fermentacgao de xilose em reator batelada

Uma série de experimentos de SIF de xilose (Tabela 3.4), em batelada,
aplicando-se os biocatalisadores descritos no item 3.4.7 foi realizada no sentido de definir
concentracdes de enzima e de levedura mais adequadas para um bom desempenho da SIF e
avaliar a influéncia da composicdo do meio. Essa avaliagdo incluiu a analise de pardmetros
como: rendimento, produtividade e seletividade ao etanol.

Os experimentos foram conduzidos em tubos falcon fechados contendo 8mL de
volume ocupado (4g do biocatalisador em 4mL de meio), a 35°C e 150 rpm. Em intervalos de
tempo regulares tubos individuais eram recolhidos e procedia-se a medida de pH e
quantificacdo de acucares e produtos no sobrenadante.

Tabela 3.4 — Ensaios de simultanea isomerizacdo e fermentacao de xilose

Biocatalisador (enzima/levedura) Meio de SIF
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:2) A
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:4) A
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:8) A
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:16) A
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4) A
IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4) A/B/C
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) D
IGI-Aga/S. cerevisiae (5:10) D
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) E
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) F
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3.4.9 Viabilidade da levedura de panificagdo a diferentes temperaturas

O biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10) foi empregado em bateladas
repetidas de simultanea isomerizacdo e fermentacéo de xilose com o objetivo de se avaliar a
viabilidade da levedura em diferentes temperaturas (32, 35 e 37°C) por periodos prolongados.
O conhecimento desse comportamento do microrganismo € essencial para uma escolha
adequada da temperatura de fermentacdo em modo de operagdo continua. O meio D descrito
no item 3.2 foi utilizado nos ensaios. Os reatores (tudos falcon com volume util de 50mL)
contendo inicialmente 4,0 g biocatalisador e 4,0mL de meio reacional foram incubados, em
banho estético, nas temperaturas descritas anteriormente. A cada 24 horas monitorava-se o pH,
removia-se cerca de 25 mg de pellets para avaliacdo da viabilidade celular e também trocava-
se 0 meio fermentado por 4,0mL do meio de SIF (meio D). O experimento foi mantido por

aproximadamente 30 dias.

3.4.10 Simultanea isomerizacéo e fermentacdo da xilose em operacgéo continua

O estudo da simultanea isomerizacdo e fermentacéo de xilose em modo continuo
foi realizado no sistema composto por trés reatores de leito fixo, conectados em série, conforme
ilustrado na Figura 3.5. Essa configuracdo foi utilizada com sucesso na sacarificacdo e

fermentagdo simultaneas de amido de mandioca por Giordano (1992) e Trovati (2002).
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Figura 3.5 — Imagem do sistema de reatores continuos utilizado nos ensaios de simultanea isomerizacéo e

fermentacéo de xilose
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)

F

it .
==
b,

g |

i
5
' . i llh

|
]

NOTA: R1, R2, R3: reatores, BP: bomba peristaltica, MA: meio de alimentacdo, AM: agitador
magnético, VD: vaso para descarte de meio fermentado, BT: banho termostatico.

Fonte: arquivo pessoal.
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Cada reator de vidro apresentava volume til de 100mL, sendo dotado de camisa
que permitia o controle da temperatura (Figura 3.6). No interior do reator, os pellets (50 g do
biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10)) ficavam confinados entre duas telas de ago inox.
A tampa do reator consistia de uma rolha de borracha dotada de dois orificios. Em um deles
inseria-se um termdmetro e 0 segundo permitia a saida do CO2 formado. O tubo coletor de
vidro conectado a saida do reator servia como reservatorio para a bomba peristaltica e permitia

também a liberacdo do CO; produzido.

Figura 3.6 — Imagem do reator continuo utilizado na SIF de xilose.

NOTA: 1. termdmetro, 2. saida de CO,, 3: tubo coletor de meio, 4. tubo
em L para deposito de sedimentos. Fonte: arquivo pessoal.

A entrada referente a alimentacdo de meio estava localizada na parte inferior do
reator, enquanto o efluente escoava através de uma abertura lateral (vertedouro) situada na parte
superior. Antecedendo a entrada do reator havia um tudo em L onde ficavam depositados 0s
sedimentos provenientes do reator. Esse tubo impedia a entrada dos sedimentos na mangueira
de alimentacdo, cujo pequeno didmetro favorecia entupimentos. O efluente do sistema era
bombeado até um vaso de descarte tampado, dotado de uma saida para eliminacdo do CO:
(Figura 3.6).

O meio de SIF contendo xilose (~ 65¢g.L™") e demais nutrientes do meio D
(metade da concentracdo descrita no item 3.2) a pH 5,6 era alimentado através de uma bomba

peristaltica multicanal capaz de manter uma vazao constante das correntes de entrada e saida
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dos reatores. A temperatura inicial e o tempo de residéncia do ensaio, 32°C e 11 horas,
respectivamente, foram definidos tomando-se como referéncia os resultados obtidos nos
ensaios descontinuos. A vazao do sistema era monitorada mediante coleta do efluente do reator
durante um curto intervalo de tempo (cerca de 10 minutos).

O desempenho do sistema foi avaliado mediante monitoramento do pH do
efluente e consumo de substrato ao longo do tempo. Amostras do efluente também eram
submetidas a microscopia optica para verificacdo das células presentes. Os produtos da SIF
eram quantificados por CLAE.

No inicio e no final do experimento determinava-se a viabilidade celular apds
dissolugdo dos pellets em citrato de sédio 8%.

Em paralelo ao primeiro ensaio continuo, realizou-se um ensaio ‘controle’
descontinuo, em shaker a 150 rpm, com o mesmo biocatalisador e as mesmas condicGes de
temperatura e pH iniciais do ensaio continuo.

Foram realizados trés ensaios de SIF de xilose no modo continuo. Cada ensaio
foi realizado no sentido de agregar conhecimento ao tema, uma vez que ensaios de SIF de xilose
em operacao continua praticamente ndo sdo descritos na literatura. Ao longo dos ensaios, as
limitacbes do sistema foram identificadas e discutidas no sentido de propor solugdes as
dificuldades detectadas. As alteracGes testadas incluiram: tratamento acido da levedura de
panificacdo como etapa precedente a preparacdo do biocatalisador, aumento na concentracéo
de antibioticos presentes no meio de alimentacéo e inclusdo de um sistema de adicao de solucao
de NaOH 0,1-0,5M ao reator para correcdo do pH.

Os antibidticos utilizados foram: Kamoran, Kamoran WP, Corstan, HJ Gold
(utilizados na industria sucroalcooleira e fornecidos pela Quimica Real®), cloranfenicol e

ampicilina.

3.4.10.1 Tratamento &cido da levedura

A levedura de panificagdo foi submetida a tratamento acido no sentido de
eliminar possiveis bactérias contaminantes. Para isso, 60 g da biomassa de levedura Umida
foram suspensas em 170mL de agua destilada estéril. Acido sulfirico a 2 N foi adicionado &
suspensdo de células até se atingir pH 2,0. Na etapa seguinte, a suspensdo foi mantida a 30 °C
sob agitacdo de 70 rpm durante 45 minutos. Transcorrido esse tempo, procedia-se a correcdo
de pH do fermento até pH 6,0 e lavagem com o mesmo tampé&o utilizado na coimobilizacado
(DORTA, 2006). Finalmente, centrifugava-se e se obtinha uma massa de células pronta para

coimobilizagéo.
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3.5 METODOLOGIAS DE CALCULOS
3.5.1 Calculo dos parametros de imobilizacao

Para avaliar a eficiéncia dos procedimentos de imobilizacdo descritos nos itens
3.4.4 ¢ 3.4.5, foram estimados o0s pardmetros rendimento em proteina e em enzima, assim como
a atividade recuperada, conforme descrito a seguir.

Rendimento de imobilizacdo em proteina Yp (%): foi calculado apo6s a

determinacdo da quantidade de proteina que desapareceu no sobrenadante, levando em
consideracdo a diluicdo da solugdo enzimatica oferecida para imobilizagdo devido a adigdo do
suporte, de acordo com a equacéo 3.6.

(PS,;)d

PB Equacédo 3.3
Rendimento de imobilizacdo em unidades de enzima — Yui (%): foi calculado de

Y, (%)=( 1- )x100

uma forma semelhante a Y, levando em consideracdo a inativacdo da enzima devido as

condigdes de imobilizacdo (medida no branco), de acordo com a equagéo 3.7.

Yo o= - 00
Equacdo 3.4
Sendo: PSi e ESy — concentragdo de proteina e unidades de enzima, respectivamente, no
sobrenadante no tempo final da imobilizacao

PBi e EBy — concentracdo de proteina e unidades de enzima, respectivamente, no branco
(controle) no tempo final da imobilizacado

d — fator de diluicéo - (volume da solugéo de enzima a imobilizacdo + volume de agua presente

na massa de suporte adicionada)/volume de solugédo de imobilizacéo de enzimas.

Atividade Recuperada RA (%): foi calculada apds a determinacédo da atividade

da enzima imobilizada Ader (1U.g ™ der), comparando-a com as unidades de enzima teoricamente
imobilizada (A:), pela equacdo 3.8 (RODRIGUES et al., 2008):

RA(%) = [%Jxloo Equacédo 3.5

Onde: A; — Atividade teoricamente imobilizada (IU.g™ de suporte), representa a atividade
esperada no derivado, calculada considerando a fragcdo imobilizada (Yiu) do total de enzima

oferecida (1U.g* de suporte).
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3.5.2 Desempenho da hidrdlise &cida do bagaco de cana

O tratamento acido do bagaco de cana in natura foi avaliado mediante analise
de parametros do processo. O rendimento em xilose (Yxil), a eficiéncia de extracdo da xilose
(mext) € a eficiéncia de recuperagdo da xilose (nrec) foram calculados de acordo com as equagdes
3.1, 3.2 e 3.3, respectivamente (CANETTIERI et al., 2007). De maneira analoga calculou-se

Y, Mext € Nrec Para 0s demais constituintes do hidrolisado.

Y - CaV Equacdo 3.6
xil ~ Mbag quacao o.
_ Yin ~
Next = M—xlOO Equacéo 3.7
xil
N = e 00 Equacdo 3.8
I\/Ixil'nrec'lvlbag

Sendo:

Yxil — Rendimento em xilose [g de xilose.g™ de bagago seco];

Cxil — Concentracéo de xilose no hidrolisado, determinada por HPLC [g.L™];

V- Volume usado para o tratamento = Vagua + Vcido [L];

Mbag — Massa inicial de bagaco seco usado no tratamento &cido [g].

Next — Percentual de extracao de xilose [%];

My — Quantidade de xilose presente no bagaco, determinado por analise da composi¢do
quimica [g de xilose.g de bagago seco];

Nrec — Eficiéncia de recuperacdo de xilose [%];

Vrec — volume de hidrolisado recuperado [mL];

3.5.3 Calculo dos parametros da SIF

Além do rendimento, outros parametros sdo utilizados para avaliar o
desempenho de um processo fermentativo. Geralmente sdo utilizados dois tipos de
produtividade: produtividade volumétrica (Qetano.L2.h"Y) e produtividade especifica
(Getanol.Gbiomassa —-h™Y). A produtividade volumétrica é funcio da quantidade de células usadas na
fermentacdo. O processo com alta densidade celular aumenta a produtividade volumétrica,

porém aumenta os custos com aquisicdo de biomassa. J& a produtividade especifica, mede a



65

eficiéncia do microrganismo, ou seja, uma produtividade especifica mais alta significa que uma
quantidade reduzida de biomassa é requerida na etapa de fermentacdo, sendo, portanto um
parametro importante na comparacdo de especies.

Na planta de producéo de etanol com S. cerevisiae, a fermentacédo de sacarose e
amido geralmente alcanca 90-95% do rendimento tedrico, o que equivale a aproximadamente
0,45-0,48 Qetanol.0 tacicar. A produtividade volumétrica esta na faixa de 1-3 Qeano.L 1.0 € a
produtividade especifica cerca de 2 getanol.g  biomassa.n™ (BOTHAST et al., 1999).

O desempenho do processo de simultanea isomerizacéo e fermentacao de xilose
foi discutido em termos de pardmetros operacionais tais como: conversdo de substrato,
rendimento, produtividade e seletividade etanol/xilitol. Os célculos dos pardmetros s&o

descritos no Quadro IlI:
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Quadro I11: Equagdes para calculo dos parametros da SIF

Parametro

Equacéo

Descricdo

Conversdo do substrato S, [%]

C. -C
X =—2_"5x100
CSD

Cso: concentracdo de agUcares totais no tempo inicial (processo descontinuo) ou
na alimentacéo (processo descontinuo), (g.L™?).
Cs: concentragdo de aglicares totais no caldo fermentado, (g.L?).

Fator de conversdo
(rendimento global): Yess [ge/gs]

C
Yo = 5o X100
S

Cp: concentracéo de um determinado produto P formado tempo no t, (g.L™?).
Cs: concentracéo de subtrato consumido no tempo t, (g.L™2).

t: é final da reagdo, para o processo descontinuo e tempo de residéncia para o
processo continuo.

Produtividade volumétrica global:; C, Cp: concentracédo do produto P no tempo t, (g.L ™).
Pre[g.Lth1] Pr, = T t: tempo final da reaco, para processo descontinuo, e tempo de residéncia no caso
do processo continuo, (h).
Produtividade volumétrica maxima: dC, (dCe/dt): tangente da curva de produto P versus tempo, na faixa linear, (g.L*.h%).
Pr seax,p [g-l—_l-h_l] I:>rmélx,P = dt
Velocidade especifica de assimilacdo 1 dC Cx: concentracdo inicial de células viaveis no reator (g.L™).
do substrato: s =~ C_ X T (dCs/dt): tangente da curva de substrato versus tempo, na faixa linear (g.L*.h%).
gs[9.9.h"] x
Velocidade especifica de producéo: 1 dC, Cx: concentracdo inicial de células viaveis no reator, (g.L™?).
gr[9.01.h1] Jp = c_ X dt (dCe/dt): tangente da curva de produto P versus tempo, na faixa linear, (g.L.h%).
X
Seletividade: Sx/y [mol.mol] C..M, Cx ,Cy: concentracéo dos produtos X e Y, respectivamente, (g.L™).
S= C—M Mx, My: massa molar dos produtos X e Y, respectivamente, (g.mol™?).
YU X

Carbono in (g)
(carbono consumido)

Cso: concentracdo inicial do substrato, (g.L ).

Cs: concentracdo final do substrato, (g.L™2).

nc: mol de carbono na molécula de substrato, (mol.mol™).
MMc: massa molar do carbono (g.mol™?).

MMs: massa molar do substrato).

V: volume reacional, (L).

Carbono out (g)
(carbono quantificado nos produtos
formados)

C..n..MM
COUI = Z( PI'\/TM C)XV
Pi

Cri: concentracéo final do produto Pi.
i; xilitol, glicerol, acido acético, glicerol e COs.

Carbono recuperado (%)

out

Carbono Recuperado =

in

Cout: carbono quantificado nos produtos formados.
Cin: carbono consumido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENGAO DE DERIVADOS DE GLICOSE ISOMERASE

A primeira etapa deste trabalho consistiu na preparacéo de derivados de glicose
isomerase mediante uso de dois diferentes suportes: quitosana-glutaraldeido e glioxil-agarose.
Uma das principais diferengas entre os dois derivados obtidos a partir destes suportes é a
interacdo enzima-suporte. Enquanto o suporte quitosana-glutaraldeido faz ligacdes uni pontuais
com a enzima, glioxil-agarose faz ligacbes multipontuais.

Para alguns estudos comparativos, utilizou-se também o preparado comercial
Gensweet IGI-HF (glicose isomerase imobilizada - Genencor), disponibilizado na forma de
pellets de aproximadamente 1mM. Como a proposta deste trabalho era desenvolver um
biocatalisador contendo a enzima imobilizada e levedura de panificacdo coimobilizadas em
alginato, o uso da enzima imobilizada comercial nos estudos de SIF foi desestimulado porque
certamente agregaria dificuldades ao processo de encapsulagéo devido ao tamanho das suas
particulas. Ademais, realizar a preparacdo de derivados de GI possibilitaria uma avaliacdo
detalhada da imobilizacdo de diferentes cargas de enzima sobre o suporte e, numa Visdo
otimista, poder-se-ia obter um biocatalisador com atividade superior a do derivado comercial.
A seqguir, estdo descritos os resultados referentes a imobilizacdo e caracterizacdo de derivados
da glicose isomerase.

4.1.1 Imobilizacao de GI em glutaraldeido-quitosana

Quatro diferentes cargas de proteinas foram oferecidas para imobilizagdo de Gl:
30, 50, 70 e 100 mgprot.g™ de suporte. O gel ativado tinha, em média, 95% de umidade, o que
implicava um fator de diluicdo de 1,1 para a solucdo enzimatica oferecida para imobilizacdo
apos a adicdo do suporte. A determinacdo da atividade da solucdo de imobilizacdo (branco ou
controle) demonstrou que a enzima apresentou 100% de estabiidade em todas as condicGes de
imobilizacdo testadas. A Figura 4.1 apresenta a cinética de imobilizagdo de glicose isomerase.
Em sintese, demonstra 0 aumento dos rendimentos de imobilizacdo de proteina e de unidades
de enzima, Yp € Yju, respectivamente, com o tempo de imobilizagdo, para as quatro cargas de

enzimas.
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Figura 4.1 — Cinética de imobilizac&o de glicose isomerase em quitosana ativada com glutaraldeido. Yp =
rendimento da imobilizacdo de proteina (- - -); Yui = rendimento de imobilizacdo de unidades de enzimas (—);
cargas oferecidas: 30 mg .g* (e), 50 mg.g™* (A), 70 mg.g?* (A) 100 mg.g™* (o).

100_T—Q{)7 77777777777777777777777777777777777 L
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
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Durante as horas iniciais do processo de imobilizagdo, Yp foi geralmente
superior a Yju,. Esta tendéncia foi mais evidente para a carga intermediaria, 50 mg.g™ de
suporte. Para as cargas superiores a esta, a diferenca entre Yp e Yju, embora ainda presente, é
reduzida provavelmente por um efeito de entupimento na entrada dos poros. A presenca de
proteinas contaminantes com massa molecular menor que Gl e, portanto, com maiores
velocidades de imobilizacdo, poderia explicar esses resultados. Um gel de SDS-PAGE do
extrato da enzima comercial confirma essa hipétese (Figura 4.2).

Figura 4.2 — Eletroforese SDS-PAGE de GENSWEET © SGI. (1) marcadores de proteina (Peso molecular em
kDa); (2): extrato enzimatico; (3): sobrecarga de extrato enzimatico.
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De acordo com a Figura 4.1 a imobilizagio das primeiras 30 a 40 mg.g™* de
suporte pode acontecer em até 1 hora. A partir dos resultados da Figura 4.1 e da Tabela 4.1,
verifica-se que quanto maior a concentracdo inicial da enzima oferecida para imobilizacéo,
mais baixo o rendimento de imobilizacdo obtido em 20 h de imobilizacdo. Aparentemente,
cerca de 47 mg de proteina parece ser a quantidade maxima de enzima possivel de ser
imobilizada por grama de suporte. No entanto, quando o tempo de imobilizag&o foi aumentado
para 43h em um novo experimento no qual a carga oferecida foi 70 mg.g™* de suporte, um
rendimento de 98% foi atingido, indicando que, embora lentamente, o processo de imobilizacado

prosseguiu e um derivado mais ativo pdde ser obtido.

Tabela 4.1 — Pardmetros da imobilizacdo de glicose isomerase em glutaraldeido quitosana a pH 7,0 e 25°C.

Ce t Yp Pt A Ader AR
(Mgprot/gsup) (h) (%) (mgprot/gder) (Ul/gder) (Ul/gder) (%)
30 20 100 30 798 735+ 17 92
50 20 93 46 1237 1129 + 102 91
70 20 67 47 1257 1200 + 26 95
70 43 97 68 1837 1700 + 256 93
100 20 50 50 1344 1200 +100 89

NOTA: Cp: carga de proteina oferecida; t: tempo de imobilizacdo; Yp: rendimento de imobilizacéo de proteinas,
Pe proteina teoricamente imobilizada; A¢ unidades de enzima teoricamente imobilizadas; Aqer: Atividade do
derivado (com desvios padrao de triplicatas); AR: atividade recuperada.

Os resultados apresentados na Tabela 4.1 demonstram que todos os derivados
apresentaram elevada atividade recuperada (superior a 89%). Esses resultados indicam que dois
fatores que reduzem a eficiéncia de um catalisador, efeitos de difusdo nos poros e distor¢cdo da
estrutura da enzima imobilizada devido a formacdo de multiplas ligacdes com glutaraldeido,
ndo foram significativos nestes experimentos. A utilizacdo de baixa concentragdo de
glutaraldeido, um agente ativador altamente reativo, pode ter contribuido para as elevadas
atividades recuperadas, pois 0 entrecruzamento elevado entre cadeias de quitosana promove
diminuicdo no didmetro do poro. Porém, o uso de baixa concentragdo desse agente também
apresenta desvantagens, como por exemplo, pode dificultar a formacdo de enlaces
multipontuais entre o suporte e a enzima, os quais poderiam melhorar a estabilidade térmica da
enzima, embora & custa de uma maior distor¢do da sua estrutura.

O melhor derivado (aquele que continha a mais elevada atividade aparente)
apresentou 1700 Ul.g?, praticamente o dobro da atividade do catalisador comercial IGI-HF
(Genencor), cuja atividade medida nas mesmas condicdes era 900 Ul.g™. Ressalta-se aqui que
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quitosana e um produto barato, abundante e facilmente disponivel no comércio brasileiro e que
o0 protocolo de imobilizagdo utilizado neste estudo € de facil implementagdo. Portanto, este
método parece ser adequado para a imobilizacdo da enzima glicose isomerase, tendo em vista
a sua utilizacdo em escala industrial. Outro caso de sucesso de imobilizacdo em glutaraldeido-
quitosana preparado a quente, como neste estudo, foi descrito por Budriene et al. (2005) que

imobilizaram a enzima galactosidase e obtiveram rendimento de imobilizagdo de até 98%.

4.1.2 Influéncia do pH e da temperatura na atividade de glicose isomerase

Atividades de GI soluvel e imobilizada foram determinadas em diferentes
temperaturas (30-90°C) e pHs (5,0-9,0). Os resultados apresentados nas Figuras 4.3 e 4.4
indicam tendéncias semelhantes para ambas as enzimas, sollvel e imobilizada. Tal
comportamento indica que ndo houve alteracdo significativa na estrutura da proteina ou mesmo

no microambiente quimico no interior das particulas com a imobilizacéo.

Figura 4.3 — Influéncia da temperatura sobre a atividade de isomerase de glicose, pH 7,0. SGI: enzima solGvel;
IGI-Ch: imobilizada GI em glutaraldeido-quitosana. Barras de erro: desvio padrdo de triplicatas.
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Figura 4.4 — Influéncia do pH sobre a atividade de glicose isomerase, a 60°C. SGI: enzima sollvel; IGI-Ch:
imobilizada Gl em glutaraldeido-quitosana. Barras de erro: desvio padréo de triplicatas.
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Na Figura 4.3, o perfil de atividade relativa indica que a temperatura na qual a
atividade da enzima é maximizada é 85°C, fato que sugere que Gl seja uma enzima muito
estdvel em temperaturas usuais de processos fermentativos para producdo de etanol. Essa
elevada temperatura para a maxima atividade de Gl proveniente de varios microrganismos ja
foi relatada na literatura (CALLENS et al., 1986; LONN et al., 2003; SEYHAN TUKEL;
ALAGOZ, 2008; STRANDBERG; SMILEY, 1971). Glicose isomerase de C. boidinii parece
ser uma excecdo. Como € produzida por uma levedura, apresenta maxima atividade em
temperaturas entre 30-35°C e pH 6timo na faixa 4,5-5,0 (CHANDRAKANT; BISARIA, 2000).
Por outro lado, neste estudo, apenas uma pequena percentagem da atividade apresentada pela
enzima a 85°C serd mantida a 30-40°C, o intervalo de temperatura adequado para a SIF de
xilose. A 30°C, SGI e IGI-Ch apresentam menos de 2% da atividade enzimatica a 85°C. Um
comportamento similar é observado a pHs baixos.

A 60°C e pH 5, glicose isomerase sollvel e imobilizada apresentam cerca de
10% da atividade observada no pH 6timo, 8,0. Agregando este resultado ao anterior (perfil de
atividade versus temperatura) pode-se prever que o efeito da combinacdo das duas varidveis,
pH e temperatura baixos tera um impacto ainda mais negativo sobre a atividade enzimatica em
condicdes de SIF. Esses resultados estdo de acordo com estudos descritos na literatura. Desde
a decada de 70 pesquisas demonstravam a sensibilidade de Gl a certas condi¢bes de pH e
temperatura. De acordo com Heady; Jacaway Jr. (1974), preparacdes de Gl provenientes de
microrganismos do género Streptomyces apresentam velocidade de isomerizagdo muito mais

elevada a 70°C do que a 60°C. Entretanto, em pH 6,2 as vantagens de realizacdo da reacéo na
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temperatura mais alta desaparecem, pois nesse pH levemente acido, ocorre reducgdo tanto na
velocidade de isomerizacdo quanto na estabilidade da enzima.

Os resultados apresentados nesta se¢do implicam na necessidade de utilizacéo
de cargas elevadas de enzimas no reator de SIF para alcancar velocidades de reacdo adequadas.
Logo, serdo requeridas imobilizagcdo de altas cargas de enzima no gel de quitosana para
compensar a baixa velocidade de isomerizacdo por unidade de enzima imobilizada presente no

reator heterogéneo.

4.1.3 Inativacéo térmica
A Figura 4.5 ilustra os perfis de desativacdo da Gl soluvel e imobilizada em
glutaraldeido-quitosana, a 80°C e pH 7,0.

Figura 4.5 — Perfis de inativacdo de isomerase de glicose a 80°C. SGI: enzima soluvel; IGI-Ch: imobilizada Gl
em glutaraldeido-quitosana. Barras de erro: desvio padréo de triplicatas
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A enzima imobilizada mostrou-se discretamente mais estavel do que a enzima
soltvel a 80°C. Em ambos os casos, houve uma queda acentuada de atividade durante o periodo
inicial de 5 h e apds esse periodo a desativacdo ocorreu mais lentamente. Aparentemente, apos
18 h, alguma fracdo das enzimas preservou a sua atividade, sendo que a imobilizada estava num
nivel mais elevado do que a soltivel. Uma possivel explicacdo para este comportamento € a
ocorréncia de alguma alteracdo na estrutura tridimensional da proteina, tornando a enzima mais
estavel. Em geral, a imobilizacdo conduz a certo aumento na estabilidade da enzima, pois a
proteina imobilizada é mantida num microambiente diferente, protegido de danos fisicos (por

exemplo, de agitagdo). De fato, o pequeno aumento na estabilizagdo da enzima glicose
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isomerase obtido com o protocolo de imobilizacdo empregado neste trabalho ja era esperado,
pois ocorre apenas uma ligagdo entre enzima e suporte. Um elevado grau de estabilizagdo da
enzima apo6s a imobilizacao requer a formacdo de multiplas ligagcdes entre a mesma molécula
de enzima e o suporte ativado. Uma vez que glicose isomerase de S. rubiginosus é composta
por quatro sub-unidades (Protein Data Bank), a estabilizacdo da enzima se torna mais dificil,
pois as unidades ndo ligadas ao suporte podem ser liberadas para o0 meio, e como consequéncia,
ocorre desativacdo da enzima. Sendo assim, um protocolo de imobilizagdo mais complexo seria
necessario para atingir fatores de estabilizacdo mais elevados (BOLIVAR et al., 2009;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R et al., 2001).

Estabilidade a elevadas temperaturas é extremamente importante na producao
industrial de xarope de alta frutose. No entanto, é importante salientar que no atual estudo Gl
imobilizada é destinada ao uso em temperaturas muito inferiores a 80°C. Portanto,
considerando-se que a enzima imobilizada mantém cerca de 30% de sua atividade inicial apos
24 h a80°C, uma vida muito longa é esperada na faixa de temperaturas de operagdo do processo
de SIF de xilose.

4.1.4 1somerizacgéo de xilose a xilulose a pH 5,0 e 30°C

A Figura 4.6 apresenta os resultados da isomerizacédo de xilose catalisada por Gl
soltvel e imobilizada a pH 5,0 e 30°C, na presenca de nutrientes tipicos de fermentacdo, durante
6 h. O desempenho do derivado IGI-Ch foi comparado ao da enzima imobilizada comercial da
Genencor (IGI-HF). Nas condic¢bes testadas, ndo ocorreu producdo de xilulose quando a enzima
solivel era o catalisador. Utilizando enzimas imobilizadas, as concentraces de equilibrio

quimico foram alcancadas apos 4 h.
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Figura 4.6 — Isomerizacéo de 60g. L™ xilose em condi¢Ges operacionais de SIF, catalisada por Gl sollivel e
imobilizada, a 30°C e pH 5. () SGI: 12x10% IU.L'Y; IGI-Ch (e): 12x10% IU.L™* (7 g derivado. L™); IGI-HF (o)
12x10% IU.L* (13 g derivado. L)
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4.1.5 Influéncia da concentracdo de etanol sobre a atividade de Gl em condicGes
operacionais da SIF de xilose

A literatura reporta que o etanol favorece a producdo de xarope de alta frutose
catalisada por glicose isomerase porque uma concentracao elevada desse solvente presente no
meio reacional pode deslocar o equilibrio quimico de modo que a relacdo frutose/glicose de
49% (no equilibrio) seja elevada para 55% (VISURI; KLIBANOV, 1987). Sendo assim, era
esperado que a atividades das enzimas testadas no atual estudo fossem plenamente mantidas
quando estas estivessem submetidas a sistemas contendo concentracdes de etanol proximas
aquelas tipicamente encontradas em fermentagdes alcodlicas.

A Tabela 4.2 ilustra a influéncia de duas concentracdes de etanol (30 e 70g.L™)
nas atividades de SGI, IGI-Ch e IGI-HF, a pH 5 na presenca de xilose e sais tipicos da
fermentacdo alcodlica. Com base nos resultados apresentados nas se¢des anteriores, decidiu-se

avaliar as atividades a 35°C para favorecer a atividade enzimatica.

Tabela 4.2 — Influéncia da concentrag8o de etanol sobre a atividade de glicose isomerase a pH 5,0 e 35°C em
meio contendo xilose, fosfato de potassio, sulfato de magnésio, cloreto de cobalto, soytone, extrato de levedura,
ureia, cloreto de célcio (concentragdes descritas no item 3.4.6.5).

Atividade Enzimatica

SGI IGI-Ch IGI-HF
Etanol (g.L™?) (UrmL?) (%) (Ulgh) (%) (Ulgl) (%)
0 2,8+5x102 0,08 69+4 4,0 54+3 6,0
30 2,2+6x102 0,06 67+7 3,9 51+2 5,6
70 3,3t6x102 0,10 63+3 3,7 53+1 59
Atividade (condicdo padrao) 3400 100 1700 100 900 100

NOTA: as atividades em condi¢des padrdo, medidas a pH 7,0, 60° C séo apresentadas para comparacao.
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Na Tabela 4.2 o desempenho do derivado IGI-Ch em presenga de etanol pode
comparado ao do preparado comercial IGI-HF. Os resultados apresentados em percentual
correspondem as fracGes da atividade de GI medida em condi¢cdes padrdo. Os resultados
apresentados comprovaram que a presenca de etanol (até 70g.L?) ndo afeta a atividade da
enzimaa pH 5,0, quer esta esteja na forma solvel ou na forma imobilizada. Tal como esperado,
a atividade da enzima na combinagdo de temperatura e pH baixos (pH 5 e 35°C) diminui
consideravelmente. Gl soltvel é praticamente inativada nestas condi¢Ges, enquanto a forma
imobilizada retém cerca de 5% da atividade apresentada nas condi¢des padrdo. Os derivados

imobilizados apresentaram desempenhos similares.

4.1.6 Estabilidade de Gl nas condicGes de operacéo do processo de SIF de xilose

A estabilidade operacional de Gl foi avaliada a pH 5,0, num meio contendo
etanol e nutrientes tipicos necessarios para fermentacéo de xilulose (descrito no item 3.4.6.5).
Os resultados apresentados na Figura 4.7 indicam que as enzimas imobilizadas mantiveram no
minimo 90% da atividade inicial apos 120 h de incubacdo. Por outro lado, a enzima soluvel
perdeu mais que 50% da atividade inicial nas mesmas condi¢des. A literatura reporta que a
dissociacdo das sub-unidades é uma das causas mais importantes de desativacdo de enzimas
multiméricas, como a glicose isomerase, tornando-as muito instaveis em solucédo
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2001). A imobilizacio pode atenuar essa inativagio, o que
pode justificar a estabilizacdo observada para os derivados IGI-Ch e IGI-HF. Entretanto, é
provavel que concentracdes de etanol bem mais elevadas afetem a atividade da enzima. A
literatura reporta que GI imobilizada obtida por ligac6es cruzadas de cristais da enzima com
glutaraldeido, manteve apenas 2% da atividade catalitica inicial a pH 7,0 e 50°C, apds
incubacdo durante 24 h numa solucéo de etanol a 50% (v/v) (VILONEN et al., 2004).
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Figura 4.7 — Atividades residuais da glicose isomerase, em condi¢des padrdo, apos incubacdo em condicdes
tipicas da SIF xilose: pH 5,0; 35°C e meio contendo fosfato de potéssio, sulfato de magnésio, cloreto de cobalto,
soytone, extrato de levedura, ureia, cloreto de célcio e etanol. (a) SGI e IGI-Ch e (b) SGI e IGI-HF.
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4.1.7 Ensaios de reciclo usando Gl imobilizada

Para confirmar a existéncia de ligacOes covalentes entre enzima e o suporte, a
atividade de IGI-Ch foi determinada apos trés bateladas repetidas de isomerizacdo de frutose,
a pH 7 e 60°C. Apos cada ciclo de reacdo o biocatalisador foi separado por filtragdo, lavado
com tampéo tris maleato 100mM e pH 7 e agua destilada sob vacuo. Apds isso o derivado foi
reutilizado num novo ciclo de reagdo. As atividades residuais obtidas apos cada batelada estdo
ilustradas na Figura 4.8. Os resultados indicam que ndo houve perda de atividade entre as
bateladas e lavagens sucessivas, portanto ndo houve nenhuma dessor¢cdo da enzima

imobilizada.
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Figura 4.8 — Atividades residuais de glicose isomerase imobilizada em quitosana (IGI-Ch) apds trés bateladas
repetidas de isomerizacdo de frutose a pH 7 e 60°C.
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O derivado de IGI-Ch foi coimobilizado com levedura de panificacdo e seu

desempenho na SIF de xilose foi estudado. Os resultados obtidos sdo descritos no item 4.3.

4.2 IMOBILIZAGCAO DE Gl EM GLIOXIL-AGAROSE

Nesta etapa do estudo, desenvolvida no Laboratdrio de Engenharia Enzimética do
Instituto de Catéalise e Petroquimica (ICP/Madri-Espanha), estudou-se a preparacao de um novo
derivado de glicose isomerase, utilizando glioxil-agarose como suporte e um método que
possibilita a formacdo de ligagbes covalentes multipontuais enzima-suporte. Essa
multiinteracdo modifica a estrutura tridimensional da enzima e pode levar a modificagcdes em
suas caracteristicas, com consequente alteracdo na estabilidade operacional e no
comportamento da atividade em funcdo do pH. Gl é enzima muito estavel, com meia vida
operacional de 200 dias a 60°C, na operacéo industrial da producéo de xarope glicose-frutose.
O aumento de estabilidade ndo €, portanto, o principal objetivo do estudo deste novo protocolo
de imobilizacdo. Contudo, uma vez gque a enzima soltvel tem dréstica reducédo de atividade a
pHs iguais ou menores que cinco, obter uma nova estrutura da enzima que tenha mais alta
atividade nessa regido de pH seria, entdo, altamente desejavel.

Na Tabela 4.3 pode-se verificar que o procedimento de imobilizacdo da enzima
glicose isomerase comercial no suporte glioxil-agarose resultou num baixo rendimento. Apenas
1,3 MQproteina.Jsuporte - A0S 11 MQproteina.Jsuporte - Oferecidos foram imobilizados em 15 horas de
reacdo. O baixo nivel de imobiliza¢do indica que o nimero ou a disposicdo dos residuos de
lisina na superficie da proteina ndo favoreceu a ligacdo enzima-suporte. Sendo assim, seguiu-
se uma abordagem alternativa que consiste na modificacdo quimica da enzima (aminacdo com

etilenodiamina) com o objetivo de obter-se uma superficie proteica enriquecida com grupos



78

reativos, aumentando a possibilidade de elevar o nivel de imobilizag&o por ligacdo covalente
mutipontual (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

Tabela 4.3 — Pardmetros da imobilizagao de glicose isomerase em glioxil-agarose a pH 10,0 e 25°C.

Enzima Cr t Yp Py At Ader AR
(mgpro/gsup)  (h) (%) (mgprot/gder)  (Ul/gder)  (Ul/gder) (%)
GI Comercial
(N&o aminada) 1 Lo 13 i i i
Gl Aminada 43 45 57 24 .4 80,6 55,7+1,2 69

NOTA: Cp: carga de proteina oferecida; t: tempo de imobilizagdo; Yp: rendimento de imobilizagdo de proteinas,
P proteina imobilizada; A: unidades de enzima teoricamente imobilizadas; Adr: Atividade do derivado
(médiat+desvios padrdo de medidas em triplicata); AR: atividade recuperada. A atividade enzimatica foi medida
em frutose a 55°C e pH 7.

Durante o processo de aminacdo, grupos carboxilicos presentes nos residuos
acidos glutdmico e aspartico reagem com etilenodiamina, disponibilizando grupos amino
adicionais na superficie da proteina. Um dos aspectos negativos da técnica aminacdo de
enzimas € a perda de atividade catalitica. No atual estudo, o tempo do procedimento e a
concentracdo de etilenodiamina foram reduzidos em relacdo ao procedimento descrito na
literatura de modo a minimizar esse efeito (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005). Durante o
procedimento, analisou-se a influéncia de cada um dos agentes da aminacgéo. Os resultados sdo
apresentados na Figura 4.9. O pH (4,75) isoladamente ndo afetou a enzima. Como o tempo
definido para execucdo procedimento de aminacgdo era curto (30min) ja era esperado que o
efeito negativo da variavel pH fosse reduzido. Entretanto, carbodiimida (10mM) e
etilenodiamimina (EDA, 250mM) reduziram em 3 e 23% a atividade enzimaética,
respectivamente. Com a combinacdo dos trés agentes de aminacdo (pH, carbodiimida e
etilenodiamimina), ao final do procedimento, as solu¢bes enzimaticas apresentavam cerca de

60% da atividade inicial.
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Figura 4.9 — Fatores responsaveis pela reducéo da atividade catalitica da glucose isomerase durante
procedimento de aminagdo a pH 4,75, em EDA 250mM e carbodiimida 20mM por 30 minutos.
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Ap0s o procedimento de aminacdo, o processo de imobilizacdo foi realizado
com sucesso. Como demonstrado na Tabela 4.3), 24,4 MQproteina.Gsuporte - foram imobilizados em
4,5 horas (tempo final da imobilizacdo). O rendimento de imobilizacao foi 57%, e a atividade
recuperada no derivado 69%. A perda de atividade certamente esta relacionada as distor¢oes
promovidas pelas ligagdes multipontuais enzima-suporte.

No decorrer dos estudos, provou-se que a imobilizacdo da enzima aminada pode
ser realizada em pH 9-10. Isso é possivel gracas ao pKa (9,2) dos grupos amino gerados sobre
a superficie da enzima. Essa possibilidade € interessante porque determinadas enzimas
apresentam estabilidade reduzida em pH 10 e tendem a inativar durante o processo de
imobilizacdo. Nesses casos, proceder a imobilizacdo em pH 9 pode ser uma alternativa menos
danosa. Essa limitacdo ndo foi encontrada durante a imobilizacdo da glicose isomerase
aminada. A enzima demonstrou elevada estabilidade durante todo do periodo de imobilizagédo
conduzido em pH 10.

Apresentam-se na Figura 4.10 os resultados do estudo da estabilidade térmica
dos derivados 1GI-Aga (Immobilized Glucose isomerase in agarose) preparados em diferentes
tempos de imobilizagdo (0,5 h; 2 h; 4 h e 22 h). Pode-se observar que ndo houve aumento
consideravel de estabilidade dos derivados, o que ja era esperado, pois a enzima é multimerica.
Conforme ja comentado, isso nao € problema, pois a enzima sera utilizada em temperaturas

muito menores que a de maxima atividade, o que ird aumentar muito sua vida operacional.
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Figura 4.10 — Inativacdo de Gl a 62°C e pH 5 em meio contendo 5mM MgS047H;0 e 2,5mM COCI,7H:0.
SGlI: glicose isomerase soltvel, IGI-Aga: glicose isomerase imobilizada em quitosana.
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A seguir, as atividades das enzimas sollveis antes e apds a aminagdo e do
derivado foram testadas em distintos pHs (entre 5 e 10). O perfil de atividade residual versus
pH destacado na Figura 4.11 indica que ndo houve alteracdo no pH 6timo da enzima. Porém,
apos o processo de aminacgdo, a enzima demonstrou maior atividade catalitica nos pHs 5 e 6,
em comparagdo com a enzima original. Essa caracteristica é interessante para a aplicacdo do
biocatalisador no processo SIF de xilose uma vez que a questdo da baixa atividade da enzima

em pHs <5 é um dos entraves para o desenvolvimento pleno do processo.

Figura 4.11 — Perfil de atividade de Gl soltvel e imobilizada em glioxil-agarose em funcéo do pH. Atividade
em frutose 1M pH 7 a 55°C. SGI: glicose isomerase sollvel, IG1-Aga: glicose isomerase imobilizada em

quitosana.
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O derivado de GI imobilizada em glioxil-agarose foi coimobilizado com
levedura de panificacdo e seu desempenho na SIF de xilose foi analisado. Os resultados obtidos,
que serdo mostrados e analisados no item a seguir, indicaram que esse derivado foi eficiente na
isomerizacdo da xilose. A mudan¢a no comportamento do pH € uma vantagem desse derivado
frente ao de quitosana-glutaraldeido. Contudo, a producéo do biocatalisador IG1-Aga apresenta
duas desvantagens que o tornam menos atraente do ponto de vista de aplicagdo. Primeiro, a
perda de atividade enzimatica durante a necessaria aminacgéo para a imobilizacéo, que continua
ainda a ocorrer durante a imobilizacdo sem haver expressiva contrapartida de aumento de
estabilidade do derivado. Segundo, o protocolo de imobiliza¢&o é mais caro, demorado e dificil.
Essa anélise direciona assim para a selecéo do derivado quitosana-glutaraldeido-GI (IGI-Ch).

4.3 SIF DE XILOSE EM BATELADA

Os estudos de SIF de xilose utilizando a enzima glicose isomerase imobilizada
e levedura de panificacdo Itaiquara® coimobilizadas em gel de alginato de calcio foram
inicialmente conduzidos utilizando como referéncia um meio de cultivo descrito na literatura
(CHANDRAKANT; BISARIA, 2000). Estes autores também estudaram a SIF de xilose,
porém, com enzima e levedura livres no reator. O meio reacional utilizado pelos pesquisadores
continha extrato de levedura, peptona, fosfato de potassio e sulfato de magnésio. Para o atual
estudo, houve ainda a adicdo de ureia e cloreto de cobalto, componentes importantes para a
estabilidade da glicose isomerase, além de cloreto de célcio, requerido para garantir a
integridade das paredes dos pellets de alginato de calcio por longos periodos de tempo.
Kamoram, um antibidtico utilizado na industria sucroalcooleira para controle de bactérias gram
(+) como Lactobacillus, Bacillus e Streptococcus também foi adicionado. A composicdo
detalhada do meio resultante (Meio A) encontra-se descrita no item 3.2.

Nos proximos itens serdo apresentados os resultados das SIFs de xilose, em
batelada, com uso de diferentes biocatalisadores e meios reacionais. Nesta etapa do estudo
selecionou-se um biocatalisador e definiram-se condic¢des para a operacgdo da SIF de xilose no

modo continuo.

4.3.1 Influéncia das concentracgdes de enzima e de levedura na producéo de etanol
O primeiro conjunto de experimentos de SIF de xilose, utilizando o0 meio A, teve
como objetivo principal avaliar os efeitos da concentracdo da enzima glicose isomerase

imobilizada (IGI-Ch) e da levedura de panificacdo (coimobilizadas em gel de alginato de
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calcio) na producdo de etanol e em outros parametros do processo. Para isso, uma série de
biocatalisadores foi preparada de modo que cada um deles fornecesse ao reator uma
determinada razdo entre a concentracdo de enzima e de levedura, conforme descrito na Tabela
4.4. As quantidades de enzima e levedura foram selecionadas de modo a abranger um intervalo
consideravel entre as concentragdes minimas e maximas. A temperatura de 35°C foi adotada
no sentido de favorecer a atividade da enzima glicose isomerase. O pH inicial era

aproximadamente 5,5.

Tabela 4.4 — Concentragdes de IGI-Ch e levedura de panificacdo adotadas para a SIF de xilose a 35°C.

Concentragao no reator

Biocatalisador™ IGI-Ch S. cerevisiae
g.L? ul.L? (gems.L )
IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4) 190 228x10° 20
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4) 100 120x103 20
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:4) 25 30x10° 20
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:2) 25 30x10° 10
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:8) 25 30x10° 40
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:16) 25 30x10° 80

NOTA: *QOs valores entre parénteses indicam o percentual em massa de IGI-Ch e S. cerevisiae presentes no
biocatalisador. Atividade de IGI-Ch: 1200 Ul.g™ a pH 7 e 60°C. cms: células em massa seca.

Mediante avaliagcdo da umidade dos pellets, verificou-se que estes apresentavam
em média 84% de liquido na sua composicao. Dessa forma, havia uma diluicdo do meio de SIF
da ordem de 1,84 vezes quando se adicionava ao reator quantidades equivalentes de meio e
pellets. Como o meio preparado para SIF continha 120g.L* de xilose, considerou-se que a
concentragéo inicial de xilose para todos os experimentos descritos neste item era 65g.L ™.

Os produtos identificados no caldo de SIF de xilose com levedura de panificacéo
foram: xilitol, glicerol, &cido acético e etanol. A formacdo destes compostos na fermentacéo de
xilulose também foi verificada por diversos pesquisadores (CHANDRAKANT; BISARIA,
2000; JEPPSSON et al., 1996; YUAN et al., 2011). Arabitol, um alcool de agucar, também é
citado na literatura como produto da fermentacdo de xilulose por S. cerevisiae
(CHANDRAKANT; BISARIA, 2000; JEPPSSON et al, 1996; SENAC; HAHN-
HAGERDAL,1990). A formacdo deste composto é descrita com menos frequéncia em
comparacéo as citagdes do xilitol. Moraes (2013) avaliou diferentes linhagens de S. cerevisiae
(Fleischmann® e Itaiquara®, BG-1, CAT-1 e PE-2 e CENPK.113-7D) na SIF de xilose e
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verificou que dentre as seis linhagens, apenas a BG-1 produziu arabitol, que estava presente em
concentragdes equivalentes as do xilitol.

Durante a fermentacdo de xilulose também ocorre formagcdo de CO,. Neste
estudo, para calculos de balanco de massa, assumiu-se que a producdo de CO> esta associada a
formacdo de etanol e de acetato, ou seja, 1 mol de CO> é formado para cada mol de etanol ou
acido acético produzido, conforme descrito na literatura (KUYPER et al., 2005).

A literatura reporta que elevadas densidades celulares promovem mais rapida
utilizacdo da xilulose por S. cerevisiae (Chiang et al., 1981). De fato, essa ¢ uma forma de
compensar a baixa velocidade de assimilacdo desse substrato pela levedura. Senac e Hahn-
Hagerdal (1990) destacaram que a velocidade de consumo de xilulose por S. cerevisiae € 10
vezes inferior a de glicose. A utilizagdo de densidades celulares tdo altas quanto 200g.L* tem
sido reportadas (YUAN et al., 2011).

No caso da SIF com enzima e levedura coimobilizadas, existe um limite maximo
de células do microrganismo possivel de ser adicionado ao reator. Esse limite esta relacionado
com a quantidade de massa do conjunto células-enzima factivel de ser adicionado ao gel de
alginato de célcio para confec¢édo do biocatalisador sem que ocorram problemas no gotejamento
da suspenséo final ocasionados pela elevada viscosidade. Durante o atual estudo, verificou-se
que particulas esféricas (@ = 1-2,0mM) eram facilmente produzidas nas menores cargas de
enzima e levedura por grama de pellet. No entanto, 0 aumento da concentracdo de células
tornava a suspensao mais viscosa e a producao do biocatalisador mais lenta. Nesse caso, ocorre
uma tendéncia a formacao de particulas alongadas devido as dificuldades no gotejamento da
suspensdo. Nessa etapa do atual estudo, uma baixa concentracdo de enzima imobilizada (5%)
foi adotada para a confec¢do dos biocatalisadores, no sentido de maximizar a carga de levedura
factivel de ser adicionada por grama de suspensao.

A Figura 4.12 ilustra o perfil de consumo de substrato, de varia¢do do pH e de
formacéo de produtos em funcdo do tempo da SIF conduzida com mais alta concentracdo de

enzima dentre as avaliadas (228x10° UI.L™) e concentrago celular inicial de 20g.L™.
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Figura 4.12 — SIF de 65g.L de xilose a 35 °C e 150 rpm catalisada por IGI-Ch:S. cerevisiae (38:4). (a) perfil de
consumo de substrato e de variacdo do pH, (b) perfil de formacéo de produtos.
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NOTA: Relagdo biocatalisador/meio (1g.1mL1). Concentragdo inicial de células no reator: 20g.L . Concentragéo
de Gl no reator: 228x103UI.L. pHo 5,5 e pHs 4,7. Cada ponto no grafico representa a média de trés experimentos
independentes + desvio padrao.

Os resultados apresentados na Figura 4.12 mostram que os principais produtos
da SIF foram etanol e xilitol. Glicerol e acido acético também foram produzidos, porém em
concentracBes inferiores a 4 e 2g.L*%, respectivamente. Verificou-se que havia Xxilose
remanescente mesmo apoés 48 h de SIF. A reducéo na velocidade de consumo de xilose esta
relacionada a diminuicdo do pH do meio reacional. Nos resultados da SIF apresentados na
Figura 4.12 verifica-se que o pH diminuiu de 5,5 para 4,7. Mesmo o biocatalisador contendo

elevada carga de enzima (38%, equivalente ao limite fisico de coimobilizagdo, mantidos os 4%
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de levedura no pellet) ndo foi robusto o suficiente para manter niveis de isomerizacdo
apreciaveis para manutencdo da fermentacao a baixos pHs. Como se sabe, pHs inferiores a 5,0
tem efeito muito negativo sobre a atividade de GI. Nessa condicdo, a enzima torna-se
praticamente inativa. A diminuicdo do pH e o consumo incompleto do agucar se repetiu para
0s experimentos discutidos nesta secao.

Durante a fermentacéo, a diminui¢do do pH do meio naturalmente ocorre devido
a metabolizacdo do acucar pela levedura, que conduz a formacéo de acidos organicos. Além do
acetato, o succinato é citado como um dos produtos minoritarios da fermentacdo de xilulose
por S. cerevisiae que podem contribuir para a diminuicdo do pH do meio (JOHANSSON;
HAHN-HAGERDAL, 2002). Contudo, no atual estudo a queda de pH n&o estava relacionada
apenas a formacdo de acidos. Durante adi¢do dos pellets (curados em solucdo de cloreto de
magnésio e cloreto de cobalto) ao meio de SIF preparado em pH 6,0, ocorria uma diminui¢ao
do pH do meio para valores entre 5,6 e 5,3.

A Tabela 4.5 apresenta um panorama geral dos resultados obtidos nas SIFs de
xilose com as diferentes cargas de enzima (mantidos 20g.L™ de células no reator) e de levedura
(mantidos 30x10% UL.L™ no reator). De modo geral, a conversdo de substrato foi favorecida
com o aumento da carga de enzima no reator, chegando a 91,1% em 48 horas. Em termos da
producéo de etanol, a concentragio mais elevada 16,7+1,4g.L"t também foi obtida no ensaio
com a mais elevada concentracdo de enzima. ConcentracGes importantes de xilitol também
foram verificadas em todos os experimentos. A concentracdo mais elevadas deste composto
(cerca de 14g.L™Y) foi verificada nos experimentos com as mais elevadas concentragdes de
levedura. As produtividades volumétricas maximas do etanol, calculadas até 6 horas de reacao,
foram semelhantes (quando mantinha-se fixa a concentracdo de células), permanecendo no
intervalo 0,64-068g.L2.h"1. Até 9 horas de ensaio, 0 pH do meio em todos 0s ensaios era > 5,0
0 que significa que a enzima permanecia ativa, disponibilizando xilulose para a levedura. Nesse
ponto, a produtividade volumétrica dependia essencialmente da massa de células vidveis no
reator, visto que o0 processo ndo estava limitado por auséncia de substrato para a levedura. A
produtividade volumétrica global do etanol variou entre 0,20 e 0,33g.L1.h"t. Mesmo sendo
resultante de um processo ndo otimizado, estes valores sao superiores ao resultado descrito na
literatura (0,069.L™.h") (CHANDRAKANT; BISARIA, 2000).
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Tabela 4.5 — Parametros da SIF de 65g.L " de xilose a 35 °C e 150 rpm, catalisada por glicose isomerase imobilizada (IGI-Ch) e S. cerevisiae coimobilizadas em alginato de

calcio.
Biocatalisador ~ IGI-Ch?  Levedura® t X° ETOH® XOH° Pr Max Pr Pr Max Pre Yetonss® Y xomis® Setomixor® pHo/pHe/pHz4/pHag
(urL?h @ems: LY (h) (%) (g.LY (g.LY ETOH ETOH XOH XOH (9.9h (9.9h (mol.mol?)
(g.L%.h7) (gL*h?)  (@L*h?) (g.L"h?Y)
IGI-Ch/
S. cerevisiae 30x10° 20 48 77,2 12,0 9,5 0,65+0,01 0,25 0,22+0,01 0,20 0,24 0,19 4,2 5,3/5,0/4,8/4,7
(5:4)
N
S. cerevisiae 120x10° 20 48 88,8 15,9 78 0,68+0,07 0,33 0,17+0,02 0,16 0,28 0,14 6,7 5,5/5,3/5,0/4,8
(20:4)
JIGI-Ch
S. cerevisiae 228x10° 20 48 911 16,741,4 9,2+1,9 0,65+0,02 0,33 0,25+0,05 0,19+0,04 0,28+0,02 0,15+0,03 6,2+1,8 5,5/5,2/5,0/4,7
(38:4)*
IGI-Ch/
S. cerevisiae 30x10° 10 48 80,5 11,4 74 0,43+0,03 0,23 0,18+0,03 0,15 0,22 0,14 5.2 5,5/5,1/4,9/4,9
(2:5)
IGI-Ch/
S. cerevisiae 30x10° 40 46 83,2 9,4 14,3 1,12+0,08 0,20 0,40+0,02 0,31 0,17 0,26 2,2 5,6/5,1/4,8/4,5
(5:8)
IGI-Ch/
S. cerevisiae 30x10° 80 46 86,4 12,8 14,2 1,78+0,10 0,28 0,51+0,05 0,31 0,23 0,25 3,0 5,4/5,0/4,9/4,8
(5:16)

NOTA:*Concentracdo de enzima do reator. "Concentracdo inicial de células em massa no reator. t: tempo final da SIF, “Determinado no tempo final da SIF. ETOH: etanol,
XOH: xilitol, S:substrato, Pr max: produtividade maxima (calculada a partir da tangente do grafico de produto versus tempo, na faixa linear), Pr: produtividade global (calculada
no tempo final da SIF), Yerons: rendimento do etanol em relagéo ao substrato consumido, Yxowss: rendimento do xilitol em relago ao substrato consumido, X: converséo,
Setonixon: seletividade do etanol em relacdo ao xilitol, *média de trés experimentos independentes + desvio padréo. pHo/pHe/pH-2a/pHas: 0s indices 0, 6, 24 e 48 correspondem
ao tempo de reacdo, em horas. Empregou-se uma relacéo biocatalisador/meio (1g.1mL1).
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Na Tabela 4.5, as produtividades volumétricas maximas do xilitol variaram entre
0,17 € 0,51g.L1.h, aumentando a medida que se eleva a concentracéo de células no reator. Os
rendimentos em etanol mais elevados foram obtidos a medida que se aumentou a quantidade
de enzima no reator, variando de 0,24 a 0,35+0,03 g por g de substrato consumido para 0s
biocatalisadores contendo 5 e 38% de enzima, respectivamente. Similarmente, a seletividade
do etanol em relacéo ao xilitol foi favorecida com o aumento da concentracdo de enzima no
reator.

Como previsto, as concentragdes iniciais do etanol (nas primeiras 6 horas)
aumentaram consideravelmente quando a concentracdo inicial de células foi elevada (Figura
4.13). A partir das retas tangentes apresentadas na Figura 4.13, determinou-se as produtividades
volumétricas maximas do etanol: 0,43; 0,65; 1,12 e 1,78g.L1.h? para as SIFs com os
biocatalisadores contendo 2, 4, 8 e 16% de levedura, respectivamente. De fato, a maior
concentracdo de células resultou num aumento de produtividade da ordem de 4 vezes em

relacdo a menor concentracéo.

Figura 4.13 — Concentracdes de etanol no inicio da SIF de 65g.L* de xilose a 35°C em diferentes concentragdes
de levedura no reator.
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Na Figura 4.13, retoma-se o0s resultados anteriormente descritos, em que a
concentracdo de enzima IGI-Ch ndo teve influéncia sobre a velocidade inicial de producdo de
etanol quando se manteve a concentracéo de levedura constante.

Mesmo nas concentracdes celulares mais elevadas (8 e 16% no pellet), a
conversdo total de xilose ndo foi alcancada devido & ineficiente isomerizacdo da xilose. Nestes

dois experimentos, Xilulose estava presente no meio reacional, em quantidades mensuraveis,
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apenas até 9 horas de ensaio. Sua auséncia a partir desse ponto indicava que 0 processo estava
limitado pela etapa de isomerizacao. J& no experimento com a menor concentracao celular (2%
de levedura por grama de pellet), a presenca de xilulose foi detectada, mesmo que em pequenas
quantidades, até 48 h. Neste caso, o0 consumo de substrato certamente estava sendo influenciado
pela velocidade de fermentagdo, além da isomerizacdo, indicando, portanto, que concentragdes
celulares mais elevadas devem ser utilizadas para elevar a velocidade de consumo.

Em sintese, como os resultados finais da SIFs de xilose foram influenciados pelo
efeito do pH baixo, ndo foram totalmente conclusivos no que diz respeito a concentracdes de
enzima e levedura mais adequadas para realizacdo da SIF. Entretanto, deram um indicativo da
direcdo a seguir. O biocatalisador ideal para o processo deve conter uma quantidade de enzima
elevada (superior a 5%), no sentido a favorecer a seletividade do etanol em relacdo ao xilitol e
uma concentracao celular intermediaria entre as estudadas. Se por um lado, as mais baixas
concentragdes de células no reator conduziram a baixas produtividades, por outro,
concentracOes celulares mais elevadas diminuiram a seletividade do etanol em relagdo ao
xilitol.

Na analise preliminar dos resultados, presumia-se que a formacdo de xilitol
poderia estar sendo favorecida pela ineficiente isomerizagcdo da xilose. Supostamente, na
auséncia de xilulose as células metabolizariam xilose para produzir xilitol. Para elucidar esta
questdo, foi realizado um experimento de fermentacdo de xilose com elevada concentracdo de
levedura no reator (85g.L1), nas mesmas condigBes descritas para a SIF. Como resultado,
verificou-se uma baixissima producao de xilitol; cerca de 2,59.L™%, em 48 horas. Glicerol, acido
acético e etanol foram detectados, porém o somatério das suas concentracdes era inferior a
29.L! (Figura 4.14). Similarmente, Gong et al. (1981) verificaram que em condigGes
fermentativas, S. cerevisiae consume lentamente xilose para produzir xilitol, mas ndo etanol.
Diante do resultado da fermentacdo, pode-se supor que a elevada concentracdo de xilitol
verificada nos experimentos em discussdo era proveniente da metabolizacdo de xilulose pela

levedura.



89

Figura 4.14 — Fermentacdo de xilose com S. cerevisiae coimobilizadas em gel de alginato de célcio, a 35°C,
pHo 5,4 e 150 rpm. Biocatalisador (17% de levedura em massa seca e 5% de gel de quitosana sem Gl). Raz&o
biocatalisador:meio (1:1).
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A literatura reporta que a formacéo de xilitol a partir de xilulose, mediada por
xilitol desidrogenase, tem equilibrio favoravel a producdo de xilitol (RIZZI et al., 1989).
Quando xilulose é rapidamente captada pelas células, xiluloquinase pode tornar-se saturada
com o substrato, gerando uma espécie de bloqueio ao fluxo metabdlico pela via pentose fosfato
(LASTICK et al., 1989). Dessa forma, certas quantidades de xilitol naturalmente séo excretadas
pelas células, resultando na diminuicdo da producao de etanol. De fato, a formacéo de xilitol a
partir de xilulose foi comprovada no grupo de pesquisa no qual esta inserido o atual estudo,
mediante realizacdo de um experimento de fermentacdo da mistura xilulose-xilose (59g.L
1/9g.L°1) pela levedura S. cerevisiae de panificacdo. Durante a fermentacéo, xilose néo foi
consumida. Entretanto, xilulose foi convertida em cerca de 5 horas, gerando principalmente
etanol e xilitol, sendo que este ultimo era o produto majoritario (AQUINO, 2013). Entende-se,
portanto, que a otimizacdo da fermentacdo de xilulose para a maxima producdo de etanol
depende de um melhor entendimento da regulacdo das enzimas-chave na metabolizacdo do
acucar.

E importante destacar que o xilitol também tem um importante valor agregado
que nédo pode ser desconsiderado. Do ponto de vista econdémico, deve-se estudar as vantagens
e/ou limitacbes de um processo que gera concomitantemente etanol e xilitol, pois, o
aproveitamento de ambas as fragdes agregaria ao processo global etapas adicionais de
separacdo e purificagéo.

Como a formagéo de xilitol a partir de xilulose é uma caracteristica inerente ao

microrganismo, um ajuste rigoroso do processo SIF para a producgéo de etanol ou xilitol torna-
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se um campo vasto para pesquisa. Nesse sentido, a selecdo de linhagens da levedura com
caracteristicas apropriadas € uma alternativa no sentido de aumentar a produtividade para um
destes dois produtos.

De modo geral, pode-se afirmar que SIFs de xilose conduzidas com elevadas
concentragdes de enzima no reator (120-228x10° UI.L™Y) conduzem a resultados muito

semelhantes em temos de conversdo, produtividade, rendimento e seletividade em etanol.

4.3.1.1 Avaliagdo da viabilidade e do crescimento celular na SIF de xilose em batelada

Os resultados apresentados na Tabela 4.6 indicam que as condi¢des adotadas
para realizacdo de SIF de xilose, cujos resultados foram apresentados no item anterior, foram
adequadas para manutencéo de elevadas concentracdes de células viaveis durante todo periodo
da SIF. A manutencdo dessa caracteristica por longos periodos de tempo é fundamental para a

viabilizacdo de um processo continuo de producéo de etanol.

Tabela 4.6— Viabilidade e concentragdo celular na SIF de 65g.L de xilose a 35°C com diferentes
biocatalisadores.

tempo* Vi \i Células Células

Biocatalisador (h) (%) (%) viaveiss/mL  viaveis/mL
Inicial final

IGI-Ch/S. cerevisiae (5:4) 48 85 85 3,99x108 4,05x108
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4) 48 83 91 4,52x108 5,44x108
IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4) 48 96 96 4,75x107 5,13x107
IGI-Ch/S. cerevisiae (2:5) 48 97 96 3,07x108 2,82x10°8
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:8) 46 96 98 1,43x10° 1,59x10°
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:16) 46 97 99 2,06x10° 2,00x10°

NOTA: *tempo total do ensaio, Vi: viabilidade inicial, Vf: viabilidade final.

No intuito de investigar a ocorréncia de crescimento celular durante o processo
em estudo, pellets recolhidos ao longo da SIF de xilose foram utilizados para determinacdo da
massa seca. Os resultados apresentados na Figura 4.15 indicam que ndo ocorreu crescimento
celular consideravel até 20 horas de ensaio. De fato, este resultado era esperado, uma vez que
a literatura reporta que o tempo de duplicacéo de S. cerevisiae em xilulose é superior a 30 horas
(JOHANSSON e HAHN-HAGERDAL, 2002). Ademais, as condicdes em que foram
conduzidos os experimentos (tubos falcon fechados), foram programadas para favorecer a

fermentacdo em detrimento do crescimento celular. De todo modo, existia certo nivel de
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oxigénio disponivel no volume ndo ocupado pelo liquido, contudo, se houve crescimento, ndo
foi apreciavel segundo a metodologia adotada.

Figura 4.15 — Massa seca dos pellets — biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10) — na SIF de xilose a 35°C e
150 rpm
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4.3.2 Influéncia da composicdo do meio na producéo de etanol

Sabendo que a fermentacdo de acgucares pode ser influenciada pela composicéao
do meio, no atual estudo avaliou-se a influéncia das fontes complexas de nitrogénio (extrato de
levedura e peptona de soja) sobre a producéo de etanol e outros pardmetros da SIF de xilose,
mediante ensaios de excluséo destes compostos do meio reacional. O meio de referéncia (Meio
A), utilizado para comparagdo, continha todos 0s nutrientes em questdo. A composicao
detalhada dos meios utilizados encontra-se no item 3.2. Resumidamente, 0os meios foram
classificados da seguinte forma:

Meio A: meio de referéncia.
Meio B: meio A com eliminacdo da peptona de soja.
Meio C: meio A com eliminacdo do extrato de levedura.

Meio D: meio A com eliminacgéo de extrato de levedura e peptona de soja.

O biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4) foi selecionado para o estudo por
apresentar a maior carga de enzima imobilizada dentre aqueles testados. Uma carga elevada de
enzima favoreceria a isomerizagdo e possibilitaria um estudo isento da influéncia da limitagéo
de substrato para a levedura.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.7 indicam que o suplemento de peptona
de soja e extrato de levedura ao meio de SIF, seja individualmente ou em combinagdo, ndo
favoreceu a producéo de etanol em batelada. A concentracao de etanol variou entre 13,6+0,9g.L"
1e 15,1g.L* para os experimentos contendo os dois nutrientes e com exclusdo de ambos,
respectivamente. Considerando que existe um erro de aproximadamente 7% nas concentracoes
de etanol obtidas em experimentos independentes na mesma condi¢do (verificado no
experimento com meio A), pode-se apontar que ndo ha vantagem pratica na adi¢do das duas
fontes de nitrogénio ao meio de SIF de xilose, em termos da producao de etanol. Pelo contrario,
aparentemente ocorre uma discreta melhoria na producdo na auséncia desses nutrientes.
Similarmente, tanto a produtividade volumétrica quanto a seletividade do etanol em relagéo ao
xilitol ndo foram reduzidas quando se disponibilizou meio minimo para a levedura (Meio D).
Estes resultados sdo interessantes, pois 0 uso de meios minimos em compara¢do com meios
complexos é economicamente muito vantajoso. O uso de peptona e extrato de levedura eleva o

custo da producao.

Tabela 4.7 — SIF de xilose 65g.L* com biocatalisador 1GI1-Ch/S. cerevisiae (38:4) em diferentes meios a 35°C e
150 rpm.

Substrato ETOH? Prodeton® XOH? Setorixon  Conversdo  pHo/pHe/pHa4©
(g.LY) (g.L1.h?) (g.LY)  (Mol.mol?) (%)

Meio A* 136+0,9 067+006 59+1,3 79+138 74+1 5,5/5,2/5,0
Meio B 13,3 0,78 5,7 7,7 71 5,3/5,0/4,7
Meio C 13,9 0,73 5,7 8,1 75 5,3/5,0/4,7
Meio D 15,1 0,78 5,7 8,7 77 5,3/5,0/4,7

NOTA: *média de trés experimentos independentes + desvio padrdo. ETOH: etanol, XOH: xilitol, Setonixon:
seletividade do etanol em relagéo ao xiltol em t=24 h, aconcentragdo em t=24 h (final), "produtividade volumétrica
méaxima, calculada até 6 h. os indices 0, 6 e 24 correspondem aos respectivos tempos de reagdo, em horas.
Concentracdo inicial de células: 20g.L™. Concentracéo de IGI-Ch: 228x10° UI.L™*

Na Tabela 4.7 verifica-se ainda que o acticar disponibilizado (65g.L™ de xilose)
ndo foi completamente convertido ap6s 24 horas de experimento. Para o conjunto de ensaios
em questdo, de 71 a 77% do acucar foi convertido. Similarmente ao ocorrido nos experimentos
descritos na se¢do anterior, houve diminuicdo no pH do meio durante 0s experimentos: a
variagdo foi de 5,3 para 5,0 ap0s seis horas de ensaio e finalmente para 4,7 passadas 24 horas.
A queda de pH certamente influenciou negativamente na conversdo de xilose ao subtrato
utilizado pela levedura (xilulose), porém esta ndo foi a Unica razdo para o consumo incompleto
do acucar. Pode-se verificar na Tabela 4.8 que havia xilulose disponivel, as 24 horas de

experimento, mesmo na condicdo de pH baixo. Desse modo, pode-se afirmar que a SIF também
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estava limitada pela etapa de fermentagdo da xilulose. Esta limitagdo possivelmente estava
relacionada & concentracdo de levedura no reator (20g.L™), baixa em relagdo ao valores
tipicamente descritos na literatura para a fermentacéo de xilulose.

No sentido de avaliar a recuperacao de carbono na SIF de xilose sob as condicdes
adotadas, foram efetuados os balancos de carbono para os quatro ensaios discutidos neste item.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.8. Em todos os casos, cerca de 25% do carbono
utilizado ndo pdde ser contabilizado nos produtos analisados. Isto significa que a quantidade
de carbono presente nos produtos era inferior a quantidade de carbono consumido. Essa baixa
recuperacdo de carbono pode estar associada a valores subestimados de producdo. Nesse
sentido, realizar o monitoramento da producdo de CO> durante 0s experimentos seria uma

importante alternativa para o ganho informacédo do processo.
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Tabela 4.8 — Balango de massa de carbono, recuperacio de carbono e rendimentos de etanol para SIFs de xilose 65g.L* em batelada com o biocatalisador (IGI-Ch/S.
cerevisiae 38:4) a 35°C as 24 horas.

Composto Massa Meio A* Meio B Meio C Meio D
molecular Conc. final Carb. Conc. Final Carb. Conc. Final Carb. Conc. Final Carb.
(9.mol) (9L @) (@.LY) @) (@.L") ©) 9L @)
Xilose 150 141+ 08 0,045+0,002 16,9 0,054 14,9 0,048 12,2 0,039
Xilulose 150 25+0,9 0,008+0,003 17 0,006 15 0,005 2,6 0,008
Etanol 46 13,6 +0,9 0,057+0,004 13,3 0,055 13,9 0,058 15,1 0,063
CO, 44 13,9+0,7 0,030+0,002 13,5 0,030 14,2 0,031 15,0 0,033
Xilitol 152 59+13 0,018+0,004 5,7 0,018 5,7 0,018 5,8 0,018
Glicerol 92 2,4+0,7 0,007+0,002 17 0,006 14 0,004 2,2 0,007
Acido acético 60 1,3+£0,3 0,004+0,001 1,0 0,003 1,2 0,004 0,8 0,002
BCarbono oUt e 0,11840,006 e 0,111 0,115 0,123
CCarbono in 0,1554+0,001 e 0,149 0,155 0,161
dCarbono recuperado (%) ........cccovvevverrereierere e 75,7142 750 740 76,9
g ETOH/g aguicar consumido..........ccooveverveiniercnnesieennnns 0,28+0,02 e 029 0,29 0,30

NOTA: " média de trés experimentos independentes + desvio padréo. ?A producéo de CO; ndo foi medida, porém foi estimada com base na estequiometria 1:1 na formag&o de
etanol e 1:1 na formagéo de acido acético (KUYPER et al., 2005). ®Carbono out: concentragio total de carbono nos produtos do metabolismo da levedura em t=24 h. °Carbono
in: concentragéo total de carbono no aglicar consumido em t=24 h. 9O percentual de carbono recuperado foi calculado como a razdo entre o contelido total de carbono nos
produtos formados dividido pela quantidade total de carbono no agtcar consumido.

Meio A: meio de referéncia. Contém todos os nutrientes (Tabela 3.1).

Meio B: meio A com eliminagdo da peptona de soja.

Meio C: meio A com eliminacgdo do extato de levedura.

Meio D: meio A com eliminacdo de extrato de levedura e peptona.

Carb.: carbono.
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E evidente que a coleta de dados de CO; implica na utilizagdo reatores
adequadamente dotados de analisador de gases. Como os ensaios do atual estudo foram
conduzidos em frascos, realizar a instalacdo de tal aparato era uma tarefa impraticavel. Outra
hipdtese provavel para a baixa recuperacdo de carbono é acimulo de intermediarios da via
pentose fosfato ndo-oxidativa. Um estudo da fermentacédo de xilulose por S. cerevisiae indicou
que a baixa taxa de producdo de etanol estava relacionada ao bloqueio na via das pentoses
fosfato causado pelo acumulo de sedoheptulose 7-fosfato (S7P). No mesmo estudo, os autores
verificaram que cerca de 25% do carbono consumido ndo foram contabilizados nos produtos
(SENAC; HAHN-HAGERDAL, 1990). A literatura reporta ainda que a via pentose fosfato
ndo-oxidativa controla as velocidades de crescimento e de fermentacdo de S. cerevisiae em
xilulose. Esse fendmeno foi comprovado em estudos de superexpressdo de enzimas da via
metabolica (ribulose 5-fosfato epimerase, ribose 5-cetol isomerase, transaldolase e
transcetolase) com os quais se comprovou a melhoria nas velocidades de fermentagéo e de
crescimento em comparacdo com a levedura sem as alteracdes genéticas (JOHANSSON;
HAHN-HAGERDAL, 2002). Na Tabela 4.8 foram descritos ainda os rendimentos do etanol
em relacdo ao substrato consumido no tempo final da SIF (24 horas). Os valores obtidos
0,28+0,02; 0,29; 0,29 e 0,30g.g no processo conduzido com os meios A, B, C e D,
correspondem respectivamente a 55, 57, 57 e 59% do tedrico.

Tendo em vista os resultados apresentados neste item, adotou-se o Meio D
(composicdo descrita no item 3.2) para novos experimentos de SIF de xilose.

Nessa etapa do trabalho, a questdo mais crucial a ser solucionada para a
viabilizacdo técnica do processo SIF de xilose em batelada era a definicdo de estratégias
adequadas para a manutencdo do pH do meio em valores nos quais a atividade da enzima
glicose isomerase fosse mantida, ou seja, superior a 5,0. Nesse sentido, Aquino (2013), sob a
supervisdo da orientadora do atual estudo, incorporou carbonato de calcio a etapa de
coimobilizacdo da glicose isomerase imobilizada e levedura de panificacdo e comprovou que
apos adicdo do sal, o pH do meio de SIF em batelada foi mantido entre 5,4 e 5,6. A estratégia
se baseou no fato de que o carbonato de calcio € um sal com caracteristicas basicas que aumenta

0 pH de solugdes aquosas apos sofrer uma hidrolise e produzir a base Ca(OH)a.

CaCO, +H,0 — CO, +Ca(OH),
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4.3.3 Novas estratégias para conducao da SIF de xilose

As estratégias para manutencdo do pH do meio de SIF em valores adequados
para a retencdo da atividade da glicose isomerase incluiram a adi¢do de CaCOs (0,5%, m/m) a
etapa de coimobilizacdo enzima/levedura e a cura dos pellets no proprio meio de SIF (sem
xilose) em pH 5,6. Nesta etapa do estudo, utilizou-se o meio de cultivo simples (Meio D,
descrito no item 3.2) visto que a adi¢do de peptona de soja e extrato de levedura ndo agregou
vantagens praticas para o processo SIF em batelada, como discutido anteriormente. A
concentragdo dos componentes do meio usado para a cura dos pellets era metade daquela
descrita para o Meio D.

A Tabela 4.9 apresenta um panorama comparativo entre parametros do processo
SIF de xilose na configuragdo antiga e apds a adocdo das estratégias descritas acima. Os
resultados obtidos por Aquino (2013), destacados na Tabela 4.9 confirmam a importancia da
manutencdo do pH num nivel superior a 5,0 para a conducéo da SIF de forma eficiente. Nos
ensaios onde o carbonato de célcio estava presente, o pH foi mantido entre 5,4 e 5,6 e
parametros do processo como conversdao e produtividade foram melhorados de forma
expressiva em comparagéo ao sistema na configuracédo antiga, no qual o pH final chegava a 4,7.
A combinacio de pH controlado com elevada concentragdo de células no reator (85g.L™),
resultou no consumo rapido do substrato: 96% da xilose disponibilizada foi consumida em
apenas 9 horas de ensaio. Por outro lado, o ensaio similar em termos de concentracdo de enzima
(30x10%UI.L 1Y) e células no reator (80g.Lt), porém sem controle do pH, resultou numa
conversdo de 86% em 46 horas. Nesse par de experimentos, a produtividade volumétrica global
do etanol foi consideravelmente melhorada, passando de 0,28 para 2,44+0,26g.Lth%. O
rendimento em etanol também foi melhorado com o controle do pH, passando de 0,23 para
0,34+0,049.9°%, que correspondem a 45 e 67% do teorico, respectivamente. Ja o rendimento em
xilitol foi mantido em cerca de 0,259.g° de substrato consumido. Dessa forma, houve um
aumento também na seletividade que passou de 3,0 para 4,2mol.mol™.
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Tabela 4.9 — Influéncia da adicdo do CaCOs nos pardmetros da SIF de xilose 65g.L™ a 35 °C e 150 rpm, catalisada por IGI-Ch e S. cerevisiae de panificacdo coimobilizadas

em alginato de célcio

Biocatalisador Enzima Levedura Tempo® X Pr eton Pr xown YeoHis Y xowis Setorixon  PHi/pHs
ULLT  (gems.L™) (h) (%) (g.L.rh1)  (g.Lth?) (9.9Y) (9.9Y) (mol.mol™)
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:16)? 30x10° 80 46 86 0,28 0,31 0,23 0,25 3,0 5,4/4,8
IGI-Ch/S. cerevisiae (5:17)+CaCOs®  30x10° 85 9 9% 2,44+0,26 1,90+0,12 0,34+0,04 0,26+0,02 4,2+0,2 5,6/5,4
IGI-Ch/S. cerevisiae (38:4)2 228x10° 20 48 91 0,33 0,19+0,04 0,28+0,02 0,15+0,03 6,2+1,8 5,5/4,7
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4)? 120x103 20 48 89 0,33 0,16 0,28 0,14 6,7 5,5/4,8
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:5)+CaCOs®  120x10° 25 24 97 0,67+0,04 0,34+0,04 0,24+0,01 0,12+0,01 6,7+1,2 5,6/5,5
IGI-Ch/S. cerevisiae (10:10)+CaCO3, 60x103 50 11 99 2,04+0,12 0,81+0,17 0,34+0,02 0,13+0,02 8,5t1,3 5,6/5,4
IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10)+CaCOs, 120x10° 50 11 96 2,07#0,17 0,85+0,06 0,35+0,02 0,14+0,01 7,3+3,3x102% 5,4/5,4

NOTA: 2Processo conduzido sem controle do pH, "Processo conduzido com adigdo de CaCOs para controle do pH (Aquino, 2013), ‘tempo total da SIF, EOH: etanol, XOH:

xilitol, Yeonss: rendimento do etanol em relagdo ao substrato consumido, Yxowss: rendimento do xilitol em relagdo ao substrato consumido, Pr: produtividade volumétrica global,

calculada no tempo final da SIF, X: conversgo, calculada no tempo final da SIF, Setonixon: seletividade do etanol em relag&o ao xilitol, pHi/pHs.: pH inicial/pH final.
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Foi sugerido, na discussdo dos resultados das SIFs de xilose sem adi¢do de
CaCOg, que o processo conduzido com uso do biocatalisadores contendo as mais baixas cargas
de levedura apresentavam duas limitacdes importantes: uma relacionada a diminuigédo do pH e
a outra inerente a concentracao de células no reator. Esse fendmeno ficou comprovado no novo
ensaio com pH controlado onde se verificou que uma carga de levedura de 25g.L™2, referente
ao processo conduzido com uso do biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (20:5) requeria 24 horas
para converter 97% do acUcar disponibilizado, mais que o dobro do tempo do processo
conduzido com 50g.L* de células no reator.

Na Tabela 4.9, mesmo nos ensaios sem controle de pH, havia um indicativo de
que concentragdes de enzima entre 120x10° e 228x10° UIL.L™? correspondentes ao uso dos
biocatalisadores IGI-Ch/S. cerevisiae (20:4) e 1GI-Ch/S. cerevisiae (38:4), respectivamente,
conduziam a resultados muito semelhantes em termos de converséo, produtividade, rendimento
e seletividade, mantida fixa a concentracdo inicial de células. De fato, esta indicacdo foi
confirmada, agora no sistema de SIF com carbonato de calcio, mediante ensaios onde se
manteve fixa a concentragdo de células no reator em 50g.L! e enquanto a concentracéo de
enzima variava de 60x10% para 120x10° UI.L %, Mais uma vez, os resultados foram semelhantes
e considerou-se que, mesmo a carga de 60x10% Ul. L™ era adequada para conducio da SIF de
xilose de forma eficiente. Nos dois casos, as produtividades volumétricas em etanol foram cerca
de 85% daquela obtida com a mais elevada carga de levedura no reator (85g. L. A mais
elevada seletividade do etanol em relagdo ao xilitol (8,5+1,3mol.mol™?) foi verificada nos

experimentos cuja concentragdo de levedura era 50g.L™2.

4.3.3.1 SIF de xilose com biocatalisador IGI-Aga/S. cerevisiae

Os resultados mostrados anteriormente foram obtidos utilizando o derivado IGI-
Ch coimobilizado com levedura nos experimentos de SIF de xilose. Neste item, 0 uso do
biocatalisador 1GI-Aga/S. cerevisiae (5:10), preparado mediante a coimobilizacéo da levedura
de panificacdo com o derivado de glicose isomerase imobilizada em glioxil-agarose € avaliado.
Como ilustrado na Tabela 4.10 o derivado foi eficiente em promover a isomerizacdo da xilose,
visto que 95% deste agucar foi convertido em 20 horas de SIF. Contudo, o processo resultou
em elevada produc&o de xilitol (15,2g.L™). A concentragdo desse componente era praticamente
igual & concentracéo do etanol verificada (17,4g.L ™). Dessa forma, uma baixa seletividade do
etanol em relacdo ao xilitol foi verificada. Similarmente, um baixo rendimento em etanol,

0,289.g’* foi verificado.
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Tabela 4.10 — Parametro da SIF de xilose 65¢.L* a 35°C e 150 rpm catalisada dor 1GI-Aga/S. cerevisiae (5:10).

Tempo Conversdo  Preton Prxon  Yeows Yxows — SeToHixoH

(h) (%) (g.Lnh?Y) (gLh") (99" (9.9 (mol.mol?)
20 95 0,87 0,76 0,28 0,25 3,8
Pr: produtividade global, Y: rendimento, S: seletividade.

Os resultados da SIF com o derivado IGI-Aga/S. cerevisiae (5:10), demonstram
que seu uso ndo resultou em vantagens adicionais ao processo. Além disso, agarose € um
suporte caro e o protocolo de imobilizacdo requer uso de muitos insumos quimicos, além de
causar perdas consideraveis de atividade da enzima, parte durante a necessaria aminag&o e parte
na etapa de imobilizacdo. Esses fatos direcionaram para a selecdo dos biocatalisadores I1GI-

Ch/S. cerevisiae para continuidade dos estudos.

4.3.3.2 Selecdo de biocatalisadores para o SIF de xilose em operacdo continua

Os resultados apresentados na Tabela 4.9, projetaram trés biocatalisadores
dentre os avaliados como boas opcdes para conducédo da SIF de xilose em modo de operacao
continua: IGI-Ch/S. cerevisiae (5:17), o IGI-Ch/S. cerevisiae (10:10) e 1GI-Ch/S. cerevisiae
(20:10) por dirigirem o processo a elevadas produtividades em etanol. Especialmente os dois
ultimos apresentaram desempenhos similares em termos de conversdo, produtividade e
seletividade ao etanol. A opc¢do pelo IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) se baseou no fato deste
possuir a mais elevada carga de enzima dentre as alternativas. Como no processo continuo o
catalisador estara sujeito por longos periodos a condi¢cdes sub-Gtimas para sua atividade e
estabilidade como, por exemplo, pH e temperatura baixos, presenca de etanol e xilitol, descrito
como inibidor, uma carga de enzima elevada supostamente favoreceria a operacdo em longos
periodos. Os resultados da SIF em batelada conduzida com o biocatalisador selecionado
indicam que um tempo de residéncia minimo de 11 horas seria adequado para inicio dos estudos
da SIF em modo continuo, uma vez que 62,4g.L™ dos 65g.L* de xilose disponibilizados foram

convertidos nesse intervalo de tempo.

4.4 PRODUGCAO DO HIDROLISADO DE HEMICELULOSE DO BAGAGCO DE CANA E SUA
UTILIZACAO NO PROCESSO SIF
Nesta secdo serdo apresentados os resultados referentes a preparagdo do
hidrodrolisado de hemicelulose de bagaco de cana e sua bioconversdo por processo SIF,
utilizando o biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10), selecionado no item anterior.
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4.4.1 Quantificacdo da hemicelulose presente no bagaco de cana

A composi¢do quimica do bagaco de cana é apresentada na Tabela 4.11. Os
resultados confirmam que a biomassa é formada principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina. Como esperado, celulose é o constituinte majoritario e representa (40,6+0,2)% do
material. A fracdo hemiceluldsica agrega os polimeros de xilose, arabinose e acido acético e
corresponde a (26,6+0,2)% do total, sendo que esta fracdo € constituida predominantemente
por xilose (90,0%). Polimeros de arabinose e acido acético constituiram em média 9,8% e
11,0% da hemicelulose. O contetdo total de lignina referente as formas insoltvel e solivel em
acido compde (23,940,7)% do bagaco. Estes resultados estdo de acordo com aqueles descritos
por (BOUSSARSAR et al., 2009).

Tabela 4.11 — Composicéo quimica média do bagaco de cana-de-agUcar in natura

Componente Percentagem®
Glicana 40,6 + 0,2%
Xilana 21,1+ 0,1%

Arabinana 2,6 £ 4,6x10°%%
Acetil 2,9+0,1%
Lignina soltvel 50+0,2%
Lignina insolGvel 18,9+ 0,5%
Cinzas 2,1+0,1%
Extrativos em agua 3,1+0,1%
Extrativos em etanol 96% 2,6 +0,3%
Total 98,8+ 1,6%

NOTA: acada valor corresponde a média de dois experimentos + desvio padrao.

4.4.2 Avaliacdo da hidrolise acida do bagaco de cana in natura

No atual estudo, o bagaco de cana in natura foi submetido a tratamento com
acido sulfarico diluido sob condi¢cbes favoraveis a liberacdo de aglcares monoméricos da
fracdo hemicelulésica. O desempenho da hidrélise acida foi discutido com base na média dos

resultados obtidos para cada um dos trés experimentos resumidos na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 — Ensaios de hidrdlise acida do bagaco de cana in natura. Condig¢Ges do tratamento: 121°C durante
40 minutos em autoclave. Relacéo sélido:liquido 1:4

Ensaio  Bagaco umido Umidade do Bagaco seco H>SO. 3% Liquido
(9 bagaco (%0) (o) (mL) recuperado (mL)
1 54,7 54% 25 70,3 35,0
2 300,0 47% 159 495,0 575,0

3 600,0 47% 318 990,0 335,0
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Na Tabela 4.12 estdo descritas as massas de bagaco submetidas ao tratamento,
com suas respectivas umidades e volumes de solugéo &cida requeridos no processo. Além disso,
destacou-se o volume de liquido recuperado ap6s compressdo manual do material tratado.
Nessa etapa do trabalho, constatou-se que reatores com grandes volumes Uteis sdo requeridos
para obtencdo de volumes elevados de hidrolisado devido & baixa massa especifica do bagago
e a elevada relagdo solido:liquido selecionada para o estudo.

Os resultados apresentados na Tabela 4.13 demonstram que o tratamento gerou
um licor com elevada concentragdo de xilose (61,0+3,2g.L™1). Esta concentragio assemelha-se
aos melhores resultados descritos na literatura (BETANCUR; PEREIRA JR, 2010; FOGEL et
al., 2005). Além dos acucares xilose e arabinose, compostos inibidores do metabolismo
microbiano tais como acido acético, derivados da lignina, furfural e hidroximetilfurfural
também foram formados e liberados durante o tratamento. Os dois Gltimos estavam presentes
em concentragdes inferiores a 1g.L™. De fato, os principais produtos de degradagio detectados
foram o acido acético e derivados da lignina cujas concentracbes médias foram da ordem de
10,4 e 4,3g.L%, respectivamente. Como esperado, a liberagdo de glicose foi baixa, mostrando
que a fracdo de celulose permaneceu praticamente ndo hidrolisada.

Tabela 4.13 — Composi¢do média do hidrolisado de hemicelulose obtido por tratamento bagacgo de cana com
acido sulfurico diluido 3% (v/v) e relacdo solido/liquido 1:4, em autoclave a 121°C por 40 min.

Componente Concentragéo (g.L™)?
Xilose 61,0+ 3,2
Arabinose 73+0,2
Glicose 72+18
Acido acético 10,4+0,1
Furfural 0,53+0,14
Hidroximetilfurfural 0,06 + 0,02
Derivados da lignina 43+0,9

NOTA: 2 Cada valor corresponde a média de trés experimentos + desvio padréao.

Os resultados de rendimento apresentados na Tabela 4.14 indicam que o tratamento acido
resultou na hidrolise de toda a fragcdo hemiceluldsica da biomassa. Os polimeros de xilose,
arabinose e acido acetico foram totalmente convertidos a seus constituintes monoméricos. Os
resultados de eficiéncia apontam que (100,0+5,3)%; (98,4+3,1)% e (98,0 +0,9)% da xilose,
arabinose e acido acético foram extraidos da matriz da biomassa, respectivamente. Apenas

6,4+1,6% da glicose presente na biomassa foi solubilizada.



102

Com o tratamento realizado neste estudo conseguiu-se agregar duas importantes
caracteristicas num unico processo: elevada concentracdo de xilose e um excelente rendimento
de hidrolise. Na hidrolise &cida da hemicelulose, a concentracao de aclcares e o rendimento,
usados como critérios de desempenho comumente se opdem devido ao uso de baixas relacfes
solido:liquido que geram hidrolisados muito diluidos (CANILHA et al., 2010; NIGAM, 2001).
Similarmente, o uso de relagBes sélido:liquido muito altas, que favorecem a obtengdo de um
licor rico em aclcar pode prejudicar o rendimento. Em termos do teor de xilose presente no
hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana, Betancur e Pereira Jr (2010), verificaram
concentracbes de até 82g.L! empregando solucdo de acido sulfdrico 1,13% e relagéo
solido:liquido 1:1,17, porém o rendimento da hidrdlise foi de 60%.

Tabela 4.14 — Eficiéncia da hidrdlise &cida do bagaco de cana in natura a 121°C durante 40 min em autoclave.

Componente Yieo (9.9 "bagago) Yexp (9.9 'bagago) Next (%0) Nrec (%0)
Xilose 0,240 0,240 +£ 0,013 100,0+5,3 44,3 +£8,9
Glicose 0,451 0,029 + 0,007 6,4+16 443+8,9

Arabinose 0,030 0,029 £ 0,001 98,4+3,1 443+8,9

Acido acético 0,042 0,042 + 4,00x10* 98,0+0,9 443+8,9

NOTA: Condicdes do tratamento: reagdo em cido sulflrico 3% (v/v) e relacdo sélido/liquido 1:4. Yeo: rendimento
tedrico, Yexp: rendimento experimental; nex:: eficiéncia de extragdo; nrc: eficiéncia de recuperagdo (metodologia
de célculo no item 3.5).

Como a recuperacao do hidrolisado foi feita por compressdo manual do material
tratado e, inevitavelmente, parte dos agUcares liberados permaneceram aderidos a fracéo sélida,
perdas de agUcares naturalmente ocorreram durante a recuperacdo da fracdo liquida. Na Tabela
4.14 verifica-se que a eficiéncia de recuperacdo da xilose e demais componentes do hidrolisado
foi baixa, apenas 44,3% do material hidrolisado foi recuperado. Destaca-se, portanto que a
otimizacdo da etapa de recuperacdo de agucares no licor é importante para elevar a eficiéncia
do processo. Uma opcao seria realizar uma embebicdo, como € feita na usina de etanol de
primeira geragdo para aumentar a extracdo da sacarose da cana. Nesse procedimento, a lavagem
da fracdo solida associada ao uso de prensas de rolos, capazes de produzir um residuo sélido
com baixa umidade, conduz a maxima extracdo do agucar. Ressalta-se, entretanto, que no
contexto da producédo de etanol de segunda geracdo, a relagdo custo/beneficio da embebicao
deve ser avaliada, uma vez que hidrolisados diluidos possivelmente serdo gerados. Durante o
atual estudo de hidrolise acida, realizou-se a lavagem com agua morna do residuo solido do
bagaco (celulignina) obtido apds remocdo do hidrolisado. Utilizando uma relagdo

sdlido:liquido de 1/4, obteve-se um hidrolisado com a seguinte composicéo: glicose (2,2g.L™),
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xilose (19,8g.L™Y), arabinose (2,4g.L™) e 4cido acético (3,6g.L™). Dessa forma, confirmou-se a
existéncia de agtcares monomericos facilmente recuperaveis na fragdo solida.

Para minimizar o teor de compostos inibidores, conhecidos por alterar
negativamente a cinética do processo fermentativo, o hidrolisado foi submetido a procedimento
de detoxificacdo por fervura e alteracdo do pH (supercalagem até pH 10 seguida por
reacidificacdo até pH 6). De acordo com Chandel et al. (2013), a supercalagem a pH 10
promove a precipitacdo de furfurais e fendlicos que podem entdo ser removidos por filtracdo.
A Tabela 4.15 apresenta um comparativo das concentracdes dos componentes dos hidrolisados

tratado e ndo tratado.

Tabela 4.15 — Comparacéo do hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana ndo tratado com o tratado por
fervura durante 15 min seguido de supercalagem até pH 10 e reacidificacéo até pH 6.

Concentracgéo (g.L?)

Componente Hidrolisado sem tratamento®  hidrolisado tratado Perda® %)
Xilose 57,4 80,0 26,8
Arabinose 7,3 9,5 31,6
Glicose 5,2 9,2 7,1
Acido acético 10,3 10,4 47,0
Furfural 0,4 0,03 96,1
Hidroximetilfurfural 0,05 0,01 89,5
Derivados da lignina 53 3,7 63,3

NOTA: "Hidrolisado obtido por tratamento de bagaco de cana (600 g) com acido sulfdrico diluido 3% (v/v) e
relacdo solido/liquido 1:4, em autoclave a 121°C por 40 min. "Perda: massa do componente disponibilizada para
tratamento/massa recuperada no volume final. Volume inicial: 200mL. Volume ap6s fervura: 146mL. Volume
final 105mL.

Durante a etapa de fervura parte do liquido evaporou e verificou-se que o
hidrolisado foi concentrando aproximadamente 1,37 vezes por evaporacdo (Tabela 4.15).
Considerando este fator, a eficiéncia de remocao dos compostos furfural, HMF, fendlicos e
acido acético foi de 94,5; 85,4; 49,0 e 26,3%, respectivamente. A concentracao de &cido acético
permaneceu praticamente inalterada, logo, o tratamento realizado foi pouco eficiente em
remover este composto. Este resultado estd de acordo com aqueles descritos por diversos
autores que corroboram o baixo nivel de remog&o do &cido acético por calagem (CANILHA et
al., 2010; CHANDEL et al., 2013; MARTINEZ et al., 2000).

Na etapa de calagem recuperou-se aproximadamente 72% do volume tratado.
Como ilustrado na Tabela 4.15, o tratamento gerou perdas de xilose, arabinose e glicose de

26,8; 31,6 e 7,1%, respectivamente.
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Os resultados apresentados nesta secdo demonstram que o tratamento acido do
bagaco de cana nas condicdes estudadas representa uma excelente alternativa para a producéo
de hidrolisados contendo elevada concentragdo de xilose (~60g.L™), uma importante fonte de
substrato para processos de bioconversdo. No atual estudo, o hidrolisado foi enriquecido com
xilose comercial e nutrientes e utilizado no processo SIF com a finalidade de produzir etanol.

E importante destacar também que o residuo solido, ou seja, a fragdo de
celulignina resultante da hidrdlise acida da hemicelulose pode ser transformada, aproveitando-
se as fracOes de celulose e lignina para geracdo de uma gama de produtos. A celulose pode ser
convertida a glicose e servir de insumo para uma série de processos dentre eles a producédo de
etanol, etileno, buteno, propileno, butadieno, butanol, isopropanol, glicerol, acetona, &cido
acético, acido butirico, hidroximetilfurfural, &cido levulinico, &cido férmico, dentre outros. J&
a lignina pode ser queimada para geracao de energia ou ser transformada em produtos de grande
interesse da industria quimica, como exemplos, éleos, fenol, vanilina, &cido acético, gas de
sintese, entre outros (SCHUCHARDT et al., 2001). Uma descricdo da composi¢do quimica da

celulignina obtida ap6s a remocao do licor por compressdo manual encontra-se na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Composi¢do média da fragdo sdlida obtida ap6s remogdo da fracdo liquida resultante do
tratamento do bagaco de cana com &cido sulfarico diluido 3% (v/v) e relacéo sélido/liquido 1:4, em autoclave a
121°C por 40 minutos.

Componente Percentagem?®
Celulose 51,7+ 0,1%
Hemicelulose 6,3+ 0,3%
Extrativos em agua 14,3+ 0,1%
Lignina 275+1,3%
Cinzas 1,8+ 0,1%

Total 101,6 + 1,9%

NOTA: 2Cada valor corresponde a média de dois experimentos simultdneos + desvio padréo.

Na Tabela 4.16, o elevado percentual de material extrativo em agua presente na
fracdo solida remanescente do tratamento acido do bagaco se deve, em grande parte, a presenca
de componentes da hemicelulose remanescentes da extracdo da fragéo liquida por compressao
manual. A andlise destes extrativos por CLAE revelou a presenca majoritaria de xilose.
Arabinose e glicose também estavam presentes, porém suas concentracdes eram cerca de 7 e

10 vezes inferiores a de xilose, respectivamente.
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4.4.3 Avaliacado do Processo SIF utilizando hidrolisado de hemicelulose

Os hidrolisados de hemicelulose foram suplementados com xilose pura, sais
diversos e antibiotico, conforme descrito no item 3.2, e avaliados no processo SIF em batelada.
A adicdo de xilose foi feita no sentido de padronizar as concentra¢des iniciais dos meios de SIF
em 120 g.L!, uma vez que ap6s a adi¢do dos pellets a0 meio ocorre uma diluicio da
aproximadamente 2 vezes. O processo foi bem sucedido. As Figuras 4.16 (a) e (b) ilustram os

perfis de conversdo de xilose e consumo de aclcares em funcdo do tempo de reacao,
respectivamente.

Figura 4.16 — SIF de xilose pura e dos hidrolisados de hemicelulose do bagaco de cana néo desintoxicado e
desintoxicado por fervura e supercalagem suplementados com xilose pura, sais nutrientes e antibiético (a)
conversdo da xilose, (b) perfil de consumo de substrato. Reacdo conduzida em batelada a 35°C e 150 rpm com
uso do biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10) acrescido de carbonato de célcio 0,5% (m/m). Simbolos: (e,0)
xilose comercial, (e,0, ¢) hidrolisado desintoxicado, hidrolisado ndo desintoxicado (e,0,¢).
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NOTA: Concentragdo de IGI-Ch no reator: 120x10° UI.L. Concentracdo de células em massa seca no reator:
50g.L. Relacdo biocatalisador meio 1g:1mL™*. Cada ponto no grafico representa a média de trés experimentos
simultaneos + desvio padréo.
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Os resultados apresentados na Figura 4.16 (a) demonstram que os perfis de
conversdo da xilose nas SIFs conduzidas com hidrolisado desintoxicado e ndo desintoxicado
foram semelhantes entre si. Além disso, as SIFs foram apenas discretamente mais lentas
comparadas ao processo com o substrato comercial (xilose pura). Em 12 horas, as conversoes
computadas foram 96,5+0,2%, 92,8+3,7% e 92,94+0,9% para o substrato comercial, hidrolisado
desintoxicado e hidrolisado ndo desintoxicado, respectivamente.

Além da xilose, pequenas quantidades de glicose e arabinose estavam presentes
nos hidrolisados. No tempo inicial da SIF, o meio preparado com o hidrolisado ndo
desintoxicado apresentava cerca de 1,4 e 2,0g.L™ de glicose e arabinose, respectivamente. Ja
no meio proveniente do hidrolisado desintoxicado, essas concentragdes eram de 2,5 e 2,6g.L ™,
respectivamente. Como a glicose é facilmente assimilada pela levedura S. cerevisiae, sua
metabolizacdo pode contribuir com a geracdo de pequenas quantidades de etanol nos meios
provenientes dos hidrolisados. De fato, nenhum trago de glicose foi verificado ap6s duas horas
de reacdo (4.16 b). Por outro lado, arabinose ndo é fermentescivel por S. cerevisiae (BETTIGA
et al., 2009).

Durante a analise dos meios fermentados por CLAE, verificou-se que Xilulose e
arabinose coeluem, em fungdo disso, suas concentracbes ndo foram determinadas
separadamente. Na SIF de xilose pura, xilulose estava presente em concentracdes de equilibrio
durante todo o periodo de esgotamento da xilose. Essa tendéncia se repetiu nos experimentos
com os hidrolisados, visto que as relagdes xilulose/xilulose eram sempre superiores a 20%.

Apo6s 12 horas de ensaio, a concentracdo da mistura arabinose/xilulose nos
meios de SIF provenientes dos hidrolisados n&o tratado e tratado eram 1,4 e 0,7g.L%,
respectivamente. A reducao na concentracdo de arabinose pode estar relacionada a algum grau
de assimilacdo por S. cerevisiae, face a elevada concentracdo de células no reator ou a presenca
de microrganismos contaminantes que consomem este agucar.

A Figura 4.17 destaca o perfil de formacéo dos produtos durante as SIFs. Como
previsto, etanol e xilitol foram os produtos majoritarios, enquanto glicerol e acido acético

acumularam em concentragdes inferiores.
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Figura 4.17 — Produtos da SIF de xilose pura e dos hidrolisados de hemicelulose do bagaco de cana nao
desintoxicado e desintoxicado por fervura e supercalagem suplementados com xilose pura, sais nutrientes e
antibiotico (a) perfil de formacéo de glicerol e acido acético (b) perfil de formag&o de etanol e xilitol. Reagéo
conduzida em batelada a 35°C e 150 rpm com uso do biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10) acrescido de
carbonato de calcio 0,5% (m/m). Simbolos: (e,0) xilose comercial, (e,0) hidrolisado desintoxicado, hidrolisado
ndo desintoxicado (e,0).
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NOTA: Concentragdo de enzima no reator: 120x10° UI.L1. Concentracdo de células em massa seca no reator:
50g.L. Relacdo biocatalisador meio 1g:1mL"*. Cada ponto no grafico representa a média de trés experimentos
simultaneos + desvio padréo.

O &cido acético era 0 componente toxico majoritario presente no inicio das SIFs
dos hidrolisados, com concentragdo de aproximadamente 3g.L™. A literatura reporta que
concentragdes deste acido entre 2-5g.L* tem efeito inibitorio sobre leveduras (NIGAM, 2001).

Os resultados de conversao dos hidrolisados descritos anteriormente apontaram
uma diferenca de apenas de 3% em relacéo ao processo conduzido com o substrato puro. Sendo
assim, pode-se afirmar que o contetido de compostos toxicos presentes no meio preparado com

hidrolisados, mesmo aquele que ndo passou por processo de detoxificagéo, praticamente ndo
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teve influéncia sobre o metabolismo da levedura durante a bioconverséo. E importante destacar
que no processo em estudo, a presenca de células imobilizadas e em elevada concentragao
favorece a minimizacdo dos efeitos de compostos toxicos naturalmente presentes nos
hidrolisados lignocelul6sicos. Dessa forma, pode-se conjecturar que o biocatalisador preparado
é suficientemente robusto para tolerar concentragdes de inibidores mais elevadas que aquelas
presentes durante os ensaios discutidos nesta secdo. Obviamente, esta hipoOtese deve ser
estudada com maior minucia, especialmente no que diz respeito a tolerancia por longos
periodos de tempo, uma caracteristica importante para aplicagdo em processos continuos.

Os resultados apresentados na Figura 4.17 mostram que em 12 horas de SIF,
etanol estava presente nas concentragdes de 20,7+0,1; 22,9+0,2 e 21,1+0,5¢.L . Ja as
concentracdes do xilitol, outro importante produto do processo, sdo 14,62+0,3; 10,5+0,2 e
12,6+0,1g.L™%, para os ensaios conduzidos com xilose comercial e hidrolisados néo tratado e
tratado, respectivamente.

Os resultados de eficiéncia de utilizacdo da xilose, produtividades volumétricas
e especificas, rendimentos, seletividade e balancos de carbono da SIF dos hidrolisados tratado
e ndo tratado sdo apresentados na Tabela 4.17, ilustram que as produtividades volumétricas
maximas em etanol foram muito proximas, ficando entre 2,3+0,2 e 2,7+0,3g.L1.h". Os valores
do rendimento em etanol e da seletividade do etanol em relagdo ao xilitol foram superiores nos
processos conduzidos com hidrolisados em comparagdo a SIF conduzida com xilose pura. O
mais elevado rendimento 0,35+3,21x103%g.g", referente ao processo conduzido com
hidrolisado tratado, corresponde a 68,6% do tedrico. J& os rendimentos em xilitol, foram
inferiores nas SIFs dos hidrolisados. Dados de velocidade especifica de assimilagéo de xilulose
praticamente ndo sdo descritos na literatura. Os valores desse parametro verificados no atual

estudo variam entre 136+7 e 174+13 mg.g™* .h™ e sdo cerca de trés vezes superiores ao descrito

por Senac e Hahn-Hagerdal (1990). A literatura reporta velocidades de assimilacdo especifica

superiores a 200 mg.g™,.h™, porém sdo referentes a S. cerevisiae geneticamente modificada

por superexpressdo de quatro enzimas da via pentose fosfato ndo oxidativa (JOHANSSON;
HAHN-HAGERDAL, 2002).

Em termos do balanco de carbono, os processos conduzidos com hidrolisado ou
xilose pura também foram similares entre si e, 90 a 92% do carbono consumido nas 12 horas
iniciais de SIF foram recuperados na forma de etanol, xilitol, glicerol, acido acético e gas

carbbnico (estimado). Este resultado demonstra que a conversao rapida do substrato no sistema
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com controle de pH favoreceu a recuperacdo de carbono em comparacdo ao sistema sem

CaCOg, onde as recuperagdes foram da ordem de 75%.

Tabela 4.17 — Par&metros da producéo de etanol e xilitol a partir da SIF de xilose pura e de hidrolisados de
hemicelulose do bagaco de cana a conduzida a 35°C e 150 rpm.

Origem da fonte de acucares do meio de SIF

Parametro Xilose Pura Hidrolisado néo Hidrolisado
(comercial) tratado Tratado

Converséo (%)? 96,5+0,2 92,9+0,9 92,8+3,7

Pr max eron (g.L1.h1)P 2,4+0,2 2,3+0,2 2,7+0,3

Pr max, xon (g.L*.h1)° 1,7+0,1 1,3+0,2 1,4+0,2

Pr eton (g.L1.h1)2 1,7+0,1 1,8+0,1 1,9+0,1

Pr xon (g.L1.h1)?2 1,2+1,89 x10°® 1,0+2,8x10 1,1+0,01

Yeron (9.9™) 2 0,32+4,42x10°® 0,34+0,01 0,35+3,21 x10°3

Yxon (9.97%)2 0,23+3,54 x10°3 0,19+5,50x10°® 0,20+1,26 x10°3

Setorixor (mol.mol™?) 2 4,7+0,7 6,1+0,3 5,9+0,7

gs (mgy/ g, ) ° 174 +13 136 +7 158 +12

Qeton (Mg ETOH.glmS.h'l) b 48 +4 45+5 53+5

Gxon (MQxon.g ™ -n™)° 34+3 26+2 29+1

Carbono in (g) 0,205+0,001 0,198+0,002 0,211+0,002

Carbono out (g) 0,184+0,003 0,180+0,006 0,194+0,006

Carbono recuperado (%) @ 90+2 91+4 92+2

NOTA: Processo conduzido com adicdo de CaCO; para controle do pH. ? Pardmetro calculado em t=12 h. ®
Pardmetro calculado a partir da reta tangente & curva de produto versus tempo, na faixa linear. ¢ Parametro
calculado a partir da reta tangente a curva de consumo versus tempo, na faixa linear. EOH: etanol, XOH: xilitol,
Y: rendimento, Pr: produtividade volumétrica maxima (calculada a partir da reta tangente ao curva de produto
versus tempo, na faixa linear), Pr: produtividade volumétrica global (calculada em 12 h), Setonxon: seletividade
do etanol em relacdo ao xilitol. gs : velocidade especifica de assimilacdo de xilulose, getor: velocidade especifica
de producéo de etanol, gxon: velocidade especifica de producgéo de xilitol, gms: gramas de célula em massa seca.
Carbono out: concentracdo total de carbono nos produtos do metabolismo da levedura em t=12 h. °Carbono in:
concentragdo total de carbono no agtcar consumido em t=12 h.

Em resumo, o biocatalisador selecionado para os estudos demonstrou excelente
desempenho na conversdo de hidrolisados hemiceluldsicos. Um resultado importante foi
constatado: os perfis de consumo de xilose pura e de agucares do hidrolisado hemicelulésico
ndo desintoxicado foram semelhantes. Portanto, nas condi¢des estudadas, o processo de
detoxificacdo mostrou-se desnecesséario. Este resultado tem consequéncias diretas na economia
do processo, pois as técnicas de detoxificagdo comumente apresentam desvantagens. Neste
estudo, foi demonstrado que durante a supercalagem ocorrem perdas significativas de agucares.
Além disso, ha um gasto adicional com insumos quimicos que contribuem para elevar os custos

do processo.
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Comprovou-se, portanto, com esse conjunto de experimentos, a elevada
eficiéncia do sistema de SIF conduzido em condigdes adequadas de pH. A Figura 4.18
apresenta os perfis de variacdo do pH referentes aos ensaios em discussdo. Nos trés

experimentos, os pHs inicial e final estavam entre 5,6 e 5,4, respectivamente.

Figura 4.18 — Perfil de pH em funcéo do tempo da SIF de Xxilose catalisada por glicose isomerase e S. cerevisiae
coimobilizadas com carbonato de calcio 0,5% em alginato de célcio.
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4.5 ESTABILIDADE DE S. CEREVISIAE EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Bateladas repetidas de SIF de xilose a diferentes temperaturas (32, 35 e 37°C)
foram realizadas no sentido de verificar o efeito da temperatura sobre a viabilidade da levedura
de panificacdo e determinar a temperatura mais adequada para conducgdo da SIF de xilose em
sistema continuo. Os ensaios foram acompanhados por um periodo de 27 dias.

Os perfis de viabilidade celular em funcéo do tempo sdo apresentados na Figura
4.19. Na temperatura de 37 graus, a levedura manteve viabilidade superior a 90% até o 7° dia.
Ap0s esse periodo ocorreu uma queda gradual até o 12° dia. Na sequéncia, a perda de
viabilidade foi acelerada de modo que em 17 dias de ensaio 52+4% das células presentes nos
pellets estavam viaveis e ap0s 24 dias o ensaio foi encerrado, pois ja ndo havia células viaveis
no reator. Na SIF conduzida a 35°C, a perda de viabilidade naturalmente foi mais lenta em
comparacgdo ao ensaio mantido a 37°C. Viabilidade superior a 90% foi verificada até o 13° dia.
A partir desse ponto, a perda foi mais acentuada e apds 27 dias a viabilidade era 48+7%, ou
seja, a 35°C as células toleraram 10 dias a mais para atingiram aproximadamente 0 mesmo

nivel de perda em comparacao ao ensaio mantido a 37°C. O melhor resultado foi observado no
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ensaio mantido a 32°C, onde a viabilidade celular se manteve elevada durante todo o periodo
avaliado. Apds 27 dias, 83+7% das células permaneceram viaveis.

Os resultados apresentados indicam claramente que conduzir a SIF de xilose em
modo continuo por longos periodos em temperaturas de 35°C e 37°C, que favorecem a
atividade da enzima glicose isomerase, nao é praticavel. Ja a temperatura de 32°C, na qual se
mantém elevada viabilidade celular por pelo menos 27 dias, ¢é indicada para estudos de SIF de

xilose em operacdo continua.

Figura 4.19 — Viabilidade de S. cerevisiae na SIF de xilose submetidas a diferentes temperaturas.
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Durante os experimentos verificou-se novamente a diminui¢do do pH do meio.
Como os experimentos foram conduzidos sem assepsia, microrganismos contaminantes foram
detectados no meio de SIF. E certo que a diminuicdo do pH do meio est associada a gerago
de é&cidos organicos, parte pela levedura e parte pelos microrganismos contaminantes. Dessa
forma, a manutencdo do sistema livre de contaminante torna-se crucial para a eficiéncia do

processo.

4.6 SIF DE XILOSE EM SISTEMA CONTINUO

Nos ensaios de SIF de xilose em batelada, demonstrou-se que o uso de elevada
concentragéo de glicose isomerase no reator (60-120 UI.L™Y), vinculada a cargas de levedura da
ordem de 50g.L* e adigdo de CaCOs a etapa de coimobilizagio da enzima com a levedura para

manter o pH do meio da SIF entre 5,4 e 5,6, sdo estratégias interessantes para conducdo do
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processo com elevada eficiéncia de conversdo. Essas informagbes foram utilizadas para
conducdo de ensaios de SIF de xilose em operacao continua a 32°C.

O estudo SIF de xilose em modo continuo foi iniciado utilizando um sistema
composto por trés reatores de leito fixo conectados em série, conforme descrito no item 3.4.10.
A opcdo pelo uso de trés reatores se baseou nos estudos de Giordano (1992) e Trovati (2001)
que utilizaram, com sucesso, um sistema similar para experimentos de hidrdlise e fermentacéo
simultaneas de amido de mandioca liquefeito. Conduzir o processo nessa configuracdo
possibilita ganhos em produtividade, e principalmente minimiza problemas relacionados ao
acumulo de dioxido de carbono e perda de carga no sistema, em comparacao a opera¢do com
uma unica coluna. Na Tabela 4.18 estdo descritas as condi¢des gerais em que foram conduzidos

0S ensaios no sistema continuo.

Tabela 4.18 — Condig8es gerais da SIF de xilose em operagéo continua.

Biocatalisador IGI-Ch/S. cerevisiae (20:10)+CaCO3 0,5%
pH inicial do meio de alimentagéo 5,6
Temperatura inicial 32°C
Massa do biocatalisador no reator 50¢
Volume util do reator 100mL
Concentracéo de enzima no reator 120x10% UL.L*
Concentragdo inicial de células no reator? 50g.L*
Tempo de residéncia® 11-12 h
Concentragdo de xilose na alimentagdo 65g.L*
Viabilidade celular inicial ~98%

NOTA: 2células em massa seca PEnsaios 1 e 2: 11 h. Ensaio 3: 12 h.

No decorrer dos ensaios de SIF em bateladas repetidas verificou-se novamente
a diminuicdo no pH do meio, mesmo com adicdo de CaCOgz aos pellets. Em funcédo disso,
durante os ensaios continuos, decidiu-se adicionar o sal em excesso (1,59.L™) ao meio de
alimentacédo. Para evitar problemas de entupimento durante o bombeamento do liquido, o sal
foi confinado em membrana de diélise. Os perfis de converséo de xilose em fungdo do tempo
para o0s trés ensaios realizados sdo apresentados na Figura 4.20.

O primeiro experimento foi monitorado durante 163 horas (aproximadamente 7
dias). Entre 12 e 48 horas, a conversdo do acucar foi mantida acima dos 86%. A partir do 3°
dia de ensaio, o sistema foi operado com apenas dois reatores devido a entupimentos causados
por precipitados que se acumulavam na entrada do leito de um dos reatores, impossibilitando
uma alimentacdo adequada do mesmo. O estado estacionario ndo foi estabelecido. Apds a

modificacdo no sistema, houve uma rapida diminuicdo na eficiéncia de conversdo,
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acompanhada pela diminuicdo no pH do meio (Figura 4.20). Essa diminuicdo foi atribuida
principalmente a formacéo de &cidos organicos, parte pela levedura e parte por microrganismos
contaminantes, que visivelmente cresciam no meio de alimentacéo (o nivel de turbidez do meio
aumentava ao longo do tempo). A analise direta do efluente dos reatores por microscopia
indicou a presenga de microrganismos com elevada mobilidade, forma de bastdes e dimensdes
consideravelmente inferiores as apresentadas pela levedura de panificagdo; sendo
aparentemente bactérias. A presenca de acetato, lactado, malato, succinato, formiato e butirato
foi comprovada mediante a analise dos efluentes por CLAE. Dessa forma, durante o primeiro
experimento continuo constatou-se que o antibiotico Kamoran (4 ppm), adicionado ao meio de
alimentacdo ndo impediu o crescimento de microrganismos contaminantes.

Diante da complexidade do processo continuo em estudo, optou-se por conduzir
0s experimentos seguintes operando apenas um reator. As estratégias tracadas para a conducao
do segundo experimento incluiram: o tratamento acido da levedura de panificacdo como etapa
preliminar ao processo de coimobilizacao e a adi¢do periddica do antibitico Kamoran ao meio
de alimentacdo. O tratamento &cido teve por objetivo eliminar possiveis microrganismos
contaminantes presentes no fermento de padaria. Como resultado, o sistema apresentou
desempenho superior ao verificado no primeiro ensaio: pdde ser operado com eficiéncia de
conversdo superior a 80% até o 5° dia. Porém, as estratégias adotadas ndo foram suficientes

para manter o sistema em opera¢do por um periodo mais prolongado.
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Figura 4.20 — SIF de 65g.L xilose em operacéo continua a temperatura inicial 32°C e pH inicial 5,6 com
biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10)+CaCQOj3 0,5%. Concentracédo de enzima do reator 120 Ul.mL™.
Concentragdo inicial de células no reator: 50g.L(a) Perfil de conversdo da xilose (b) perfil de variagdo do pH.
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NOTA: Ensaio 1 — adi¢do do antibiético Kamoran (4 ppm) no meio de alimentagdo apenas no tempo inicial da
SIF. Ensaio 2 — tratamento &cido da levedura antecedendo a etapa de coimobilizacdo e adicdo periddica do
antibiético Kamoran ao meio de alimentacao a partir de das 60 h de ensaio (a concentracdo acumulada apés 9 dias
foi aproximadamente 15 ppm). A temperatura foi elevada para 35°C apds 109 horas de ensaio. Ensaio 3 —
tratamento 4cido da levedura antecedendo a etapa de coimobilizacdo, adi¢do de solugéo de solu¢cdo NaOH 0,1-0,4
M ao meio contido no reator e adicdo periddica de antibi6ticos de amplo espectro ao meio de alimentacéo.
Concentracdo final dos antibidticos: Kamoran, Kamoran WP e Corstan (23 ppm); HJ Gold (13 ppm), aplicados
no intervalo de 1-4 dias; cloranfenicol e ampcilina (2,1g.L™%), aplicados no intervalo (5-11 dias). Os pontos no
gréfico representam a media + desvio padréo de duas amostras retiradas no intervalo de 24 horas.
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Novamente a diminuicdo continua do pH do meio foi observada e
microrganismos contaminantes foram detectados na saida do reator a partir de 60 horas,
momento em que se iniciou a adicdo periodica de 3 ppm do antibiético Kamoran (a
concentracdo acumulada apos 9 dias foi aproximadamente 15 ppm). O ensaio foi encerrado no
9° dia, momento em que o pH do meio era inferior a 5 e menos de 55% do acucar fora
convertido. Os produtos dos ensaios 1 e 2 ndo foram quantificados.

A estratégia adotada para o terceiro experimento continuo incluiu: confeccao
dos pellets em camara de fluxo laminar e manutencdo dos mesmos em solucéo do antibidtico
Kamoram 30 ppm durante a noite precedente ao inicio do ensaio de SIF, carga do reator sob
condicBes assépticas, adicdo periodica de solu¢cdo de NaOH 0,1-0,5 M ao reator para
manutencdo do pH acima de 5,0, além de tratamento &cido da levedura e adicéo periddica de
antibioticos de amplo espectro ao meio de alimentacdo. Além disso, o tempo de residéncia foi
alterado para 12 horas, visto que nos experimentos anteriores a conversao do aglcar estava
abaixo da observada nos experimentos em batelada. Nestas condicdes, o sistema foi monitorado
por um periodo de 11 dias, exibindo os melhores resultados dentre os trés ensaios (Figura 4.20).
A conversdo do acucar manteve-se superior a 85% durante os 7 primeiros dias e caiu para 66%
apos 11 dias. A adicdo periodica de solu¢do de NaOH mostrou-se eficiente, uma vez que o pH
foi mantido sempre acima de 5,0 (Figura 4.21b). Porém, a principal limitagdo para a condu¢édo
do ensaio continuo de forma eficiente foi que persistiu a presenca de contaminacéo. As reacdes

de Gram indicaram se tratar de células gram-negativas (Figura 4.21).

Figura 4.21 — Micrografia obtida apds rea¢des de Gram em microrganismos contaminantes detectados durante a
SIF de xilose em reator continuo (amplia¢do de 1000 x).

Mesmo com o0s cuidados na assepsia, a presenca de microrganismos
contaminantes mostrou-se elevada apdés 66 horas de ensaio, sendo que a mais elevada
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concentracio de 3,4+0,2x10% células.mL™ foi percebida no 5° dia. Mesmo ap6s a adicdo de
elevada dosagem de antibidticos (conforme descrito no rodapé da Figura 4.20, acima), um
esforco para manter o sistema em operacgdo, a concentragdo de contaminantes no efluente
diminuiu para 1,240,1x108 células.mL™, no 11° dia, que ainda assim € superior aos niveis
aceitaveis em escala industrial (10°-10° células.mL?t) (AMORIM; OLIVEIRA, 1982). Isto
inviabiliza a conducao do processo por um longo periodo, em fungédo da perda da fonte de
carbono na producdo de produtos indesejaveis. No controle de bactérias nas plantas de
producdo industrial certamente existe um efeito sinérgico entre a agdo do antibiotico e do
etanol, que também é um antisséptico. No atual estudo, a concentra¢do final do etanol é
aproximadamente quatro vezes inferior aquelas comumente atingidas em usinas (70-85g.L™),
sendo assim efeito sinérgico ndo acontece da mesma forma, o que explicaria a baixa eficiéncia
dos antibioticos no controle da contaminag&o.

O conteldo total de acidos orgéanicos no efluente do reator continuo aumentou
ao longo do tempo, chegando a 8,5g.L! no final do experimento (Figura 4.22). As
concentragBes individuais variaram nos seguintes intervalos: acetato 0,4-0,6g.L™ formiato
0,3-0,7¢.L; malato 0,9-4,3g.L%; succinato 1,7-2,7g.L%; butirato 0,1-0,4g.L™ e lactato 0,1-
0,3g.L%. Seguramente, a presenca destes acidos afetou a viabilidade celular final (75+3%).

Assim como nos experimentos em batelada, os principais produtos da SIF em
operacdo continua foram etanol e xilitol. Glicerol também foi formado e sua concentracao
encontra-se no intervalo de 0,4-1,19.L™%, durante os 11 dias de ensaio. Na Figura 4.22), verifica-
se que o etanol estava presente em concentragdes superiores a 20g.L ™ até o 7° dia de ensaio.
Nesse periodo, a concentragdo de xilitol se manteve praticamente constante em 12g.L™2. Ja a
andalise do meio de alimentacdo no tempo final da SIF revelou a presenca dos seguintes acidos:
succinato 0,6g.L™; formiato 0,4g.L™%; acetato 0,1g.L*; lactato 0,1¢.L* e butirato 0,6¢.L*. Dessa
forma, pode-se afirmar que a maior quantidade de acidos organicos gerados no final do
processo, tinham origem no reator. Além dos &cidos, etanol também foi detectado (4,59.L™%).
Parte do etanol (cerca de 1,5g.L 1) pode ser justificada pela dosagem periodica de solugio de
antibioticos de uso industrial, previamente dissolvidos em solucdo &gua/etanol (1:1). Quanto

ao restante, provavelmente é metabdlito do metabolismo dos microrganismos contaminantes.



Figura 4.22 — Perfil de formagéo de produtos durante SIF de 65g.L de xilose em operagéo continua a
temperatura inicial 32°C e pH inicial 5,6 com biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10)+CaCOs3 0,5%.
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Concentracéo de enzima do reator 120 Ul.mL™. Concentracéo inicial de células no reator: 50g.L™ (a) principais
produtos (b) somatério dos acidos organicos formados (acetato, formiato, malato; succinato; butirato e lactato).

Os pontos nos graficos representam: média+ desvio padrdo de duas amostragens no periodo de 24 horas.
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Na Tabela 4.19, foram destacados alguns parametros do processo. A conversao,
o0 rendimento e a produtividade dos dois principais produtos da SIF e a seletividade do etanol

em relagdo ao xilitol obtidos no ensaio continuo sdo comparados aos pardmetros do processo

conduzido em batelada, nas mesmas condicdes iniciais. De modo geral, os pardmetros do

processo continuo durante os primeiros sete dias foram muito semelhantes aos do processo
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conduzido em batelada. Nesse periodo, as produtividades do etanol e xilitol foram em média
1,9 e 1,0g9.L1.h", respectivamente. O rendimento em xilitol no mesmo periodo estava no
intervalo 0,19-0,229.g7%, ou seja, diferiam em no maximo 10% do rendimento obtido na
batelada. J& os rendimentos em etanol foram mais elevados no ensaio continuo. Entretanto, o
aumento verificado é justificAvel porque durante o calculo do pardmetro Yeronss levou-se em
consideracdo todo o alcool quantificado no efluente, que inclui alguma contribuicdo de
concentracgdes de etanol presentes no meio de alimentacdo. A seletividade do etanol em relacdo
ao xilitol também foi superior no ensaio continuo. Porém, faz-se a mesma ressalva feita para
Yetonis. A partir do 8° dia de ensaio, as produtividades volumétricas e os rendimentos
diminuiram em relagdo ao ensaio em batelada. Esse fato esté relacionado ao desvio de actcar
causado pelos contaminantes.

E importante relatar que durante os 11 dias de experimento, nenhum dano
aparente aos pellets foi detectado. Uma imagem do reator carregado no tempo final da SIF é

apresentada na Figura 4.23.

Figura 4.23 — Imagem do reator continuo contendo bicatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10) ap6s 11 dias de
ensaio.
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Tabela 4.19 — Pardmetros da SIF de 65g.L* a 32°C conduzida em reatores batelada e continuo a pH inicial 5,6 com biocatalisador 1GI-Ch/S. cerevisiae (20:10)+CaCOj3 0,5%

(m/m). Concentracdo de enzima do reator 120 Ul.mL"*. Concentracao inicial de células no reator: 50g.L*

SIF DE XILOSE EM BATELADA
Tempo Converséo YeToHis Y xoHis Pr eton Pr xon SeToHIXOH
(h) (%) (99" (9.9 (g.L%hY) (g.L%hY) (mol.mol™)
12 98,5 0,35+0,04 0,21+0,01 1,9+0,2 1,1+2,9 X107 57+0,4
SIF DE XILOSE EM OPERAQAO CONTINUA (ENSAIO 3)

Tempo Converséao YETOHIS Y xoHis Pr eton Pr xon SETOHIXOH
(dia) (%) (9.9Y) (9.9Y) (g.Lh?) (g.Lh?) (mol.mol*)
1 89,0 0,37+0,03 0,22+1,14x10°® 1,8+0,2 1,1+3,2x10°3 5,5+0,5
2 91,7 0,38+0,02 0,20+1,23x10°® 1,940,1 1,0+1,2x1072 6,3+0,3
3 91,1 0,41+0,01 0,21+8,90x10* 2,0+0,1 1,0+4,9x10°3 6,6+0,2
4 90,5 0,37+0,01 0,19+4,17x10°3 1,8+0,1 0,94+4,4x107 6,4+3,06x10°3

5 88,9 0,40+0,01 0,21+2,64x10°3 1,9+4,9x1072 1,0+1,7x1072 6,4+0,1
6 88,9 0,39+0,01 0,21+4,52x10°3 1,940,1 1,0+4,7x1072 6,3+3,03x10°
7 85,8 0,38+0,01 0,21+2,28x10°3 1,8+1,7x102 1,045,1x10°3 6,0+0,1
8 82,2 0,3745,76x10* 0,20+2,64x10°3 1,6+2,4x1072 0,9+2,4x107 6,0+0,1
9 76,5 0,3740,01 0,18+2,86x10°® 1,5+0,1 0,8+3,1x107 6,7+4,0x107
10 82,7 0,33+0,01 0,18+2,87x10°3 1,5+0,1 0,8+0,1 5,940,1
11 66,0 0,3345,13 x10* 0,1842,43x10°® 1,3+0,1 0,7+3,9x107 5,8+0,1

NOTA: Batelada: conduzido com adicao solucdo de CaCOs ao pellets para controle do pH do meio. ETOH: etanol, XOH: xilitol, Y: rendimento, Pr: produtividade volumétrica
global (calculada em tempo de residéncia de 12 h), Setonixon: Seletividade do etanol em relacdo ao xilitol. Ensaio 3: conduzido com adi¢do de NaOH 0,1-0,5M ao reator para

ajuste de pH e adicéo periodica de antibi6ticos ao meio de alimentacao.
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Diante do exposto, pode-se afirmar que os resultados obtidos durante a SIF
continua de xilose sdo promissores, contudo a questdo da prevencdo da contaminacao € a mais
urgente a ser solucionada.

Apbs o término do terceiro ensaio, a analise microscopica da suspensdo
resultante da dissolucdo dos pellets, ndo revelou a presenca de celulas de microrganismos
contaminantes, reforcando a hipdtese de que a contaminagdo ocorria durante a realiza¢do do
experimento. A presenca de microrganismos contaminantes pode estar relacionada a diferentes
fontes. Eles podem se desenvolver a partir de pontos mais dificeis de limpar, como, por
exemplo, &ngulos agudos, cantos e juntas, uma vez que depésitos nestas areas protegem 0s
organismos do calor durante esterilizacdo. Outra importante fonte de contaminacdo é o ar. No
caso de sistemas com células e enzima coimobilizadas, conduzir um experimento totalmente
estéril é uma tarefa complexa, pois o processo completo desde a confec¢do do catalisador até o
inicio da SIF compreende inimeras etapas e uso de materiais e equipamentos que dificultam
uma assepsia total. As etapas de adicdo dos pellets ao reator e de amostragem do meio
fermentado, realizadas em condicdes ndo estéreis, certamente favoreceram a presenca de
microrganismos contaminantes no sistema. Além disso, existem limitacGes adicionais no
sistema de SIF de xilose que favorecem o crescimento de microrganismos indesejados: a
primeira delas esta relacionada ao fato de a levedura ndo crescer no meio (fora dos pellets) de
modo a poder competir com microrganismos contaminantes consumidores de xilulose.

Contudo, nos experimentos de hidrolise e fermentacdo simultaneas de amido de
mandioca, realizados por Trovati (2001), o problema da contaminac¢éo nao foi verificado, com
operacdo continua por mais de 30 dias. A chave para a manutencdo do sistema livre de
contaminantes certamente devia ser o crescimento da levedura fora dos pellets, cuja
concentracio era da ordem de 108 a 107 células.mL™. Porém, no processamento de xilose por
SIF, o crescimento de células de S. cerevisiae fora dos pellets ndo seria suficiente para manter
o sistema livre de microrganismos contaminantes porque a levedura ndo compete por xilose, o
principal actcar disponivel no meio.

Durante o atual estudo, o uso de antibioticos diversos provou ser uma alternativa
pouco eficiente. Além disso, esta forma de controle pode ser economicamente inviavel e ndo
aconselhavel de um ponto de vista ambiental. O uso de compostos naturais com o extrato lipulo
para controle de contaminacdo bacteriana em plantas de fermentacdo de lignocelulésicos vem
sendo discutida, como alternativa aos biocidas sintéticos (SAKAMOTO; KONINGS, 2003).

A solucéo para o problema da contaminag&o durante a SIF em operacao continua

requer a adocdo de estratégias de prevencdo e controle diferenciadas daquelas aqui
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apresentadas. Uma opcdo, seria operar o reator continuo com implementagdo de um sistema de
barreira térmica. Nessa estratégia de controle preventivo o meio de alimentacdo deve passar
por um sistema de aquecimento antecedendo a sua entrada no reator. Esse procedimento tem
por finalidade promover uma pasteurizacdo continua do meio de alimentacdo evitando a
proliferagdo de microrganismos contaminantes. Uma visao ainda mais avancada desse processo
contempla a adicdo de uma coluna de isomerizacdo de xilose, onde ao mesmo tempo se faz a
isomerizacdo do acucar a xilulose pela acdo da enzima glicose isomerase e a pasteurizacdo do
meio por acao da temperatura, uma vez que a temperatura de maxima atividade da enzima esta
entre 60-70°C. A vantagem adicional dessa Gltima abordagem é a alimentac&o direta do meio
pré-isomerizado, favorecendo a velocidade de consumo do aglcar e o crescimento de uma
populacéo de levedura no meio externo para competir com eventuais contaminantes. Mudancas
no procedimento de amostragem com a introducdo de septos para retirada asséptica de
pequenos volumes do meio de alimentacdo e dos efluentes dos reatores também é necessaria.
O acompanhamento da vazédo de alimentacdo poderia ser feito colocando-se o frasco de meio

sobre uma balanca.

4.7 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM INFORMAGCOES DESCRITAS NA

LITERATURA

Neste trabalho, a viabilidade do processo descontinuo de simultanea
isomerizacdo e fermentacdo de xilose e hemicelulose de bagaco de cana com levedura de
panificagdo e glicose isomerase coimobilizadas em gel de alginato de célcio foi demonstrada.
Além disso, os resultados obtidos no processo SIF continuo mostraram-se bastante
promissores. A grande vantagem que se destaca para o processo estudado é a conversao
eficiente da xilose num processo que engloba a mesma espécie de levedura utilizada na planta
industrial atual de producdo de etanol. Uma limitacéo verificada esté relacionada ao desvio de
acucar para a producéo de xilitol, diminuindo consideravelmente o rendimento em etanol. Na
Tabela 4.20 foram destacados alguns resultados descritos na literatura no que diz respeito a
utilizacdo de xilose/xilulose para produgédo de etanol em comparagdo aos resultados obtidos
durante o atual estudo.

Como se sabe grande parte dos estudos voltados a producéo de etanol a partir de
pentoses refere-se a modificagdes genética da levedura S. cerevisiae. Nesse sentido, Johansson
e Hahn-Hagerdal (2002) estudaram a fermentacédo de xilulose mediante condugéo do processo

com a levedura S. cerevisiae TMB 3026, uma mutante que expressa genes de Xilose redutase e
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xilitol desidrogenase de P. stipitis, xiluloquinase enddgena e mais quatro enzimas da via
pentose fosfato. Como resultado, um rendimento em etanol de 0,399.9%, que corresponde a
cerca de 75% do teorico. Similarmente ao observado no atual estudo, xilitol era um importante
co-produto.

Yuan e colaboradores (2012), conduziram a SIF da mistura glicose/xilose
(60/30g.L™) num sistema que engloba o uso de glicose isomerase coimobilizada com urease e
elevada concentracéo de células de S. cerevisiae YSC2 livres no reator (200g.L1). Apesar da
elevada concentracdo de células, apenas 46% (13,8g.L™1) da xilose foi consumida em 10 horas
de ensaio, um desempenho muito inferior ao verificado no atual estudo, no qual se verificou
consumo de aproximadamente 65g.L* em 12 horas, com uma concentracdo inicial de células
quatro vezes inferior.

Kuyper e colaboradores (2005) reportaram resultados interessantes de
fermentagdo da xilose por S. cerevisiae geneticamente modificada. Uma Unica estratégia de
mutacdo, a superexpressédo de xilose isomerase do fungo Piromyces sp. E2 (ATCC 76762) foi
suficiente para que a levedura produzisse etanol com elevado rendimento (0,429.97,
equivalente a 82% do tedrico) e baixo rendimento em xilitol 0,02g.g7%.

Zhao e Xia (2010) utilizaram uma estratégia de modificacdo genética (expressao
de xilose redutase, xilitol desidrogenase e xiluloguinase) distinta daquela abordada por Kuyper
et al. (2005). Porém, os rendimentos da fermentagdo de hidrolisado desintoxicado de
hemicelulose de palha de milho pela cepa resultante, S. cerevisiae ZU-10, foram muito
parecidos: 0,429.g7 e 0,069.g%, em etanol e xilitol, respectivamente. Em comparagéo, no atual
estudo, a SIF do hidrolisado de hemicelulose de bagaco de cana (ndo desintoxicado) resultou
em rendimentos médios de etanol e xilitol de 0,34 e 0,199.g%, respectivamente. Neste caso, 0
rendimento em etanol é inferior, porém do ponto de vista da recuperacdo de carbonos em

produtos de elevado valor agregado, o processo SIF teve desempenho mais interessante.



Tabela 4.20 — Eficiéncia de utilizacdo de xilose/xilulose e hemicelulose na producédo de etanol por diferentes tipos de levedura.
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ProcessoReferéncia Substrato Microrganismo/ Xilose tempo X *YETOH Y xoH
Tipo de reator (G.LY concentracdo inicial Inicial (g.L™) (h) (%) (9.9Y) (9.9Y)
Fermentaciol S. cerevisiae TMB3026
Batelacfa Xilulose (recombinante) 54,0 45 99,9 0,39 0,17
(59.L™")
SIF? Mistura glicose-xilose S. cerevisiae YSC2, tipo Il
1 4 4 1
Batelada (60-30) (200g.L 1) 30,0 0 6 048 0.13
Fermentacio? S. cerevisiae RWB202
Batelac;;a Xilose recombinante 20,0 110 100 0,42 0,02
(<1g.L?)
S. cerevisiae ZU-10
< 4 - .
Feg';tee'};?:(’ H;f;g'r';ﬂi% ng’;‘:{')‘i'locs;g;’ imobilizada, recombinante 71,8 72 97 0,42 0,06
P (8,9 x 10° cels.mL)
Fermentacio? Hidrolisado de hemicelulose Pachysolen tannophilus
Batela(;;a de bagago de cana (ndo DWO06 45,0 40 9 0,33 n.r.
desintoxicado) (<1g.L 1)
Fermentacios Hidrolisado de hemicelulose Pachysolen tannophilus
Bateladga de bagaco de cana DWO06 42,8 36 94 0,34 n.r.
(desintoxicado) (<1g.L?h
SIF® . S. cerevisiae de panificacdo 0,32 0,23
Xil 66,3 12 96,5 ’ ’
Batelada 110se (50g.L) ! © (442107 (3,54 x10%)
SIF® H|(;Lokl;:a:oodgeh((:a:;;czl‘:loose S. cerevisiae de panificacdo 65.3 12 929 0,34 0,19
Batelada gag (50g.L) ! ! 001)  (550x10%)

desintoxicado)

Referéncia: 1. Johansson e Hahn-Hagerdal (2002); 2. Yuan et. al. (2012); 3. Kuyper et al. (2005); 4. Zhao e Xia (2010); 5. Cheng et al., 2008; 6. Atual Estudo.
X: conversdo; Yeron: rendimento do etanol, Yxon: rendimento do xilitol.
*QOs valores entre parénteses representam o desvio padrdo, n.r.: informacdo néo relatada.
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A levedura Pachysolen tannophilus metaboliza xilose anaerobicamente e
naturalmente produz etanol como produto majoritario. O uso desse microrganismo na
fermentacdo de hidrolisados de hemicelulose de bagaco de cana (desintoxicado e ndo
desintoxicado) foi reportada por Cheng et al. (2008). Categoricamente ficou comprovando que
a levedura é consideravelmente afetada por inibidores resultantes do tratamento &cido do
bagaco. Na presenca de furfural e acido acético (2,0 e 8,49.L™, respectivamente), a eficiéncia
de utilizacio de xilose foi muito baixa: apenas 9g.L™' dos 45g.L' disponiveis foram
metabolizados em 40 horas de ensaio. Quando o hidrolisado foi desintoxicado e as
concentracdes de furfural e acido acético diminuiram para 1,1 e 0,8g.L™?, respectivamente. Em
termos de consumo 40,2g.L* de xilose foram metabolizados em 36 horas. Neste caso, 0
rendimento em etanol foi exatamente igual ao verificado na SIF do hidrolisado de hemicelulose
do bagaco de cana empregado no atual estudo.

Diante dos resultados descritos pode-se afirmar que em termos de rendimento
em etanol, os melhores resultados foram aqueles obtidos em processos conduzidos com
levedura geneticamente modificada. Entretanto, o uso de organismos geneticamente
modificados em escala industrial ainda é uma questdo duvidosa. J& a fermentacédo de xilose por
Pachysolen tannophilus resultou em rendimentos equivalentes aos obtidos nas SIFs conduzidas
no atual estudo. Neste caso, o processo SIF é vantajoso por utilizar o microrganismo
naturalmente presente no processo convencional.

E obvio que o scale-up de um processo envolve muitas outras questdes néo
discutidas no atual estudo. Os resultados aqui apresentados sdao um simples indicativo de
viabilidade técnica e contribuem para agregar conhecimento a uma opgdo de processo de
producdo de etanol a partir de xilose cujas discussdes ficaram estagnadas na década de 80 do
século passado. O processamento de xilose em operacdo continua, por exemplo, praticamente
ndo € citado na literatura. No decorrer da revisao bibliogréafica realizada, apenas um trabalho
foi identificado (CHIANG et al., 1982b).
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5 CONCLUSOES

Quanto a obtencéo de derivados da enzima glicose isomerase:

v Derivados de glicose isomerase com elevada atividade catalitica foram obtidos
mediante imobilizacdo da enzima em quitosana ativada com glutaraldeido. O melhor
derivado continha 1700 Ul.g™ de catalisador. IGI-Ch reteve aproximadamente 90% da
atividade inicial ap6s 120 horas de incubacdo em condigdes tipicas de operacdo para
producdo de etanol. Enquanto glicose isomerase soltvel é praticamente inativa a pH 5
e 30°C, a isomerizacdo xilose/xilulose catalisada por IGI-Ch atinge concentracdes de
equilibrio em cerca de quatro horas e usando apenas 7g.L* do catalisador em meio
contendo 60g.L"* de xilose e outros nutrientes tipicos para a producio de etanol por S.
cerevisiae.

v" A imobilizacdo de GI no suporte glioxil-agarose requisitou a aminacdo quimica da
estrutura proteica. Durante este procedimento a enzima sollvel perde 40% da sua
atividade inicial. Além disso, apds a imobilizagdo apenas 69% da atividade foi
recuperada.

v Considerou-se o primeiro derivado uma boa opcdo para aplicacdo na SIF de xilose
porque quitosana € um suporte barato e de facil aquisicdo no pais e, além disso, o
procedimento de imobilizacdo da enzima é pratico e possibilita aquisi¢do de derivados

com cargas superiores a 60 mg de proteina de ativa por grama de suporte.

Quanto a definicdo de condicBes adequadas para a SIF de xilose:

v" A adicdo do carbonato de célcio como componente do biocatalisador obtido pela
coimobilizacdo de glicose isomerase imobilizada e levedura de panificagdo foi uma
estratégia eficiente para manutengdo do pH do meio de SIF em valores adequados para
garantia de atividade de Gl a 35°C. Nestas condic¢des, concentragdes de enzima e
levedura no reator da ordem de 60-120 x 103UIl.L e 50g.L*, respectivamente, foram
consideradas adequadas para conducdo da SIF em batelada, levando a bons reultados
em termos de rendimento e seletividade a etanol.

v' Em se tratanto SIF continua, adotou-se a concentracdo celular equivalente a usada na

batelada e a concentragio de enzima mais elevada (120 x 10°UIL.L™?). Neste caso
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temperaturas menores que 32°C séo requeridas para a garantia de elevada viabilidade
celular por longo periodo.

Quanto aos produtos, rendimentos, produtividade e seletividade ao etanol na SIF de xilose em

batelada a 35°C e concentragdo de enzima e células no reator de 120 UL.L™ e 50g.L™:

v A SIF de 65g.L* de xilose cuja conversdo foi de 96,5+0,2% em 12 horas de reacdo,
resultou em 20,7+0,1g.L! de etanol e 14,6+0,3g.L" xilitol, que correspondem a
produtividades volumétricas globais da ordem de 1,7 e 1,2g.L™2.h%, respectivamente. O
rendimento em etanol 0,32+4,42x103g.g™ corresponde a aproximadamente 63% do
tedrico. Em termos de seletividade ao etanol, cerca de 5 mols de etanol foram formados
para cada mol de xilitol produzido.

v Glicerol e &cido acético também foram produzidos, porém o somatdrio das suas

concentragBes era inferior a 5g.L ™.

Quanto a obtencdo do hidrolisado de hemicelulose do bagaco de cana e utilizacdo na producéao
de etanol:

v Um hidrolisado com concentragéo de xilose superior a 60g.L* foi obtido por tratamento
da biomassa com &cido sulfurico diluido.

v A utilizacdo do hidrolisado ndo desintoxicado na preparacdo de meios de SIF resultou
em producdes de etanol e xiltol equivalentes aos obtidos no processo conduzido com

xilose pura.

Quanto a SIF de xilose em operacdo continua:

v" A SIF continua de xilose foi conduzida com rendimentos equivalentes aos do processo
descontinuo por um periodo de 7 dias. A continuidade do processo nesse intervalo de
tempo foi garantida a custos da dosagem de elevadas quantidades de antibioticos e
adicéo de solucdo de NaOH para corre¢do do pH do meio.

v Os resultados obtidos sdo animadores, porém estratégias mais eficientes para prevencao

contra contaminagdes microbianas devem ser adotadas.
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Conclusao Geral

Em sintese, conclui-se que é tecnicamente possivel, através da rota de
isomerizacdo e fermentacdo simultanea, produzir etanol a partir da fracdo hemicelulésica do
bagaco de cana utilizando a levedura comumente aplicada na usina sucroalcooleira. No atual
estudo, etanol foi produzido a partir de xilose com produtividade significativamente mais elevada
se comparada aos valores frequentemente descritos na literatura (seja com uso de microrganismos
geneticamente modificados ou com aplicacdo daqueles que naturalmente fermentam xilose).

O trabalho iniciado neste estudo é bastante promissor e apresenta uma série de
desafios que devem considerados em trabalhos futuros. A questédo da producdo do subproduto
xilitol, a necessidade monitoramento e controle do pH do meio reacional, a tolerancia da levedura,
em processos continuos, aos inibidores presentes no caldo hidrolisado e os custos gerais do

processo em devem ser estudados.

Sugestdes para continuidade do trabalho

v Operar o reator continuo de SIF com elevada concentragdo de xilose na alimentagéo, por
exemplo 200g.L, de modo a equiparar a producdo de etanol com a fermentacio alcodlica
praticada a nivel industrial (70-85g.L™). Dessa forma espera-se diminuir o nivel de
contaminacdo no meio de alimentacdo devido a elevada pressdo osmatica e no reator, devido a
presenca de elevadas concentracdes de etanol.

v' Operar o reator continuo com implementacdo de um sistema de barreira térmica ou coluna de
pasteurizagao/isomerizacéo;

v' Avaliar a SIF de xilose em outras configuracfes de reatores que permitam condicdes mais
adequada de operacao estéril e controle do pH. Reatores de leito fluidizado podem ser uma boa
opcdo, pois permitem a recirculacdo do meio em niveis adequados para garantir condi¢cdes
ideais de mistura e adequado controle do pH;

v" Estudar a SIF de xilose mediante a presenca de inibidores da enzima xilitol desidrogenase, no
sentido de desfavorecer a reacdo de xilulose a xilitol que supostamente limita o rendimento de
etanol durante o processo;

v Agregar analisador de gases ao sistema reacional para obter dados do CO> formado durante a
SIF;



128

v" Verificar ainfluéncia da concentracdo de KH2PO4 na formacéo de xilitol. A literatura reporta
que durante a fermentacdo de xilose por C. guilliermondii a suplementagdo de fosfato de
potassio eleva o rendimento e a produtividade em xilitol (CORTEZ; ROBERTO, 2006);

v' Seguir uma tendéncia mundial de diminuicdo do uso de antibidticos sintéticos em favor dos
antibioticos naturais;

v' Otimizar a recuperacgdo de acUcares do hidrolisado obtido por tratamento acido do bagaco

de cana.
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