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Caracterizacdo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana pré-tratado por
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Resumo

O pré-tratamento de bagaco de cana por explosdo a vapor produz hidrolisado contendo
polioses soluveis em HO, além de compostos inibidores de processos fermentativos,
derivados da degradacdo de carboidratos e da lignina. Neste trabalho, o bagago de cana
foi pré-tratado a 190°C por 15 min. Nessas condi¢des foram solubilizados 33% do
bagagco de cana. O bagaco pré-tratado e o hidrolisado hemicelulésico foram
caracterizados quimicamente. A composi¢do do bagago pré-tratado apresentou 57,5%
de glucana, 9,9% de xilana, 0,70% de grupos acetil, 27,9% de lignina total e 2,7% de
cinzas. A composi¢do do hidrolisado apresentou 1,27% de oligdmeros de glucose,
0,052% de hidroximetilfurfural, 2,64% de xilose, 12,1% de oligdmeros de xilose, 0,67%
de furfural, 0,573% de arabinose, 0,26% de arabinose ligada a oligdmeros de xilose,
1,02% de acido acético, 0,75% de grupos acetil e 4,49% de compostos detectados como
lignina soluvel. A quantidade de compostos ndo identificados no hidrolisado foi de
9,2%. Foram identificados oligdmeros de xilose com grau de polimerizagdo variando
entre 2 e 6, com predominadncia de xilobiose e xilotriose. As mudangas ocorridas na
ultraestrutura da superficie do bagaco de cana, devido ao pré-tratamento, foram
detectadas por microscopia eletronica. Os compostos presentes no hidrolisado foram
separados por extragcdo liquido-liquido com diferentes solventes organicos, produzindo
trés fragdes aquosas (FA1, FA2 e FA3) e seis fragdes organicas (FO1 - FO6). A fracao
aquosa FA1 caracterizou-se por conter predominantemente carboidratos, além de
indicio provavel de complexos lignina-carboidrato. As fragdes organicas foram
classificadas em total (FO1), acidas (FO2 e FO3), fendlicas (FO4 ¢ FOS5) e neutra
(FO6). Nestas fragcdes foram identificados por CG/MS compostos de baixa massa molar,
tais como p-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, acido p-hidroxibenzdico, acido
vanilico, acido siringico, acidos cis- € trans-cumarico e acido ferulico, os quais foram
quantificados por CG/FID. A distribuicdo de massa molar média aparente das fracdes
organicas variou de 469,9 g-mol' a 4058,9 g-mol'. Os contetidos de metoxilas e
hidroxilas fendlicas das fragdes organicas isoladas foram bem inferiores aos valores
reportados para a lignina de bagaco de cana. A fracdo orgdnica FO6 ndo apresentou
derivados de lignina. Foram feitos testes de fermentag@o de xilose a etanol utilizando-se
duas leveduras: Candida shehatae Y-12858 e Pichia stipitis CBS 5774, variando-se as
concentragdes iniciais do substrato. A avaliagdo do efeito dos compostos aromaticos
derivados de carboidratos e da lignina sobre a fermentacdo foi efetuada em meio
contendo 50 gL' de xilose, para ambas as leveduras. Apenas os 4cidos siringico e acido
p-hidroxibenzodico, na concentragio de 5,0 gL', ndo apresentaram inibico
consideravel ao crescimento celular e a produgdo de etanol para ambas as leveduras,
além do furfural na fermentagdo com P. stipitis. Todos os demais compostos testados
foram extremamente toxicos nessa concentracdo, mostrando que o grau de inibigdo
depende da natureza e da concentracdo dos inibidores. Quando os hidrolisados nas
concentragdes de 15 gL' e 50 gL' foram inoculados com as leveduras C. shehatae e
P. stipitis, observou-se a inibi¢do da produgdo de etanol e do crescimento microbiano,
indicando a necessidade de destoxificacdo do hidrolisado previamente a fermentacao.



Characterization of hemicellulosic hydrolysate and sugarcane bagasse pretreated
by steam explosion: investigation of inhibitory effect of low molecular weight
aromatic compounds for fermentative process. Hellen Cristiane Maciel Cunha. Tese
de Doutorado. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Materiais, Departamento
de Engenharia de Materiais, Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. Orientador:
Flavio Teixeira da Silva. Banca examinadora: Dr. Luiz Pereira Ramos, Dr. André Luiz
Ferraz, Dr. Daltro Garcia Pinatti e Dr. Durval Rodrigues Junior. March 2005.

Abstract

Sugar cane bagasse pretreatment by steam explosion produces hydrolysates
containing polyoses soluble in O, as well as compounds that are inhibitors of the
fermentative processes, such products of sugar and lignin degradation. In this study,
sugar cane bagasse was pretreated at 190°C for 15 minutes. The pretreatment
solubilized 33% of the sugar cane bagasse. The pretreated bagasse and hemicellulosic
hydrolysate were chemically characterized. The pretreated bagasse contained glucan
(57.5%), xylan (9.9%), acetyl groups (0.7%), total lignin (27.9%) and ashes (2.7%). The
hydrolysate contained glucose oligomers (1.27%), hydroxymethylfurfural (0.052%),
xylose (2.64%), xylose oligomers (12.1%), furfural (0.67%), arabinose (0.573%),
arabinose linked to xylose oligomers (0.26%), acetic acid (1.02%), acetyl groups
(0.75%) and compounds detected as soluble lignin (4.49%). The amount of unidentified
compounds in hydrolyzed bagasse was 9.2%. The qualitative analyses of the
hydrolysate showed the presence of xylose oligomers with polimerization levels ranging
from 2 to 6, xylobiose and xylotriose being predominant. The changes occurred in the
surface ultrastructure of sugarcane bagasse, due to pretreatment, were detected by
electronic microscopy. The compounds present in hydrolysate were separated by liquid-
liquid extraction with different organic solvents, producing three aqueous fractions
(FA1-FA3) and six organic fractions (FO1 - FO6). FA1 fraction was characterized to
include carbohydrates, besides possible lignin-carbohydrate complexes. The organic
fractions were classified as total (FO1), acid (FO2-FO3), phenolic (FO4-FOS5) and
neutral (FO6). In these fractions were identified low molecular weight compounds, as
well as p-hydroxybenzaldehyde, vanillin, syringealdehyde, p-hydroxybenzoic acid,
vanillic acid, syringic acid, cis- and trans- coumaric acids and ferulic acid by GC/MS,
that were quantified by GC/FID. The apparent average weight molecular distribution of
organic fractions ranged from 469,9 gmol' to 4058,9 g:mol'. The metoxyl and
phenolic hydroxyl contents were lower than the values encountered to sugarcane
bagasse lignin. In the neutral fraction (FO6) no lignin derivate compound was
identified. Candida shehatae Y-12858 e Pichia stipitis CBS 5774 were used in xylose
to ethanol fermentation. The tests were made in synthetic medium varying the initial
substrate concentrations. The valuation of the effect from carbohydrates and lignin
derivatives aromatic compounds under xylose fermentation was done with 50 gL'
xylose for both yeasts. In 5,0 gL' concentration, only syringic and p-hydroxybenzoic
acids no showed considerable inhibition to cellular growth and ethanol production for
both yeasts, besides furfural in P. stipitis fermentations. The another compounds were
very toxic in this concentration, showing that the degree of inhibition of tested toxic
compounds greatly depended on the nature and concentration of inhibitors as well as the
nature of the microorganisms. When hydrolysates with 15 gL'! and 50 gL' were
inoculated with C. shehatae e P. stipitis yeasts, was observed the cellular growth and
ethanol production inhibition, showing the necessity to remove the inhibitors prior to
fermentation.



1. INTRODUCAO
1.1. ASPECTOS GERAIS

Residuos agro-florestais apresentam ndo s6 um problema econdémico em
conseqiiéncia do desperdicio, como também um sério problema ambiental. Pesquisas
para a valorizacdo de residuos agro-florestais vém sendo realizadas com maior
freqliéncia nos ultimos tempos visando reduzir o impacto ao meio ambiente, além de
apresentarem-se como alternativas para a produgdo de energia combustivel e insumos
quimicos de maior valor agregado para diversos fins.

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) cresce na maioria dos paises
tropicais e subtropicais e ¢ usada principalmente para a obtencdo de aglicar e alcool.
Apds sua moagem para a extragdo do caldo, o principal subproduto ¢ o bagaco, que
representa de 12% a 14% da massa seca da cana (ICIDCA, 1987).

Bagago de cana ¢ um dos residuos agricolas mais abundantes e de maior
importancia econdomica no Brasil, além de ser um dos principais sub-produtos
lignoceluldsicos da agro-industria brasileira. O bagaco de cana ¢ freqiientemente citado
na literatura como o material lignocelulésico mais promissor para a obtencdo de
acucares (pentoses e hexoses), que podem ser transformados em etanol ou outros
compostos quimicos (AGUILAR et al., 2002; SASKA e OZER, 1995; DOMINGUEZ et
al., 1996).

Além do bagaco, a palha de cana também tem sido considerada um dos
principais residuos gerados, pois, devido @ mecanizag@o na colheita, a queima néo se faz
mais necessaria (CARVALHO, 1999). Aproximadamente 25% da biomassa vegetal da
cana-de-agucar ¢ composta de topos, folhas e palha, sendo que a produgdo calculada de
palha pode chegar a 30 milhdes de toneladas anuais (LORA et al., 1997).

A produgdo de etanol a partir do bagago ¢ uma opg¢do extremamente interessante
para o Brasil e para o Estado de Sdo Paulo, considerando-se as quantidades deste
produto anualmente disponiveis e o potencial de ampliacdo desta produgdo. Segundo a
Unido da Agroindustria Canavieira do Estado de Sao Paulo (UNICA), a safra
2003/2004 do Brasil totalizou 350,3 milhdes de toneladas de cana colhida, sendo que
298 milhdes de toneladas foram provenientes da regido centro-sul, gerando quantidades
superiores a 98 milhdes de toneladas de bagago (UNICA, 2004). Em geral, 1 tonelada
de cana-de-agucar gera 280 kg de bagago (SUN et al., 2004). Cerca de 90% do bagaco



obtido nas industrias de agticar e alcool tem sido utilizado principalmente dentro das
proprias usinas como fonte de vapor e energia (poder calorifico de 18,322 kJ kg'), pois
substitui o0 6leo combustivel no processo de aquecimento das caldeiras (MARTIN et al.,
2002; PANDEY et al., 2000). Ja a palha também pode ser misturada ao bagago para ser
queimada para geragdo de energia, devido ao seu poder calorifico ser um pouco maior
que o do bagaco (18,870 kJ.kg") (RIPOLI et al., 2000). Mesmo assim, ainda existe um
grande excedente que ndo ¢ utilizado, causando sérios problemas de estocagem e de
impacto ambiental. MARTIN et al. (1999) estimaram que as usinas de agucar e alcool
podem liberar de 30% a 50% do bagago produzido para usos alternativos, empregando
tecnologia para a producdo de compostos de maior valor econdmico (PANDEY et al.,
2000; CASTRO et al., 1995; DESCHAMPS et al., 1996; LACORTE et al., 1986).
Varios processos e produtos t€ém sido relatados por utilizarem bagago de cana
como matéria-prima. Isto inclui: geracdo de eletricidade; producdo de polpa celuldsica
papel e papeldo; produtos baseados em fermentacdo; producdo de furfural e outros
produtos quimicos como alcoois, amino-acidos, acidos orgénicos e outros compostos de
importancia farmacéutica; racdo animal de maior digestibilidade; enzimas e produgdo de

chapas de particulas (SUN et al., 2004; PANDEY et al., 2000).

1.2. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DOS MATERIAIS
LIGNOCELULOSICOS

A dificuldade de se converter o bagaco de cana e outros materiais
lignoceluldsicos em insumos quimicos ¢ atribuida as suas caracteristicas quimicas e
morfoldgicas. Esses materiais sdo um composito de microfibrilas de celulose envolvidas
em uma matriz amorfa de polioses e lignina, que age como uma barreira natural ao
ataque de microrganismos e/ou enzimas e torna esses materiais estruturalmente rigidos e
pouco reativos (FENGEL e WEGENER, 1989). A compreensdo da complexidade
estrutural e da reatividade dos materiais lignoceluldsicos requer o conhecimento das

caracteristicas e das propriedades de cada um de seus componentes.

Celulose: a celulose é um polissacarideo linear constituido de subunidades de
glucose associadas por ligagdes [-(1—4), sendo a celobiose a unidade repetitiva do
polimero (Figura 1). As cadeias de celulose se encontram agregadas paralelamente para

formar as fibrilas elementares, que sdo insoliveis em agua e apresentam regides



cristalinas e amorfas (SJOSTROM e WESTERMARK, 1999; PARHAM, 1993;
FENGEL ¢ WEGENER, 1989). As ligagdes de hidrogénio inter- e intramolecular sdo
responsaveis pela manutengdo das regides cristalinas, e tornam a celulose altamente
resistente a hidrdlise acida, alcalina ou enzimatica (CONVERSE ¢ WARE, 1994;
WOOD e SADDLER, 1988).

\ I-ICH-bC 0 HO OH 0 HO OH
0 0 o’ 0 A
HO HO (]-|2C|-| 0 H HO (HZCH 0

——— nidade de Celobiose

Figura 1. Representa¢do tridimensional da molécula de celulose (FENGEL e

WEGENER, 1989).

Polioses: as polioses ou hemiceluloses sdo polissacarideos e diferem-se
substancialmente da celulose por serem amorfas, com estrutura ramificada e compostas
pela combinagdo de varios agucares (pentoses, hexoses, acidos hexurdnicos e
deoxiexoses) (SJOSTROM e WESTERMARK, 1999; PARHAM, 1993; FENGEL e
WEGENER, 1989). As polioses s2o classificadas basicamente de acordo com os
acucares presentes na cadeia principal do polissacarideo: xilanas, glucomananas e
galactanas.

A cadeia principal pode ser um homopolissacarideo, como no caso das xilanas,
ou um heteropolissacarideo, como no caso das glucomananas e podem apresentar
arabinose, galactose, acido 4-O-metilglucurénico e grupos acetil ligados a cadeia
principal. As coniferas apresentam maior propor¢do de galactoglucomananas, enquanto
as folhosas e gramineas sdo mais ricas em xilanas (RAMOS, 2003; PARHAM, 1993). A
representacdo esquematica de uma xilana tipica de gramineas estd representada na
Figura 2 (McDOUGALL et al., 1993).

Lignina: Depois da celulose, a lignina ¢ a macromolécula organica mais
importante e abundante do reino vegetal. A lignina aumenta a resisténcia mecanica das

plantas, de tal forma que arvores de mais de cem metros podem se manter em pé

(FENGEL e WEGENER, 1989).
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Figura 2. Representacdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando alguns
grupos substituintes. Xyl = 1,4-D-xilopiranose; Ara = L-arabinofuranose; (4-OMe)-
GIcA = écido (4-O-metil)-D-glucopiranurdnico; Ac = acetil; FA = 4cido ferulico; DDFA
= acido desidroferalico (McDOUGALL et al., 1993).

A lignina ¢ uma macromolécula tridimensional altamente complexa e
ramificada, gerada pela polimerizagdo desidrogenativa de trés alcoois
hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. A lignina é principalmente
constituida de unidades fenilpropano associadas por ligacdes estaveis do tipo C-C, aril-
éter e diarilicas, sendo as mais abundantes 3-(0-4) e a-(0-4) (40-60%), B-5 (10%), B-1
(5-10%), 5-5 (10%), B-B (5%) e 4-0O-5 (5%) (HIGUCHI, 1985). Um modelo proposto
para a estrutura da lignina de abeto ¢ mostrado na Figura 3.

Extrativos: representam uma fracdo menor na composi¢do quimica dos
materiais lignoceluldsicos. Sdo formados por resinas, acidos graxos, ceras, terpenos e
compostos fendlicos que podem ser extraidos com solventes organicos, embora alguns
deles também sejam soluveis em agua (FENGEL E WEGENER, 1989). Estes
compostos sdo responsaveis por caracteristicas como odor, cor e sabor dos materiais
lignoceluldsicos e estdo presentes em pequenas quantidades (SJOSTROM E

WESTERMARK, 1999).
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Figura 3. Estrutura modelo da lignina de abeto (Picea abies) proposta por Adler

(reproduzido com modificagcdes de FENGEL e WEGENER, 1989).

E importante ressaltar que os trés principais componentes dos materiais
lignoceluldsicos encontram-se intimamente associados para assim constituir o complexo
celular da biomassa vegetal. Na parede celular, celulose, polioses e lignina, organizam-
se formando diferentes camadas (Figura 4A): as paredes primaria (P), secundaria (S) e
terciaria (T). As diferentes células encontram-se separadas pela lamela média (ML), que
¢ uma camada fina que mantém as células coesas e & responsavel pela integridade
estrutural do tecido das plantas. A parede primaria (P) é a camada mais fina da parede
celular e a primeira a ser depositada nas células. Do lado de dentro da parede primaria ¢
formada a parede secundaria, em uma seqiiéncia de trés lamelas, S, S, e Sz (ou T).
Nestas regides, as microfibrilas de celulose possuem distintas orientacdes com respeito
ao eixo longitudinal da célula. A parede mais espessa € a S, na qual as microfibrilas de

celulose se encontram orientadas de forma quase paralela ao eixo axial da célula. As



fibrilas de celulose proximas ao limen da célula compreendem a camada terciaria e
estdo orientadas quase perpendicularmente ao eixo da célula.

Na parede celular, as fibrilas elementares estdo separadas umas das outras por
uma camada de polioses, formando as microfibrilas, que sdo envolvidas em uma matriz
de lignina, formando a parede celular (FENGEL e WEGENER, 1989).

A maior quantidade de lignina ¢ encontrada na camada S,, mas sua concentragdo
¢ maior na lamela média. A Figura 4(B) apresenta um modelo da construgido da parede

celular dos materiais lignoceluldsicos, ilustrando a descri¢do acima.

(A) (B)

Figura 4. (A) Microscopia eletronica de transmissdo das células de madeira mostrando
as camadas da parede celular: ML= lamela média, P= parede primaria, S;= parede
secundaria 1, S;= parede secundaria 2, T= parede terciaria ¢ W= camada de verrugas.
(a) Picea abies (b) Fagus sylvatica (FENGEL e WEGENER 1989). (B) Corte ilustrativo
do sistema de camadas na parede das células da madeira (SJOSTROM, 1993).

1.3. SEPARACAO DOS COMPONENTES DE MATERIAIS
LIGNOCELULOSICOS

Para se obter uma conversdo efetiva dos trés principais componentes dos
materiais lignocelulosicos (celulose, polioses e lignina) em produtos de maior valor
econdmico, ¢ necessario a separacdo seletiva dos mesmos. Ha, portanto, a necessidade

de se romper o complexo lignina-celulose-poliose para a remogdo de cada constituinte,



se se quer utilizar os materiais lignoceluldsicos para fins quimicos ou biotecnologicos
(SILVA, 1995).

Virias técnicas de pré-tratamento baseadas na combinacdo de processos
mecanicos, fisicos, quimicos e bioldgicos estdo associadas aos processos de separagdo e
aproveitamento dos componentes dos materiais lignocelulosicos (RAMOS, 2003;
NEGRO et al., 2003; FERRAZ et al., 1996; McMILLAN, 1994a). Nestas inclui-se o
emprego de alcali, hidrélise 4cida, explosdo a vapor e uso de fluidos supercriticos, todas
usadas ou propostas com o objetivo de produzir combustiveis renovaveis € insumos
quimicos a partir de biomassa (McMILLAN, 1994a).

Entre os processos disponiveis, a explosdo a vapor tem sido considerada um dos
mais promissores no pré-tratamento de biomassa para a produc¢do de insumos quimicos,
combustiveis, alimentos e polimeros. A explosdo a vapor permite a recuperacdo de
grande parte dos componentes dos materiais lignoceluldsicos, minimizando a sua
degradagdo (SUN et al.,, 2004; ROBINSON et al., 2003; AVELLAR ¢ GLASSER,
1998). Trata-se de uma técnica que tem sido proposta como uma possivel alternativa
para o tratamento termo-mecanico de materiais lignoceluldsicos (FOCHER et al., 1998).
Além disso, ¢ considerado um pré-tratamento efetivo para processos de Sacarificagdo e
Fermentag¢do Simultaneas (SFS), nos quais combina-se hidrdlise enzimadtica da celulose
com fermentagdo simultdnea dos aglicares provenientes das hemiceluloses para a
producido de etanol (KOBAYASHI et al., 2004).

Os materiais lignoceluldsicos, quando pré-tratados por processos envolvendo
altas pressoes de vapor, sofrem inicialmente reagdes de hidrolise (EXCOFFIER et al.,
1991; LORA e WAYMAN, 1978). Essas reacdes ocorrem a temperaturas superiores as
temperaturas de amolecimento da lignina e das polioses. Ao longo do processo, as
ligagdes que asseguram a coesdo da biomassa sdo fragilizadas e em parte quebradas.
Quando as técnicas de explosdo a vapor sdo incluidas no processo, o material, no
momento da descompressdo, ¢ desfibrado e reduzido a particulas menores, o que
acarreta um aumento da sua susceptibilidade ao ataque de enzimas e reagentes quimicos
(SUN et al., 2004; BARNET et al., 1989).

A hidrdlise ocorre sobre todos os componentes da biomassa, porém as
pentosanas sdo as mais susceptiveis a este tipo de reagdo (BROWNELL e SADDLER,
1986). Sob a agdo da temperatura e da pressdo, os grupos acetil presentes nas polioses
sdo hidrolisados a acido acético. O acido acético liberado catalisa a ruptura das ligagdes

do complexo lignina-carboidrato, provocando a solubilizagdo de grande parte das



polioses e de uma pequena fracdo de lignina (auto-hidrdlise) (SUN et al., 2004;
RAMOS, 2003; BOUCHARD et al., 1990 e 1990). A auto-hidrolise tem sido citada
como um pré-tratamento que apresenta um custo efetivo baixo, pois nido necessita da
adicdo de acidos, como H,SO4, HCI e HF (NEGRO et al., 2003; BALLESTEROS et al.,
2002).

No estagio inicial do pré-tratamento, as polioses sdo hidrolisadas a oligdmeros e
monodmeros (principalmente xilose, no caso de madeiras duras e gramineas) e a celulose
permanece praticamente insolivel, embora sofra redugdo no seu grau de polimerizagio
(SUN et al., 2004; RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004; SILVA, 1995; BARNET et al.,
1989; MARCHESSAULT et al., 1980).

O aumento da severidade do pré-tratamento (aumento da temperatura e/ou do
tempo de exposi¢do do material a pressdo) favorece as reagdes de hidrolise da celulose e
das polioses, provoca o inicio das reacdes de desidratagdo das pentoses e hexoses para
furfural e hidroximetilfurfural (SUN et al.,, 2004; BROWNELL ¢ SADDLER, 1986;
BROWNELL et al.,, 1986) e aumenta as reacdes de condensacdo dos taninos que
compdem os extrativos (LOMAX et al., 1994).

Durante a explosao a vapor, a lignina sofre amolecimento (MICHALOWICZ et
al., 1991; WONG et al., 1988), ¢ parcialmente despolimerizada e torna-se, inicialmente,
mais soluvel. Por outro lado, reagdes posteriores de condensagdo e polimerizagdo
revertem essa tendéncia de solubilizagdo (HISHIYAMA e SUDO, 1989; LOMAX et al.,
1994; LORA e WAYMAN, 1978).

Do ponto de vista energético e quimico, o pré-tratamento por explosdo a vapor ¢é
bastante eficiente e pode proporcionar a conversdo efetiva dos carboidratos, por
exemplo, a aglicares fermentesciveis, com alto rendimento. O rendimento total de
carboidratos é o fator mais importante nos processos de conversao de biomassa em
escala comercial. Para o melhor aproveitamento do processo de pré-tratamento, os
aclicares presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos também devem ser utilizados. E
essencial que as hemiceluloses, em adi¢do a celulose hidrolisada, sejam eficientemente
fermentadas para a produgao de etanol (WILSON et al, 1989).

A hidrolise quantitativa das hemiceluloses pode ser feita quase que sem danos a
estrutura da celulose, pois as ligacdes nas hemiceluloses sdo mais fracas que na
celulose. Entretanto, um residuo so6lido formado por celulose e lignina ¢ obtido na pré-
hidrolise do bagaco de cana. Este residuo pode ser utilizado na produgio de solugdes de

acucares para a obtencdo de dcido latico ou etanol, através de processos de



Sacarificagdo e Fermentagdo Simultdneas (SFS), ou para a producdo de polpa e papel
(RODRIGUEZ-CHONG et al.,, 2004, AGUILAR et al., 2002). Entretanto, um dos
maiores problemas associados aos processos de pré-tratamento dos materiais
lignoceluldsicos para a obtengdo de hidrolisados é a geragdo de produtos considerados
toxicos ao metabolismo celular dos microrganismos responsaveis pelo processo
fermentativo (ROBINSON et al., 2003; MARTIN et al., 2001; EKEN-SARACOGLU ¢
ARSLAN, 2000; FENSKE et al.,, 1998; PALMQVIST et al.,, 1996a,b, HAHN-
HAGERDAL, B., 1996; DOMINGUEZ et al., 1996; McMILLAN, 1994a).

1.4. IDENTIFICACAO DOS INIBIDORES PRESENTES NO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO

Hidrolisados hemiceluldsicos provenientes do tratamento da biomassa por
explosdo a vapor contém carboidratos como principais produtos. Entretanto, como
mencionado anteriormente, esses agucares sdo contaminados com pequenas quantidades
de uma grande variedade de outros compostos, que inibem a fermentagdo e o
crescimento de microrganismos. Esses inibidores podem ser divididos em grupos, em
funcdo de sua origem (MARTIN et al.,, 2002; SREENATH ¢ JEFFRIES; 2000;
CONVERTI et al, 1999; PALMQVIST et al., 1999; JONSSON et al., 1998; FENSKE,
1998, HAHN-HAGERDAHL, 1996, McMILLAN, 1994b):

(1) Compostos liberados durante o pré-tratamento, tais como o acido acético;

(2) Produtos de degradacdo dos agucares, tais como furfural e
hidroximetilfurfural;

(3) Produtos de degrada¢do da lignina, como siringaldeido, vanilina, acido
vanilico, acido siringico, dcido cumarico;

(4) fons metalicos liberados pela corrosio dos equipamentos usados no processo,

como cromo, ferro, etc.

A natureza e a concentracdo de inibidores potenciais dos processos de
sacarificagdo enzimatica e fermentativo, presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos,
variam de acordo com o tipo do material lignocelulosico utilizado no processo e com as

condi¢des de pré-tratamento empregado, havendo uma relagdo entre a concentracio



desses compostos e o efeito inibitdrio que estes causam no meio fermentativo
(PALMQVIST et al., 1996a,b; MCMILLAN, 1994b).

A presenga de compostos inibidores da agdo de microrganismos nos processos de
bioconversdo dos componentes de madeira pré-tratada com vapor tem sido relatada por
varios autores (MARTfN et al., 2002; PALMQVIST et al., 1996a,b; ANDO et al., 1986;
MES-HARTREE e SADDLER, 1983). Geralmente, estes inibidores sdo compostos de
baixa massa molar, soluveis em dgua e incluem o acido acético (1), derivados de
agucares e produtos de degradacio da lignina (SILVA, 1995; PULS et al., 1985). Acido
acético (1) é liberado através da hidrélise parcial das polioses durante o pré-tratamento;
os produtos de desidratacdo dos agucares incluem inicialmente o furfural (2) e o
hidroximetilfurfural (3) ¢ os produtos de degradagdo da lignina incluem uma grande
variedade de compostos aromaticos. Todos esses compostos podem inibir tanto os
processos de hidrdlise ou sacarificagdo enzimatica (item 1.4.1 e Tabela 1) como os

processos fermentativos (item 1.4.2 e Tabela 3).
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1.4.1. Inibidores de Processos de Sacarificacdo Enzimatica

SINEIRO et al. (1997) reportaram a inibicdo da atividade de celulases de
Trichoderma reesei por compostos fenolicos, na extragdo aquosa de residuo das
sementes de girassol. O éacido clorogénico (4), testado em concentragdes que variaram
de 1,20 mM a 4,50 mM, foi o composto que apresentou a menor capacidade inibitoria,
seguido pelos acidos caféico (5) (0,22 — 0,70 mM), ferulico (6) (0,58 — 2,00 mM) e
sinapico (7) (0,83 — 1,64 mM). Nas concentracdes testadas, a inibi¢do causada pelos
acidos sinapico (7) e ferulico (6) foi 100 e 10 vezes maior do que a do 4cido clorogénico
(4), respectivamente. A inibi¢do causada por fendis e polifendis foi muito maior que a
causada pela glucose, pelo etanol e mesmo pela celobiose, que ¢ considerada um
inibidor forte de celulases em processos de sacarificagdo enzimatica. O acido sindpico

(7), por exemplo, apresentou um poder inibitério 1000 vezes maior do que a celobiose

(SINEIRO et al., 1997; HOLTZAPPLE et al., 1990).



H CHCOOH COOH COOH

OOCCH=—=CH CH ﬁH CH

OH
HooC . g
HO H
OH
H 4
Hz3CO OCH
OH OCH3 3 3
OH
5 OH ,
6

EXCOFFIER et al. (1991) mostraram que as reagdes de sacarificacdo enzimatica
de madeira de dlamo pré-tratada por explosdo a vapor (20-50 bar e 210-260°C, usando
H,S04 0,4% (m /m do substrato)) sdo afetadas pela inativagdo das celulases causada por
fendis soluveis em dgua. O rendimento da hidrdlise de celulose cristalina por celulases
de Trichoderma reesei foi reduzido em até 24% na presenca de fendis. Adicionalmente,
esses autores demonstraram a adsorsdo e a inativa¢do de endo-1,4-B-glucanases por
fenois. Eles também isolaram e estudaram a a¢do sobre a atividade das celulases de
acidos triidroxibutiricos (THBA) (8) e fenodis formados durante o processo de pré-
tratamento. Os resultados mostraram uma diminui¢do no rendimento de glucose, o que
pode ser explicado pela inibi¢do das B-glucosidases pelos fendis e pelos THBA, mesmo
em baixas concentragcdes. Os THBA podem formar lactonas em solugdes aquosas, cuja
acdo 1inibitéria sobre as reagdes de sacarificagdo enzimatica de substratos

lignocelulosicos ja foi descrita por DEKKER (1986).

C3(H)4(OH)3(COOH)
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MES-HARTREE e SADDLER (1983) estudaram o efeito de inibidores
produzidos no pré-tratamento por explosdo a vapor sobre a hidrolise enzimatica de
celulose usando celulases de Trichoderma harzianum. Como substrato, usaram palha de
trigo e madeira de 4lamo pré-tratados a vapor. A sacarificacdo enzimatica da celulose
presente nos substratos pré-tratados a 250°C por 20 s, com e sem a impregnagdo com
H,S04, so6 foi eficiente apds a remog¢ao dos compostos de baixa massa molar, através da

lavagem dos substratos com agua.



1.4.2. Inibidores de Processos Fermentativos

Os processos fermentativos sd@o mais sensiveis aos inibidores do que os
processos de sacarificagdo enzimatica. Em um artigo sobre a fermentag¢ao de D-xilose a
etanol por Candida shehatae e Pichia stipitis, PRIOR et al. (1989) relacionaram a
eficiéncia das fermentagdes a fatores nutricionais, temperatura, pH, concentracdo de
substrato e produto, presenca de outros agucares, demanda de oxigénio e compostos
toxicos presentes em hidrolisados hemiceluldsicos. Mostraram, por exemplo, que para
diferentes cepas de uma mesma levedura, aglicares outros que a D-xilose, como D-
galactose, D-celobiose, L-arabinose, D-glucose e D-manose, podem funcionar tanto
como co-substratos quanto inibidores. Entretanto, segundo McMILLAN (1994b) e
ANDO et al. (1986), os maiores problemas dessas fermentagdes sdo causados por outros
compostos presentes nos hidrolisados, tais como, acido acético (1), furfural (2),
hidroximetilfurfural (3) e derivados de lignina (4cidos, alcoois e cetonas) que inibem a
fermentacdo por leveduras.

A forma de a¢do de alguns inibidores tem sido descrita na literatura. O acido
acético (1) é, em geral, um inibidor do metabolismo de leveduras ¢ o seu grau de
toxicidade ¢ dependente do pH (HERRERO et al., 1985), mesmo para microrganismos
modificados geneticamente (LAWFORD e ROUSSEAU, 1993).

WEIGERT et al. (1988), citado em PRIOR et al. (1989), relatou que o furfural
(2) inibiu diretamente a respirag¢do e o crescimento de P. stipitis, sendo imediatamente
reduzido a alcool furfurilico (14), que também diminuiu a velocidade da produgdo de
etanol.

Furfural (2) e hidroximetilfurfural (3) foram durante muito tempo considerados
os principais inibidores produzidos durante o pré-tratamento de lignocelulésicos. MES-
HARTREE e SADDLER (1983) testaram esses compostos nas concentragdes
normalmente encontradas em hidrolisados de palha de trigo (0,1 gL' - 0,5 gL!) e de
madeira de alamo (0,01 gL' - 0,05 g¢L™") e ndo constataram a inibicdo das reacdes de
sacarificagdo. Testaram também xilanas e xilose nos niveis produzidos durante hidrdlise

enzimatica de substratos lignoceluldsicos. Nenhum efeito inibitoério foi constatado.
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Aparentemente, as xilanas foram usadas em parte como substrato para enzimas
hemiceluloliticas presentes nos extratos enzimaticos. Por outro lado, a adi¢do do extrato
aquoso, isolado do hidrolisado, no substrato das reagdes de sacarificagdo, reduziu
drasticamente a produgdo de glucose, sem afetar significativamente a quantidade de
agucares redutores totais, o que indica inibigdo das 3-glucosidases.

Além do acido acético (1) e dos compostos furanicos, alguns autores tém
estudado de forma sistematica a agdo de alguns compostos aromaticos derivados da
lignina no metabolismo celular dos microrganismos empregados em processos
fermentativos (DELGENES et al., 1996; BUCHERT et al., 1988, 1989; NISHIKAWA
et al., 1988; TRAN ¢ CHAMBERS, 1986; ANDO et al., 1986; CLARK ¢ MACKIE,
1984; PFEIFER et al., 1984).

A susceptibilidade de diferentes microrganismos a um mesmo hidrolisado
contendo inibidores de fermentagdo foi estudado por BUCHERT et at. (1988; 1989).
Em um desses trabalhos, madeira de bétula foi pré-tratada a 200°C por 15 min
(BUCHERT et al., 1989). Uma parte do extrato aquoso foi pds-hidrolisado por enzimas
de Trichoderma reesei ¢ outra por acido sulfurico. Xilose pura e os pds-hidrolisados
foram usados como substrato para a producdo de acido xilonico (9), etanol e proteina
unicelular por Gluconobacter oxydans, Fusarium oxysporum e Candida utilis,
respectivamente. Todos os microrganismos fermentaram eficientemente xilose pura.
Entretanto, quando os pos-hidrolisados foram usados como fonte de carbono, a
fermentescibilidade foi fortemente afetada. C. utilis apresentou tolerancia aos inibidores
nos experimentos contendo xilose em concentracdes de até 20 g-L!. Por outro lado,
F. oxysporum e G. oxydans sofreram forte inibicdo por parte dos compostos presentes
nos dois hidrolisados. Além disso, a inibi¢do variou de um microrganismo para outro
em fun¢do da concentragdo de inibidores no hidrolisado. Apesar de terem sido
identificados vanilina (10), siringaldeido (11), alcool coniferilico (12), alcool sinapilico
(13), furfural (2), hidroximetilfurfural (3) e alguns acidos organicos nos hidrolisados,

nenhum teste de toxicidade foi efetuado com esses compostos isolados.
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TRAN e CHAMBERS (1985) investigaram a fermentescibilidade, por Pichia
stipitis, de hidrolisados de xilose produzidos no pré-tratamento de madeira de carvalho
na presenca de H,SOj4. Identificaram e examinaram o efeito inibitdrio de compostos
modelo derivados das polioses, lignina e extrativos dessa madeira. Foram identificados
e quantificados no hidrolisado, vanilina (10), siringaldeido (11), acido vanilico (15),
alcool coniferilico (12), acido siringico (16), aldeido sinapilico (17), alcool
diidroconiferilico (18), siringilmetilcetona (19), alcool diidrosinapilico (20) e alcool -
oxisinapilico (21), todos derivados da lignina. Dos extrativos foram identificados os
acidos caproico (22), pelargénico (23), caprilico (24) e palmitico (24). Além desses
compostos, o hidrolisado continha outros componentes nao identificados.

Cada um desses compostos foram misturados a solucdes contendo 50 gL' de
xilose e nutrientes (como controle) antes da esterilizagdo e fermentacdo. Os resultados
mostraram que o furfural (2) foi mais inibitdrio que o acido acético (1). Dos modelos de
lignina, siringaldeido (11) foi menos toxico que vanilina (10) e acido siringico (16)
menos toxico que o acido vanilico (15). O efeito inibitorio em ordem decrescente foi:
vanilina > siringaldeido > acido vanilico > 4acido siringico. Isto significa que os acidos
aromaticos foram menos toxicos que os aldeidos e que um grupo metoxilico adicional
reduziu a toxicidade dos derivados da lignina. Entre os extrativos, os acidos caproico
(22), caprilico (24) e pelargonico (23) foram mais inibitorios do que o acido palmitico
(25). O efeito inibitério em ordem decrescente foi: acido pelargdnico > acido caprilico >
acido caproico > acido palmitico. Esses resultados mostram que o aumento de tamanho
das moléculas € inversamente proporcional ao efeito inibitério. Esses compostos
modelo foram testados em concentragdes similares as encontradas no hidrolisado de

carvalho e o estudo sugeriu que os efeitos inibitdrios seriam cumulativos.
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Em outro trabalnob TRAN e CHAMBERS (1986) estudaram a
fermentescibilidade de manose para butanodiol por Klebsiella pneumoniae, além de
identificar e examinar o efeito inibitorio dos compostos derivados de lignina e dos
extrativos de madeira de pinho pré-tratada com vapor e 4cido sulfurico. Foram testados
como compostos modelo, os seguintes derivados de lignina: vanilina (10), acido
vanilico (15), 4acido p-hidroxibenzoico (26), 4acido protocatecoico (27) e
protocatecoldeido (28), alcool coniferilico (12) e 4lcool diidroconiferilico (18); como
modelos dos extrativos: campesterol (29), a-pineno (30), D-limoneno (31), borneol
(32), pirogalol (33), B-sitosterol (34), estigmastanol (35) e os acidos linoleico (36),

abiético (37) e palmitico (25). Todos os compostos modelo derivados de lignina



exibiram efeito inibitdrio sobre a fermentacdo de manose. Os acidos protocatecoico (27)
e p-hidroxibenzoico (26) foram os mais toxicos. A vanilina (10) apresentou a menor
toxicidade e a ordem decrescente do efeito inibitério foi: 4cido p-hidroxibenzodico >
acido protocatecoico > alcool coniferilico > protocatecaldeido > acido vanilico > alcool
diidroconiferilico > vanilina. A combina¢do de todos os compostos modelo causou
toxicidade cumulativa sobre a fermentacdo de manose a butanodiol. A toxicidade dos
compostos modelo dos extrativos decresceu na seguinte ordem: esterdis > resinas acidas
> acidos graxos > monoterpenos > alcoois mono- ou triterpénicos. Para os compostos
em especifico, a ordem foi: acido linoléico > P-sitosterol > 4cido abiético > D-limoneno
> o-pineno > campesterol > 4cido palmitico > borneol > estigmastanol > pirogalol. A
comparagdo dos resultados mostrou ainda que os derivados da lignina foram mais

toxicos do que os extrativos.
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Esses autores compararam os resultados de fermentacdo do hidrolisado sem e
com a presenc¢a dos compostos citados acima por diferentes métodos. A remogao dos
inibidores proporcionou uma melhora no rendimento das fermentagdes.

Além dos compostos modelo testados, TRAN e CHAMBERS (1986)
identificaram varios derivados da lignina: 4-hidroxi-3-metoxifenilacetaldeido (38),
alcool vanilico (39), aldeido coniferilico (40) e alcool B-oxiconiferilico (41). Também
identificaram os seguintes derivados dos extrativos: o-terpineol (42), D-verbenona (43)
e os acidos nonandico (= pelargonico) (23), oléico (44), estearico (45) e desidroabiético
(46). Apesar de ndo terem estudado a toxicidade desses compostos, postularam, com
base nos estudos com compostos modelo, que os mesmos devem apresentar efeito

inibitério sobre a fermentagdo de manose para butanodiol.
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NISHIKAWA et al. (1988) estudaram a influéncia de produtos de degradagdo da
lignina sobre a fermentag¢do de xilose para etanol em meio sintético, a partir do mesmo
microrganismo (K. pneumoniae) estudado por TRAN ¢ CHAMBERS (1986). Acido p-
hidroxibenzoico (26), p-hidroxibenzaldeido (47), 4cido vanilico (15), vanilina (10),
alcool vanilico (39), acido siringico (16), siringaldeido (11) e dimetoxibenzeno (48)
foram testados em concentra¢des de 0,1 a 0,6 gL™'. O 4cido p-hidroxibenzoico (26) ¢ o
p-hidroxibenzaldeido (47) foram mais inibitérios ao crescimento dos microrganismos e
a producgdo de etanol do que os derivados do tipo guaiacil e siringil. Logo, o efeito
inibitério pode estar associado com a ligagdo desses compostos com enzimas, através

das posigdes 3 e 5 do anel aromatico.
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LEE e McCASKEY (1983) testaram o efeito de uma mistura de siringaldeido
(11) e vanilina (10) no crescimento da levedura Pachysolen tannophilus usando como
substrato o hidrolisado de Pinus radiata e concluiram que o crescimento foi
completamente inibido a uma concentragio de 2,5 gL', com 50% de inibi¢io a
1,0 g-L'l. Os autores também testaram a toxicidade da vanilina (10) e acido vanilico
(15) na fermentagdo com S. cerevisiae e os resultados mostraram que ocorreu uma
inibigdo completa pela vanilina (10) a 5,0 gL', enquanto 50% da inibi¢do correspondeu
a 1,3 gL', Acido vanilico (15) foi menos inibitério, apresentando 50% de inibi¢do a
3,7 gL

DELGENES et al. (1996) estudaram o efeito dos produtos de degradagdo da
lignina na fermentagcdo de glucose e xilose a etanol por S. cerevisiae, Zymomonas
mobilis, Pichia stipitis e Candida shehatae. Para Pichia stipitis ¢ Candida shehatae, a
intensidade da inibicdo foi fortemente relacionada com a concentra¢do inicial dos
compostos testados. Vanilina (10) apresentou o maior efeito inibitério. Tanto o
crescimento quanto a producdo de etanol foram totalmente inibidos a uma concentracao
inicial de vanilina (10) de 1,0 g-L''. Uma comparagdo dos compostos modelos de
lignina indicaram que siringaldeido (11) foi menos toxico que p-hidroxibenzaldeido

(47) para as duas cepas. S. cerevisiae foi significativamente inibida pela presenga de



furfural (2), hidroximetilfurfural (3) e vanilina (10), que inibiram a agdo dessa levedura
quando presente em concentragdes muito baixas (0,5 gL). Zymomonas mobilis foi
fortemente inibida na fermentagio de glucose por p-hidroxibenzaldeido (47) (0,5 g-L').

RANATUNGA et al. (1997) estudaram a fermentagdo de xilose para obtengdo
de etanol pela bactéria Zymomonas mobilis usando como sustrato o hidrolisado de uma
mistura de madeiras (carvalho vermelho, carvalho branco e alamo amarelo). Varios
compostos fendlicos foram testados. Vanilina (10) e siringaldeido (11), com
concentragdes de 43 mg-L'1e 130 mg-L™!, respectivamente, apresentaram os mais altos
niveis inibitérios. Acido vanilico (15) (84 mg-L™") e 4cido siringico (16) (93 mg-L")
tiveram efeitos inibitorios fracos.

FENSKE et al. (1998) compararam os efeitos inibitérios de alguns compostos
derivados de lignina em trés substratos diferentes: madeira de alamo, “switchgrass” e
sabugo de milho. Os compostos aromaticos encontrados no hidrolisado foram acido p-
hidroxibenzoico (26), acido cumarico (49), siringaldeido (11) e vanilina (10), cujas

concentragdes estdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Compostos derivados de lignina identificados em hidrolisados de é4lamo,

“switchgrass” e sabugo de milho (FENSKE et al., 1998).

Compostos [Acido p- [Acido [Siringaldeido] | [Vanilina]
hidroxibenzoico] cumarico] (mg-L™") (mg-L"
Substratos (mg-L™) (mg-L'")
Alamo 11,1 n.d. 29,3 15,1
“Switchgrass” n.d. 7,7 n.d. 16,5
Sabugo de milho n.d. 10,9 10,0 19,6

n.d. = nfo detectado.

Os compostos identificados nos trés hidrolisados sdo conhecidos por inibir o
metabolismo da levedura Pichia stipitis. Desses compostos, siringaldeido (11) e
vanilina (10) s3o particularmente mais inibidores da produg¢do de etanol e do

crescimento microbiano, especialmente quando comparados ao &acido acético ou a



compostos de degradagdo de agucares. A vanilina (10), um composto contendo grupo
guaiacil, foi mais inibitério que compostos contendo grupos siringil e p-hidroxibenzil.

CONVERTI et al. (2000) testaram o efeito de uma mistura de metanol (50),
furfural (2) e é4cido acético (1) na produgdo de xilitol por Candida guilliermondii,
usando como substrato um meio sintético de xilose. Os niveis iniciais das concentra¢des
desses compostos inibidores variaram de 0 a 100 gL' de metanol (50), 0 a 0,7 gL' de
furfural (2) e 0 a 1,3 gL' de acido acético (1). Os resultados mostraram que o metanol
(50) foi o composto inibidor mais fraco, sendo necessaria uma concentragdo de 17 gL’
para se obter uma produtividade especifica com metade do valor méximo na auséncia de
inibigdo. Por outro lado, furfural (2) e acido acético (1) foram muito mais fortes, sendo
capazes de reduzir a produtividade especifica a concentragdes de 0,62 gL' de furfural
(2) e 0,71 gL de acido acético (1). Esses resultados mostraram, portanto, que o
furfural (2) foi o composto inibidor mais forte na fermentacdo de xilose por C.
guilliermondii, seguido por acido acético (1) e metanol (50).

H3C——OH
50

ZALDIVAR et al. (2000) estudaram o efeito de alcoois aromaticos encontrados
em hidrolisados hemicelulésicos sobre a fermentacdo de xilose a etanol por Escherichia
coli recombinante. Sete compostos foram investigados individualmente e em
combinagdes binarias: catecol (51), alcool coniferilico (12), alcool furfurilico (14),
guaiacol (52), hidroquinona (53), metilcatecol (54) e alcool vanilico (39). Os resultados
mostraram que, individualmente, todos os alcoois aromaticos foram mais toxicos que o
alcool furfurilico (14). Metilcatecol (54) foi o mais toxico de todos.

Em relag@o as combinac¢des bindrias, embora muitas delas tivessem apresentado
adi¢do da toxicidade (40 — 60% de inibi¢do), as combinagdes com alcool furfurilico (14)
foram mais toxicas (60 — 80% de inibi¢do) que as outras pela soma dos efeitos
individuais (sinergismo). Combina¢des de guaiacol (52) e metilcatecol (54)
apresentaram também efeito sinergistico para inibi¢do de crescimento. Em contraste, as
combinagdes de alcool vanilico (39) com todos os alcoois, exceto alcool furfurilico (14)
foram aditivas (25 — 40% de inibi¢d0). As combina¢des dos alcoois aromaticos com
etanol (produto de fermentagdo) e com furfural (2) também foram examinadas. As

toxicidades combinadas de etanol com a maioria dos alcoois foram aditivas; etanol e



alcool vanilico (39) foram as menos aditivas. As combinagdes de furfural (2) foram
aditivas com catecol (51), alcool coniferilico (12) e hidroquinona (53), mas os efeitos
foram menores com metilcatecol (54) e alcool vanilico (39). Combinacdes de furfural
(2) com alcool furfurilico (14) ou guaiacol (52) foram muito téxicas e inibiram o
crescimento em 80% e 97%, respectivamente. O estudo do efeito desses alcoois

aromaticos na fermentacdo de xilose mostrou que todos os alcoois inibiram fortemente a

fermentagao.
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Em outro trabalho, ZALDIVAR e INGRAM (1999) estudaram o efeito de acidos
organicos encontrados em hidrolisados hemiceluldsicos na fermentacdo de xilose a
etanol por Escherichia coli. Os compostos testados incluiram &cidos aromaticos
derivados da lignina: acido fertlico (6), acido galico (55), acido p-hidroxibenzdico (26),
acido siringico (16) e acido vanilico (15); acido acético (1), derivado da hidrélise de
acetilxilana; e outros derivados da degradacdo de acucares: acido furdico (56), acido
férmico (57), acido levulinico (58) e acido caproico (22). Os resultados mostraram que
individualmente, o acido caproico (22) foi o composto mais toxico, seguido de acido
ferulico (6), acido furdico (56) e acido p-hidroxibenzoico (26). Acido foérmico (57) foi
mais toxico que os acido acético (1) e levulinico (58).

Quanto as combinac¢des binarias, todas as combina¢des foram aditivas na
toxicidade e causaram um decréscimo na massa celular de 40% a 60%. Efeitos
combinados com furfural (2) foram aditivos para todos os acidos, exceto com dacido
acético (1). A combinagdo de furfural (2) e acido acético (1) foi inesperadamente toxica
e causou uma redugdo no crescimento celular de 80%. As combinagdes de etanol e
acidos organicos também foram testadas e mostraram ser aditivas para a maioria dos
acidos, mas menos aditivas em combinagdes com acido formico (57), acido feralico (6)
ou acido p-hidroxibenzoico (26). O estudo do efeito dos 4acidos organicos na
fermentagdo de xilose mostraram que a producdo de etanol foi inibida em

aproximadamente 80% na presenga de acido levulinico (58), 4cido fertlico (6), acido p-



hidroxibenzoico (26) e acido vanilico (15). Inibigdes menores foram observadas com

acido acético (1), acido caprdico (22), acido siringico (16) e acido galico (55).
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MARTIN et al. (2002) estudaram a produgdo de etanol a partir de hidrolisados
enzimaticos de bagaco de cana utilizando Saccharomyces cerevisiae modificada
geneticamente. O bagaco de cana foi pré-tratado por explosdo a vapor na faixa de
temperatura de 205°C a 215°C e, posteriormente, com enzimas celuloliticas. Os
hidrolisados obtidos foram submetidos a dois diferentes processos de destoxificagdo,
com o objetivo de aumentar a fermentescibilidade, ou seja, remover os inibidores
anteriormente ao processo de fermentacdo. Os métodos utilizados foram destoxificag@o
enzimatica com lacase e detoxificagdo quimica por “overliming”, que envolve o
tratamento do hidrolisado hemiceluldsico com hidréxido de calcio - Ca(OH), - até pH
10 ou maior e posterior reacidificacdo do hidrolisado a pH 5,5 - 6,5 com acido sulfurico.
Apods o tratamento com “‘overliming”, o hidrolisado ¢ separado do precipitado por
filtragdo e estd pronto para ser fermentado (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996).

Aproximadamente 80% dos compostos fendlicos foram removidos pelo
tratamento com lacase. “Overliming” removeu parcialmente os compostos fenolicos,
como também outros inibidores de fermentagdo como acido acético (1), furfural (2) ¢
hidroximetilfurfural (3). Os hidrolisados foram fermentados com uma cepa de
S. cerevisiae (TMB 3001) geneticamente modificada em laboratorio, contendo genes
fermentadores de xilose de Pichia stipitis e com uma cepa industrial S. cerevisiae
ATCC 96581. O desempenho fermentativo da cepa obtida em laboratorio sobre o
hidrolisado nao-destoxificado foi maior que o da cepa industrial. Houve um aumento de
quase duas vezes na produtividade especifica da cepa TMB 3001 sobre o hidrolisado
destoxificado, quando comparado com os hidrolisados ndo-destoxificados. O
rendimento de etanol na fermentagdo com a cepa recombinante do hidrolisado

destoxificado por “overliming” foi 0,18 g etanol-g' bagaco seco, enquanto que no



hidrolisado ndo-destoxificado, o rendimento foi de 0,13 g etanol-g' bagaco seco,
representando 35% e 25% do rendimento tedrico, respectivamente.

Em um outro trabalho, HELLE et al. (2003) compararam o efeito de inibidores
na cepa fermentadora de xilose desenvolvida geneticamente S. cerevisiae 259ST a trés
cepas diferentes, incluindo uma cepa mae (S. cerevisiae 259A) e uma cepa industrial.
Os inibidores investigados foram acido acético (1), amdnia (NH;z) e furfural (2). S.
cerevisiae 259ST mostrou ser uma cepa resistente em relagdo aos inibidores estudados.
Para todos os inibidores testados, a taxa de crescimento celular foi mais severamente
inibida que o rendimento de etanol durante a fermentacdo de glucose. A habilidade da
cepa S. cerevisiae 259ST para fermentar xilose foi mais severamente afetada que a
habilidade de fermentar glucose. Em determinadas concentrag¢des, acido acético (1)
pode diminuir a taxa de crescimento celular em 15% e o rendimento de etanol a partir
de xilose em 50%, enquanto que amdnia pode diminuir o crescimento celular em 20% e
o rendimento de etanol a partir de xilose em 45%. A inibi¢do por furfural (2) foi
verificada apenas nas primeiras horas do processo, pois foi sendo metabolizado a alcool
furfurilico, que ¢ um composto menos inibidor. Amodnia, quando testado em
concentracdes acima de 24 gL', ndo afetou a taxa inicial de producdo de etanol a partir
de glucose e teve apenas um leve efeito no rendimento de etanol, enquanto que
concentragdes menores de amoénia afetaram a quantidade de etanol obtido a partir de
xilose, com um decréscimo de 75% na produgdo de etanol com 12 gL' de aménia.

Esses trabalhos trataram principalmente do efeito inibitério dos compostos
formados em diferentes processos de pré-tratamento sobre a fermentescibilidade de
xilose. Resultados semelhantes foram obtidos em fermentagdes alcodlicas de
hidrolisados contendo glucose como substrato, usando-se diferentes microrganismos
(CLARK e MACKIE, 1984; DELGENES et al., 1996; PFEIFER et al., 1984).

ANDO et al. (1986) identificaram e determinaram quantitativamente varios
compostos aromaticos em hidrolisado de madeira de dlamo pré-tratada por explosdo a
vapor a 205°C por 10 min. A influéncia desses compostos sobre a fermentacdo de
glucose a etanol por Saccharomyces cerevisiae foi estudada em meio sintético.
Siringaldeido (11), acido m-hidroxibenzdico (50) e 4acido siringico (16), em
concentragdes de até 0,1% (massa /massa seca da madeira pré-tratada), ndo afetaram a
fermentagdo. Vanilina (10) apresentou inibicdo moderada e foi maior do que o acido p-

hidroxibenzoico (26), que por sua vez foi maior que do p-hidroxibenzaldeido (47). O



acido cinamico (51) e o cinamaldeido (52) interromperam a fermentagdo quase
completamente e promoveram um efeito toxico nas leveduras durante a incubagdo. A
vanilina (10) afetou a fermentacdo no estagio inicial da incubacdo, mas apds 25 h a
fermentacdo foi recuperada e o rendimento final de etanol foi o mesmo do controle.
Considerando os resultados de fermentag@o, os autores estimaram valores empiricos
foram estimados para o grau de inibi¢do de cada substituinte presente nos compostos
aromaticos examinados: CH=CH = +3,0; CHO = +1,5; p-OH = +1,0; COOH = +0.,5; m-
OH = 0 e OCH; = -1,0. Segundo esses autores, os valores atribuidos a cada grupo
funcional podem ser usados para simular o poder inibitério do mesmo sobre a
fermentacdo. Os resultados obtidos na simulagdo mostraram-se concordantes com os

resultados das fermentagdes.

HCCOOH:HC—@ 60 HOC ——CH =CH—© 61

COOH

59

LARSSON et al. (1999) estudaram a geracdo de inibidores na fermentacdo de
manose e glucose a etanol por Saccharomyces cerevisiae, usando como substrato um
hidrolisado de Picea abies (conifera). Os efeitos do acido acético (1), acido formico
(57), éacido levulinico (58), furfural (2) e hidroximetilfurfural (3) no meio de
fermentagdo foram estudados. Os resultados mostraram que, em relacdo aos efeitos
individuais de acido acético (1), acido formico (57), acido levulinico (58), quando
encontrados a baixas concentra¢des, o rendimento de etanol foi aumentado, em
comparagdo com a referéncia de fermentagdo. A altas concentracdes, o acido férmico
(57) foi mais inibitdrio que o acido levulinico (58), que por sua vez, foi mais inibitorio
que o acido acético (1). Quando os trés acidos carboxilicos foram adicionados, o
rendimento de etanol diminuiu. Quando furfural (2) e hidroximetilfurfural (3) foram
adicionados aos acidos, o rendimento de etanol foi 0 mesmo; entretanto, a produtividade
diminuiu. O rendimento de etanol, obtido apds a adi¢do dos cinco compostos no meio,
foi similar ao rendimento obtido nos modelos de fermenta¢do, onde somente o acido
formico (57) foi adicionado.

PALMQVIST et al. (1996a) estudaram o efeito inibitdrio de compostos soluveis
em agua provenientes da madeira de salgueiro, pré-tratada com vapor na presenca de

SO, a 205°C por 6 min, sobre a hidrdlise enzimatica e a fermentacdo etandlica por



S. cerevisiae. Os sdlidos foram separados do hidrolisado por filtragdo. O filtrado foi
fracionado por destilagcdo a vacuo para render duas fragdes, uma de volateis e outra de
ndo volateis, que foram usadas para a determinacdo do potencial inibitorio dos
compostos presentes em cada fragdo. Os resultados mostraram que os compostos
volateis ndo afetaram nem a hidrélise enzimatica nem a fermentacdo subsequente da
glucose para etanol. Por outro lado, a fracdo do hidrolisado contendo os compostos ndo
volateis afetou ndo s6 a sacarificagdo, mas também a fermentacdo de glucose por

S. cerevisiae.

Esses trabalhos descritos anteriormente (resumidos nas Tabelas 1 e 3)
demonstram que a questdo da toxicidade dos compostos presentes nos hidrolisados ¢
bastante complexa. Dependendo do substrato e das condig¢des de pré-tratamento pode-se
formar diferentes inibidores em diferentes concentragdes. Também para um mesmo
hidrolisado, a acgdo inibitdria dos compostos formados no meio depende do tipo de

microrganismo utilizado e dos tipos de produtos gerados nos processos fermentativos.
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1.5. FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL

O etanol tem atraido interesse como combustivel liquido, especialmente para
transporte, por duas razdes: (a) a crise do petréleo em meados dos anos 70 enfatizou a
dependéncia mundial pelo suprimento do petroleo, que pode ser reduzida pelo uso de
combustiveis alternativos a partir de fontes renovaveis, como o etanol produzido a partir
de materiais lignoceluldsicos (SUN e CHENG, 2002; MARTINEZ et al., 2000) e (b) o
processo de producdo do etanol utiliza somente energia a partir de fontes renovaveis,
ocorrendo menos adi¢do de didxido de carbono na atmosfera em comparagdo aos
combustiveis fosseis, pois o CO, emitido ¢ aproveitado na fotossintese das plantas,
contribuindo menos para o agravamento do aquecimento global, o chamado “efeito
estufa”, fazendo do etanol uma fonte de energia ambientalmente benéfica. (GRASSI,
1998; ALVO et al.,, 1996; HAHN-HAGERDAL, 1996; VON SIVERS e ZACCHI,
1995, 1996).

Em adigdo, as emissdes ¢ a toxicidade dos gases provenientes da combustido do
etanol sdo menores que as dos combustiveis derivados de petréleo (NIGAM, 2002;
OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996). Deve-se levar em consideracio que 2/3 do
mondxido de carbono e 1/3 do ozonio produzido atualmente nas grandes cidades sdo
provenientes dos combustiveis usados em veiculos de transporte (NIGAM, 2002).

A xilose pode ser fermentada diretamente a etanol por bactérias, leveduras e
fungos. Até o momento, as leveduras tém apresentado maior rendimento e
produtividade. Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis sio
conhecidas como as leveduras que fermentam mais eficientemente xilose a etanol
(EKEN-SARACOGLU E ARSLAN, 2000; MEYRIAL et al., 1997, OLSSON ¢ HAHN-
HAGERDAL, 1996; McMILLAN, 1994b; HAHN-HAGERDAL et al, 1991;
ROBERTO et al., 1991; PRIOR et al., 1989; PAREKH et al., 1988).

A utilizagdo desses microrganismos em processos fermentativos proporciona a
obtencdo de produtividades razoaveis (0,02-0,66 g de etanol-L'"-h’") e rendimentos altos
de etanol (0,28-0,48 g de etanol por g de substrato), pois o rendimento teorico de etanol
a partir de xilose ¢ de 0,51 g de etanol por g de substrato. A fermentacdo direta requer
uma oxigenacdo baixa e cuidadosamente controlada (PRIOR et al, 1989), bem como a
remocao dos inibidores anteriormente a etapa de fermentagdo. Em adicdo, o crescimento
das leveduras fermentadoras de xilose ¢ completamente inibido por concentragdes de

etanol acima de 30 gL' (MEYRIAL et al., 1997; HAHN-HAGERDAL et al., 1991). As



duas principais razdes para se obter um rendimento de etanol abaixo do valor teorico
sdo: a co-producdo de xilitol, especialmente por P. tannophilus e a reassimilagdo de
etanol (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996).

A habilidade de Pichia stipitis e Candida shehatae para fermentar eficientemente
xilose a etanol tem recebido grande aten¢do, pois podem ser utilizadas sob condigdes
acrdbicas, apesar de serem susceptiveis a inibicdo por compostos toOXicos, cOmo
vanilina, siringaldeido, acido acético e furfural (NIGAM, 2001; EKEN-SARACOGLU
e ARSLAN, 2000; SREENATH e JEFFRIES, 2000; FENSKE et al., 1998; DELGENES
et al., 1996; SREENATH e JEFFRIES, 1996).

FERRARI et al. (1992) investigaram a produ¢@o de etanol partir do hidrolisado
hemiceluldsico obtido por hidrolise acida de eucalipto Eucalyptus globulus) usando
Pichia stipitis. A levedura primeiro consumiu glucose € manose. Depois que as hexoses
foram exauridas do meio, a assimila¢do da xilose foi iniciada. O consumo de xilose foi
total.

Em um trabalho apresentado por PAREKH et al. (1988) foram reportados os
resultados da pré-hidrolise com vapor catalisada com SO, de materiais lignocelulésicos,
como pinho, dlamo e sabugo de milho. O pré-tratamento permitiu produzir uma mistura
de agucares derivados da hemicelulose e da celulose, que foram fermentados por Pichia
stipitis. O resultado foi uma eficiente utilizacdo de xilose, com altos rendimentos de
etanol e boa tolerancia a inibidores. Apds o sucesso dos testes de laboratorio, uma série
de experimentos foi feita em um reator de escala ampliada de 1 m de diametro por 5 m
de comprimento. Fermentagdes de hidrolisados por P. stipitis contendo tanto pentoses
quanto hexoses apresentaram rendimentos de 372, 346 ¢ 388 L de etanol/tonelada seca
de biomassa, a partir de pinho, dlamo e sabugo de milho, respectivamente.

A pré-hidrélise e a hidrélise podem influenciar a fermentescibilidade do
hidrolisado, como, por exemplo, afetar a quantidade e a caracteristica dos inibidores
presentes nos hidrolisados. Em um estudo, madeira de alamo foi pré-hidrolisada com
vapor e depois hidrolisada, tanto por acido, como enzimaticamente (OLSSON e HAHN-
HAGERDAL, 1996). P. stipitis CBS 5776 foi usada para fermentar ambos os
hidrolisados ¢ um rendimento de 0,41 g de etanol por g de acticar e uma produtividade
de 0,08 g de etanolL'-h’' foram encontradas no hidrolisado enzimatico, enquanto o

rendimento de 0,29 g de etanol por g de agucar e uma produtividade de 0,05 g de

etanol-L"!-h™! foi encontrada no hidrolisado 4cido.



FERRARI et al. (1992) relataram a fermentacdo de hidrolisados de eucalipto
usando P. stipitis NRRL-Y7124, com um rendimento maximo de etanol de 0,35 g de
etanol por g de agucar (consumo de agucar de 99%). Por outro lado, P. tannophilus
produziu 0,39 g de etanol por g de agucar a partir de hidrolisado &cido de madeira de
alamo.

Candida shehatae NCL 3501 foi identificada como uma candidata em potencial
para utilizar glucose e xilose rapidamente. Fermentag@o de xilose pura e de hidrolisado
de palha de arroz por C. shehatae NCL 3501 livre ou imobilizada sob diferentes
condi¢des de cultura foram reportadas por ABBI et al. (1996). Hidrolisados foram
obtidos por hidrdlise 4cida e posterior tratamento com ‘“overliming” e por auto-
hidrolise. Quando o hidrolisado obtido através do processo de auto-hidrolise foi usado
como substrato para a produ¢do de etanol, rendimentos de 0,45 e 0,5 g de etanol por g
de acucar com células livres e imobilizadas, respectivamente, foram obtidos apds 48
horas de fermentagdo. Com o hidrolisado acido, o rendimento méximo de etanol
baseado no consumo de agucar foi de 0,43 ¢ 0,47 g de etanol por g com células livres e
imobilizadas, respectivamente. O bom desempenho efetuado pelas células imobilizadas,
em ambos os tipos de hidrolisados foi possivelmente devido a prote¢do aos inibidores
pelos suportes.

A maior desvantagem do processo de pré-tratamento da biomassa € a produgdo
de compostos toxicos durante a hidrolise, como 4acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural e derivados de lignina (acidos, alcoois e cetonas), que inibem a
fermentacdo por leveduras. Aparentemente, C. shehatae ¢ mais sensivel que P.
tannophilus, P. stipitis ou S. cerevisiae a inibidores presentes nos hidrolisados. O
método de ajuste de pH também tem sido usado na fermentagdo de hidrolisados acidos
por leveduras. Fermentacdo por P. stipitis CBS 7126 ¢ mais eficiente quando o
hidrolisado acido de bagaco de cana ¢ neutralizado com Ca(OH), do que com MgCOs,
NaOH ou NH4;OH (PRIOR et al., 1989).

Em algumas investigacdes, relatadas em PRIOR et al. (1989), os rendimentos e
produtividades volumétricas de etanol obtidos nos hidrolisados destoxificados foram
similares ou maiores que os reportados para fermentagcdes de xilose pura por varias
cepas de C. shehatae e P. stipitis. Isto sugere que, se 0s compostos toxicos sao
removidos, a composicdo dos hidrolisados ndo ¢ afetada, melhorando a habilidade das

leveduras a converterem agucares a etanol.



Como nenhum microrganismo que ocorra naturalmente pode satisfazer todas as
especificacdes necessarias (ex. alto rendimento, alta produtividade, alta tolerancia a
etanol, tolerancia a inibidores presentes no hidrolisado), isto pode ser realizado pela
utilizagdo de técnicas modernas de engenharia genética. Esfor¢os tém sido feitos para
incorporar as vias metabolicas de pentoses em produtores naturais de etanol, como S.
cerevisiae e Z. mobilis (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000; INGRAM E DORAN,
1995).

A tecnologia de DNA recombinante tem sido desenvolvida para tornar viaveis os
processos de fermentagdo de pentoses. Duas técnicas t€m sido utilizadas: incorporagio
da capacidade de fermentar etanol dentro de bactérias como E. colie K. oxytoca e
incorporacdo da capacidade de fermentar pentoses dentro de Z. mobilis e S. cerevisiae,
bactérias fermentativas capazes de produzir etanol com muita eficiéncia, mas utilizando
hexoses e ndo pentoses (NOTiCIAS FAPESP, 1998; DUFF ¢ MURRAY, 1996;
HAHN-HAGERDAL, 1996; GULATI et al., 1996).

As mais promissoras bactérias etanologénicas (que possuem genes capazes de
produzir etanol) sdo Escherichia coli, Zymomonas mobilis e Klebsiella oxytoca. Com o
uso dessas bactérias, obtém-se altos rendimentos de etanol, altas produtividades
especificas e altas tolerancias a etanol (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000).

No caso da E. coli recombinante, as enzimas da via fermentativa de producio de
etanol de Z. mobilis sdo inseridas dentro das células de E. coli, que utilizam pentoses
eficientemente. Isto confere alta producdo de etanol por essa bactéria, resultando em
microrganismos fermentadores de pentoses que produzem etanol (GULATI et al., 1996)
com altos rendimentos (0,44-0,52 g etanol-g agticar’') e altas produtividades (0,18-0,96
g etanolL"-h'") (OLSSON ¢ HAHN-HAGERDAL, 1996). Trocas adicionais nos genes
foram feitas para prevenir a formago de 4cidos organicos (HAHN-HAGERDAL, 1996;
OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996).

O uso da cepa E. coli B modificada com genes de Z. mobilis foram estudados,
usando meio sintético e hidrolisados preparados por diferentes processos termo-
quimicos a partir de uma variedade muito grande de substratos, incluindo madeiras
duras (dlamo) e madeiras moles (pinho), jornais, licor residual da polpagdo sulfito e
residuos de milho (LAWFORD e ROUSSEAU, 1993).

HAHN-HAGERDAL (1996) comparou o desempenho da fermentagdo de
diferentes microrganismos em um hidrolisado acido de sabugo de milho rico em

pentoses e concluiram que E. coli recombinante KO11 foi o melhor microrganismo



utilizado para fermentar xilose a etanol. E. coli recombinante KOI11 fermenta
monossacarideos com alto rendimento e produtividade de etanol mas, em alguns casos,
sofre inibi¢do. Apesar da boa fermentescibilidade apresentada por este microrganismo,
E. coli KO11 ¢ fenotipicamente instavel quando cultivada em bateladas repetidas ou
culturas continuas, mostrando um declinio no rendimento de etanol. Em outras
experiéncias, KOI11 foi fenotipicamente instavel quando incubada por mais que 24
horas em meio solido a 30°C (DIEN et al., 1998).

OLSSON e¢ HAHN-HAGERDAL (1996) compararam a ac¢do de P. stipitis, S.
cerevisiae recombinante, S. cerevisiae em combina¢do com xilose isomerase, F.
oxysporum ¢ E. coli recombinante e constataram que a E. coli KO11 recombinante foi a
melhor escolha para a fermentagdo de um hidrolisado 4cido de sabugo de milho. Com a
adi¢do de nutrientes e destoxifica¢do do hidrolisado por “overliming”, o rendimento foi
de 0,54 g de etanol/g de agucar e a produtividade méxima de 1,32 gL""-h'!.

DORAN et al. (1994) investigaram o uso de hidrolisado acido de bagaco de cana
para a producdo de etanol. A partir de uma tonelada deste material lignoceluldsico,
aproximadamente 300 kg de acticar foram produzidos por hidrélise acida, que puderam
ser fermentados para produzir 170 L de etanol (90% de eficiéncia) pela cepa E. coli
recombinante KO11. A celulose remanescente pode ser digerida por celulases
comerciais em um processo de SSF usando a bactéria recombinante Klebsiella oxytoca
P2. Em condi¢des 6timas, a porcdo celuldsica de cada tonelada de celulose tratada com
acido pode render 185 L de etanol adicionais. Dessa maneira, o rendimento projetado de
etanol (355 L-ton ') foi similar ao obtido por tonelada de milho em processos
tradicionais de fermentacdo utilizados nos EUA. A lignina remanescente e os residuos
de carboidratos podem produzir energia necessaria para o processo de destilacdo.

A desvantagem de se utilizar E. coli ou K. oxytoca recombinantes ¢ que eles
crescem em pH neutro, tornando o meio mais susceptivel ao crescimento de
microrganismos contaminantes. Em adi¢do, o tempo necessario para a fermentagdo de
pentoses a etanol é bem maior que quando se utiliza hexoses. No processo convencional
de producdo de etanol a partir do caldo de cana, a fermentacdo por levedura (S.
cerevisiae) ocorre entre 8 a 10 horas. Em contrapartida, materiais lignoceluldsicos sdo
fermentados por E. coli recombinante em um periodo de 30 a 40 horas (NOTICIAS
FAPESP, 1998).

Com o objetivo de combinar as propriedades fermentadoras de xilose da Pichia

stipitis com a tolerancia a inibidores de S. cerevisiae, alguns genes da Pichia stipitis



foram clonados e expressos na S. cerevisiae. Teoricamente, S. cerevisiae modificada

pdde fermentar xilose a etanol. Todavia, esta técnica ¢ limitada, pois apenas baixos

rendimentos de etanol foram obtidos (HAHN-HAGERDAL, 1996).

1.6. CONSIDERACOES FINAIS

Em todos os trabalhos descritos anteriormente, os hidrolisados foram obtidos a
partir de um nimero restrito de madeiras moles, madeiras duras e algumas gramineas.
Além disso, ndo foi encontrado na literatura nenhum trabalho sistematico que trate da
formacao, identifica¢do e inibicdo dos compostos gerados no pré-tratamento de bagago
de cana por explosdo a vapor e autohidrélise. O uso do bagago de cana neste estudo € de
grande originalidade e importancia no pais, visto que o Brasil ¢ um dos maiores
produtores mundiais de cana-de-agucar, gerando, por conseguinte, toneladas de bagago.

Dessa forma, o estudo do efeito inibitério dos compostos derivados da
degradagdo da lignina e dos carboidratos ¢ de grande importancia quando se tem em
vista a fermenta¢do de xilose a etanol a partir do bagago de cana, pois sabe-se que o
etanol combustivel produzido diretamente, via fermentagdo de biomassa, &
ambientalmente benéfico, diminuindo a emissdo de CO, na atmosfera, além de ser
renovavel, ao contrério do petréleo.

O presente trabalho visou caracterizar o hidrolisado hemiceluldsico e o bagago
de cana pré-tratado proveniente do pré-tratamento do bagago de cana por explosdo a
vapor; identificar e quantificar os compostos presentes no hidrolisado e determinar o
efeito inibitorio de compostos de baixa massa molar derivados das reagdes de
degradacdo de carboidratos e da lignina na fermentagdo de xilose a etanol.

Os testes de fermentacdo foram feitos com compostos de baixa massa molar
utilizando-se Pichia stipitis ¢ Candida shehatae e verificou-se que a intensidade de
inibi¢do varia com a concentragdo inicial dos compostos testados. Verificou-se que a
grande maioria dos compostos, quando testados em concentragdes mais altas, inibiram
totalmente o crescimento celular e a produgao de etanol.

Verificou-se também que o crescimento celular foi afetado com maior
intensidade que o parametro de produgdo de etanol para todos os compostos testados
quando utilizada a levedura Pichia stipitis, ao contrario da levedura Candida shehatae,
na qual a acdo dos compostos de baixa massa molar foi mais pronunciada para a

produgdo de etanol do que para o crescimento microbiano.



2. OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho foi a caracterizagdo do hidrolisado
hemiceluldsico e do bagaco pré-tratado proveniente do pré-tratamento do bagago de
cana por explosdo a vapor, a identificagdo e a quantificacdo dos compostos presentes no
hidrolisado e a determinag@o do efeito inibitério de compostos de baixa massa molar
derivados das reacdes de degradagdo de carboidratos e da lignina, frente aos processos
fermentativos que utilizam xilose como substrato para a obtencdo de etanol. Para

atingirmos esse objetivo, foram propostas as seguintes etapas de trabalho:

e Caracterizagdo quimica do bagaco de cana utilizado no pré-tratamento por explosdo a

vapor;

e Pré-tratamento por explosdo a vapor do bagaco de cana a 190°C por 15 minutos, para

a obtenc¢do do hidrolisado hemiceluldsico;

e Caracterizagdo quimica da fragdo solubilizada durante o pré-tratamento;

e Caracteriza¢do quimica do bagago pré-tratado;

e Caracterizag@o microestrutural do bagago natural, bagaco extraido por etanol 95% e

pré-tratado;

e Identificacdo dos oligdmeros de xilose presentes no hidrolisado;

e Isolamento e caracterizagdo dos complexos lignina-carboidrato presentes no

hidrolisado;

e Caracteriza¢do das fracdes aquosa e organica obtidas no procedimento de extragdo

liquido-liquido do hidrolisado;

e Realizacgdo dos testes de fermentagdo em meio sintético com compostos modelo e com
o hidrolisado obtido no pré-tratamento do bagaco de cana usando como microrganismos

Pichia stipitis e Candida shehatae.



3. MATERIAIS E METODOS

O procedimento experimental foi dividido em 5 topicos principais:

1. Preparacdo (item 3.1) e caracterizagdo quimica do bagago de cana (item 3.2);

2. Pré-tratamento do bagago de cana por explosdo a vapor, em escala de

bancada, a 190°C por 15 min (item 3.3);

3. Caracterizagdo quimica do bagago pré-tratado (item 3.5) e sua caracterizagdo
microestrutural por microscopia eletronica de varredura (MEV) (item 3.6).

4. Separagdo, caracterizagdo e quantificagdo das fracdes e substancias geradas
no processo de pré-tratamento (itens 3.4; 3.7; 3.8; 3.9; 3.10; 3.11 ¢ 3.12).

5. Testes de fermentacdo com microrganismos usando-se meios sintéticos e

diferentes fragdes contendo compostos inibidores potenciais de processos

fermentativos (item 3.13).

A representagdo esquematica geral do procedimento experimental € mostrada no

diagrama de blocos da figura 5.

3.1. PREPARACAO DO BAGACO DE CANA

O bagaco de cana, gentilmente cedido pela Usina Guarani (Olimpia — SP), foi
misturado, homogeneizado, quarteado, embalado em sacos de polietileno contendo
aproximadamente 1 kg, com umidade média de 50% e armazenado em camara fria a
-20°C, até sua utilizagdo no experimento de explosdo a vapor.

Uma amostra de aproximadamente 200 g foi seca em estufa a 60°C, por cerca de
12 h, moida, classificada em particulas de tamanho menor ou igual a 20 mesh e
caracterizada quimicamente, de acordo com o procedimento descrito no item 3.2. Uma
amostra de fibras de bagaco foi seca ao ar e posteriormente em pentdxido de fosforo

(P20s) para andlises morfologicas (item 3.6).
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Figura 5. Representacdo esquematica do processo de separagdo dos componentes do

bagago de cana por explosdo a vapor.

3.2. CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO DE CANA

3.2.1. DETERMINACAO DOS EXTRAIVEIS

O bagaco de cana foi extraido com etanol 95% em Soxhlet até o solvente tornar-
se incolor (cerca de 10 sifonagdes). O bagago extraido foi seco ao ar para evaporagdo do
solvente. Uma aliquota de fibras foi tomada para analises morfologicas (item 3.6) e o

restante do bagaco extraido foi seco em estufa a 105°C até massa constante,

determinada em balanca analitica.



3.2.2. DETERMINACAO DE LIGNINA KLASON INSOLUVEL EM
MEIO ACIDO

A quantidade de lignina insolivel em meio acido foi determinada de acordo com
o método Klason modificado (ASTM, D.1106-56).
Uma amostra de 2 g de bagago de cana extraido e seco, pesada com incerteza de

0,1 mg, foi transferida para um becher de 100 mL e tratada com 10 mL de HhSO4 72%,

sob vigorosa agitagdo, em um banho termostatizado a 45 + 0,5°C por 7 min. A reagdo
foi interrompida com a adi¢do de 50 mL de 4gua destilada. A amostra foi transferida
quantitativamente para um Erlenmeyer de 500 mL, usando-se 275 mL de agua.

Para a hidrélise completa dos oligdmeros restantes, o Erlenmeyer foi fechado
com papel aluminio e autoclavado por 30 min a 1,05 bar. Apés a descompressido da
autoclave, o frasco foi retirado e resfriado a temperatura ambiente. A mistura reacional
foi primeiramente filtrada para um baldo volumétrico de 500 mL, o qual foi
posteriormente avolumado com agua destilada. A solugdo foi armazenada para analises
posteriores de lignina solavel, cinzas, carboidratos e furfural e hidroximetilfurfural, de
acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.2.3, 3.2.4, 3.2.5 e 3.2.6,
respectivamente.

Os solidos retidos no papel de filtro foram lavados com aproximadamente 1,2 L
de agua destilada e secos em estufa a 105 + 3°C até massa constante. O material foi
calcinado de acordo com o procedimento descrito no item 3.2.4. A quantidade de cinzas

foi determinada e a massa de lignina determinada por diferenca.

3.2.3. DETERMINACAO DE LIGNINA KLASON SOLUVEL EM MEIO ACIDO

A quantidade de lignina solivel em meio acido foi determinada conforme
metodologia descrita por SILVA (1995).

Uma aliquota de 5 mL do hidrolisado obtido no item 3.2.2 foi alcalinizada com
NaOH 6,5 m.L'!' até pH 12,5 (- 2 mL) e diluida com 4gua destilada em um baldo de
100 mL.

A absorbancia da solugdo em 280 nm foi determinada em um espectrofotdmetro
UV/Visivel de duplo feixe, modelo Cintra 20, usando-se NaOH como referéncia. A

concentragdo de lignina foi calculada conforme a equagédo 1.



Ciig = (Aniar280 - Apazso) / Eiig Equacio 1

onde:

Ciig = concentragdo de lignina, em gL',

Anigrso = absorbancia do hidrolisado contendo a lignina, em 280 nm,

Api2s0 = Cruf€fuf + Cumf Enme = absorbancia em 280 nm dos produtos de
decomposi¢do dos agucares (furfural e hidroximetilfurfural), cujas concentragdes (Cyf €
Chmf) € as absortividades €fyr € €nmf) foram determinados previamente por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e por UV, respectivamente. O valores das
absortividades obtidas para furfural e hidroximetilfurfural foram de 146,85 L-g'-cm™ e
114,00 L- g'l-cm'l, respectivamente, conforme descrito em SILVA (1995),

Elig = absortividade para lignina de baga¢o(25,20 L-g'-cm™) (SILVA,
1995).

3.2.4. DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS NO BAGACO DE
CANA

A determinacdo do teor de cinzas no bagaco de cana ou lignina foi feita
conforme metodologia descrita em SILVA (1995). Cerca de 1,8 a 2,0 g de bagaco de
cana, com umidade conhecida, foram pesados, com incerteza de 0,1 mg, em um cadinho
de porcelana previamente calcinado e tarado. Em seguida, o bagago de cana foi
calcinado inicialmente a 300°C e depois por mais 2 h a 1100°C. Apods a calcinagdo, o
cadinho foi resfriado em dessecador e a massa de cinzas determinada. A massa de
cinzas da lignina foi usada para corrigir o teor de lignina insolavel, determinado no item
3.2.2.

O teor de cinzas foi calculado pela equacgdo 2:

% czs = (M2 - Ml) / M3 x 100 Equacéo 2
onde:
% czs = porcentagem em massa de cinzas.
M, = massa do cadinho calcinado vazio, em g.
M, = massa do cadinho com cinzas, em g.

M3 = massa de bagago seco, em g.



3.2.5. DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS E ACIDOS ORGANICOS
POR CLAE

Os carboidratos e os 4cidos organicos presentes no hidrolisado foram
identificados em um cromatdgrafo liquido Shimadzu, modelo CTO-6A (ROCHA et al,
1997). Uma aliquota de 40 mL do hidrolisado, obtido no item 3.2.2., teve o pH ajustado
com NaOH 2 mol.L'' de 0,6 para a faixa de 1 a 3 e, em seguida, foi diluida com 4gua
destilada em baldo volumétrico de 50 mL .

O hidrolisado acido foi extraido em cartuchos de extragdo solida Sep-Pak Cjg

(Waters), para a remog¢do de compostos aromaticos e, entdo, injetado em uma coluna
Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a uma pré-
coluna  trocadora de cations (Bio-Rad Laboratories Ltd), usando-se

HySO4 0,005 mol.L! como fase mével a uma vazio de 0,6 mL-min™' a 45°C, segundo

procedimento descrito por SILVA (1995). Os compostos foram monitorados por um
detector de indice de refrag@o (RI) (Shimadzu R10-6A).

As areas dos picos correspondentes as hexoses e as pentoses foram utilizadas
para calcular as massas de glucana e xilana, respectivamente. Essas massas foram
divididas pelo peso seco do material inicial e multiplicadas pelo fator de hidrdlise. Os
fatores de hidrélise para conversdo de glucose e celobiose em glucana sdo 0,90 e 0,95,
respectivamente. De maneira similar, xilose e arabinose foram convertidas em xilana e o
acido acético em grupos acetil usando-se os fatores 0,88 e 0,72, respectivamente.

As concentragdes de celobiose, glucose, xilose, arabinose e acido acético foram

determinadas a partir de curvas de calibrag¢@o externa obtidas com padrdes analiticos.

3.2.6. DETERMINACAO DE FURFURAL E
HIDROXIMETILFURFURAL

Furfural e hidroximetilfurfural foram determinados por CLAE em um
cromatografo liquido Shimadzu em uma coluna Spherisorb (Phase Sep-Pak Ltda) de
150 x 4,6mm, utilizando-se acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1% de acido acético como
fase moével a uma vazdo de 0,8 mL/min a 25°C. O hidrolisado foi previamente diluido
com agua na razdo de 1:100 e filtrado em membrana com didmetro de poro de 0,47 pm
(Millipore) (SILVA, 1995). Os compostos foram detectados a 276 nm, em um detector
de  ultravioleta (UV/Visivel) (Shimadzu SPD-10AV), modelo CTO-10A. As



concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural foram determinadas a partir de curvas

de calibracdo externa obtidas com os compostos puros.

3.3. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA POR EXPLOSAO A VAPOR
A 190°C POR 15 MIN

O pré-tratamento do bagago de cana foi realizado em escala de bancada, usando-
se um reator de ago inox 316 com capacidade para 0,65 L, cuja representacdo
esquematica ¢ mostrada na Figura 6 (SILVA, 1995).

No reator [3] pré-aquecido a temperatura de 190°C foram introduzidos, com o
auxilio de elevador hidraulico [9], 10 g de bagago seco, pesados com incerteza de 0,1
mg. O reator foi fechado e o vapor injetado até a temperatura atingir o equilibrio, o qual
permaneceu por 15 min. A valvula de alimentagdo de vapor [2] foi fechada e a valvula
de descompressdo [4] aberta imediatamente. Em fun¢do da descompressdo subita do
reator, o material pré-tratado foi ejetado para o ciclone [5], do qual foi removido
quantitativamente com cerca de 500 mL de agua destilada. Os experimentos foram
realizados em trinta e uma bateladas, gerando uma quantidade de hidrolisado suficiente
para a realiza¢do de todo o trabalho. Todo material foi armazenado em uma bombona de
50 L e depois transferido para uma centrifuga, marca Mineralmaq (Mdquinas para
Mineragdo e Alimentagdo LTDA). Os soluveis impregnados no bagago pré-tratado
foram separados por centrifugacdo e o bagaco pré-tratado foi lavado com &agua a
aproximadamente 65°C e centrifugado novamente. Esta operagdo foi repetida duas
vezes. Os filtrados foram armazenados separadamente: a primeira fragdo (10,5 L),
contendo o hidrolisado mais concentrado e as 2 restantes, resultantes de lavagens
sucessivas com 3,8 L e 2,1 L de agua. Apds esse procedimento, o bagago foi
abundantemente lavado com agua, durante a operacdo de centrifugacdo, até a dgua de
lavagem tornar-se incolor. A dgua de lavagem foi desprezada e o bagago foi levado a
estufa a 60°C até massa constante, determinada em balanca analitica (SILVA, 1995).
Em seguida, uma amostra de 100 g de bagago pré-tratado foi moida e classificada em
particulas menores ou iguais a 20 mesh, num moinho do tipo Wiley e, a seguir,

caracterizada pelo procedimento descrito no item 3.5.
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Figura 6. Representacdo esquematica do sistema de pré

lignoceluldsicos por explosdo a vapor em escala de bancada.



Uma parte do bagaco pré-tratado (antes da moagem) foi caracterizada por MEV
(item 3.6) e o restante do bagaco pré-tratado foi armazenado em sacos de polietileno,
que foram fechados e estocados em freezer.

Do filtrado foram retiradas duas aliquotas de 5 mL, sendo uma para analise da
lignina soluvel (item 3.2.3) e a outra para analise do hidroximetilfurfural e do furfural
(item 3.2.6), além de uma aliquota de 40 mL, para determinag@o das concentragdes dos
monomeros de acucares (item 3.2.5), do acido acético livre (item 3.2.5) e dos
oligdmeros de xilose (item 3.4).

Outra aliquota de 250 mL foi transferida para um Erlenmeyer de 500 mL e

acidificada com HySO4 a pH 0,6. O frasco foi fechado com papel aluminio e a amostra

foi autoclavada por 30 min a 1,05 bar para a hidrdlise completa dos oligdmeros
presentes. O hidrolisado foi avolumado para 500 mL, dos quais foram retiradas duas
aliquotas: uma de 5 mL, para determinagdo de lignina soluvel (item 3.2.3) e uma de
40 mL para determinagdo de carboidratos e de seus produtos de decomposi¢do por
CLAE (item 3.2.5).

Uma aliquota de aproximadamente 1000 mL do hidrolisado concentrado foi
sucessivamente extraida com diferentes solventes, conforme descrito no item 3.7. As
fracdes obtidas, contendo os compostos aromaticos, foram caracterizadas de acordo com
dos procedimentos descritos no item 3.12. Para a fragdo aquosa FAl, foram feitas
analises de complexos lignina-carboidrato (item 3.8), FTIR e UV/Visivel (item 3.9).
Uma aliquota de 500 mL de hidrolisado foi utilizada nos testes de inibicdo de
compostos aromaticos (3.13.7), além de uma outra aliquota de 1000 mL que foi

concentrada 3 vezes e utilizada para o mesmo fim.

3.4. IDENTIFICACAO DOS OLIGOMEROS DE XILOSE PRESENTES NO
HIDROLISADO

Os oligomeros de xilose presentes no hidrolisado, obtido no item 3.3, foram
identificados por CLAE em um cromatdégrafo liquido Shimadzu, modelo CTO-6A,
conforme metodologia descrita anteriormente (CUNHA, 1999; CUNHA e SILVA,
2001).

Uma aliquota de 40 mL do hidrolisado teve o pH ajustado para 7 com NaOH
2 mol.L'' e em seguida foi diluida com 4gua destilada em baldo volumétrico de 50 mL.

Os compostos aromaticos foram removidos do hidrolisado por extragdo em cartuchos



Sep-Pak C;s (Waters). O hidrolisado foi injetado diretamente em uma coluna Aminex
HPX-42A (300 X 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a duas pré-colunas:
catidnica e anionica. Como fase modvel foi empregada dgua bidestilada com vazdo de
0,6 mL-min’', a 45°C. Os compostos foram monitorados com um detector de Indice de
Refragdo (RI) (Shimadzu R10-6A) (CUNHA, 1999).

A identificacdo do grau de polimeriza¢do dos oligdmeros de xilose presentes no
hidrolisado foi feita a partir de uma amostra padrio contendo xilose, xilobiose e
xilotriose, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jos¢ Domingos Fontana, da Universidade
Federal do Parand (UFPR). Os tempos de retengdo da xilotetraose, xilopentaose e
xiloexaose foram determinados por extrapolacdo, a partir do cromatograma obtido da
hidrélise acida de xilana de bétula (Sigma). O procedimento de hidrélise da xilana esta

descrito no item 3.4.1.

3.4.1. HIDROLISE DE XILANA

Uma amostra de 1 g de xilana, pesada com incerteza de 0,1 mg, foi transferida

para um becher de 100 mL e tratada com 10 mL de HySO4 72%, sob vigorosa agitagdo,

em um banho termostatizado. A xilana foi hidrolisada a temperatura ambiente (25°C)
por 7 min. A reagdo foi interrompida com a adi¢do de 50 mL de agua destilada. A
amostra foi transferida quantitativamente para um Erlenmeyer de 500 mL, usando-se
275 mL de agua (CUNHA, 1999). Em seguida, uma aliquota de 25 mL da amostra foi
retirada e o pH elevado a 5,5 com auxilio de Ba(OH),. A solug¢ao foi filtrada em papel
de filtro e injetada diretamente em uma coluna Aminex HPX-42A (300 X 7,8 mm, Bio-
rad Laboratories Ltd) acoplada a duas pré-colunas trocadoras de ions: uma catidnica e
outra anidnica (Bio-Rad Laboratories Ltd). Como fase movel foi empregada agua
bidestilada em vazdo de 0,6 mL-min™', a 45°C. Os compostos foram monitorados em um

detector de indice de refracdo (RI) (Shimadzu R10-6A).

3.5. CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO PRE-TRATADO

A caracterizagdo quimica do bagaco pré-tratado, obtido pelo procedimento de
explosdo a vapor, foi feita da mesma maneira que para o bagago natural, descrito no

item 3.2 (SILVA, 1995; CUNHA, 1999). Uma amostra de aproximadamente 50 g foi

seca em estufa a 60°C até massa constante, moida, classificada em particulas de



tamanho menor ou igual a 20 mesh e caracterizada quimicamente. Foram feitas analises
de lignina insolivel, lignina soluvel, cinzas, carboidratos e furfural e
hidroximetilfurfural, de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.2.2, 3.2.3,

3.2.4,3.2.5 ¢ 3.2.6, respectivamente.

3.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DO
BAGACO NATURAL E PRE-TRATADO

Amostras de fibras de bagago natural, bagaco extraido com etanol 95% e bagaco
pré-tratado foram separadas, secas ao ar e posteriormente em P,Os/vacuo e examinadas
em um Microscopio Eletronico de Varredura Leo 1450 VP (40 Pa de pressao e 10 KV
de voltagem de acelera¢do) usando um detector de elétrons secundarios. MEV foi usada
para observacdes de sec¢des longitudinais e transversais dos trés tipos de amostras de
bagago de cana.

As amostras foram fixadas em fita dupla face de carbono no suporte de amostras

e ndo houve necessidade de metalizacdo das amostras.

3.7. SEPARACAO DE CARBOIDRATOS E COMPOSTOS AROMATICOS
PRESENTES NO HIDROLISADO POR EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Os carboidratos, os compostos aromaticos derivados de lignina de massa molar
mais alta e os compostos aromaticos de baixa massa molar foram separados por
extragdo liquido-liquido do hidrolisado em funil de separagdo com capacidade de 1L, de
acordo com a metodologia descrita em CUNHA (1999) e representada no esquema da

Figura 7.

Uma aliquota de 680 mL do hidrolisado, obtido pelo procedimento de explosao
a vapor (CUNHA 1999; CUNHA 2001b), foi acidificada com 30 mL de HCI 2 mol.L!
até¢ pH 2,0. Em seguida, o hidrolisado foi extraido com 700 mL de acetato de etila. Apds
a extragdo, foram separadas a fragdo aquosa (690 mL) contendo carboidratos (FA1) e a
fragdo organica (720 mL), contendo acetato de etila. Uma aliquota de 100 mL da fracao
organica (FO 720 mL) foi evaporada, seca em P,0Os, derivatizada e analisada por
CG/EM (FO1) (item 3.12.2). A aliquota restante da fracdo organica de
aproximadamente 620 mL, foi extraida sucessivamente com 3 x 100 mL de uma

solucdo de NaHCO; saturada e 3 x 100 mL de NaOH 2 mol.L'!. As fracdes soluveis em



NaHCO; e NaOH foram acidificadas com HCI 2 mol.L'!' até pH 2,0 e entdo extraidas
sucessivamente com 3 x 100 mL de diclorometano e 3 x 100 mL de acetato de etila.

A fase aquosa obtida da extragdo com solucdo saturada de NaHCO; foi
acidificada até pH 2,0 com HCI 2 mol.L'! e extraida com 3 x 100 mL de diclorometano,
seguida da separagdo das fases organica e aquosa. O solvente presente na fase organica
foi evaporado, a amostra foi seca em P,Os , derivatizada e analisada por CG/EM (FO3).
A fase aquosa foi extraida sucessivamente com 3 x 100 mL de acetato de etila,
ocorrendo a separagdo de duas fases: uma aquosa (FA2) e outra organica (FO2). O
solvente presente na FO2 foi eliminado por rotaecvaporag@o, a amostra seca em P,Os,
submetida a derivatizagd@o e analisada por CG/EM.

O solvente contido na fragdo organica, proveniente da extracdo com solucdo
saturada de NaHCO; e extraida com NaOH 2 mol.L'' (FO NaHCO3/NaOH), foi
evaporado e a amostra foi seca em P,Os, submetida a derivatizagdo e analisada por
CG/EM (FO6). A fase aquosa foi acidificada com HCI 2 mol.L'! até pH 2,0 e extraida
sucessivamente com 3 x 100 mL de diclorometano. O solvente foi evaporado, a amostra
seca em P,Os submetida a derivatizac¢do e analisada por CG/EM (FOS). A fase aquosa
remanescente foi extraida sucessivamente com 3 x 100 mL de acetato de etila, seguida
da separagdo das fases aquosa (FA3) e organica (FO4), da qual o solvente foi
evaporado, a amostra seca em P,Os, submetida a derivatizagao e analisada por CG/EM.
As fracdes aquosas (FA2 e FA3), separadas dos solventes, foram analisadas quanto aos
acucares livres (item 3.2.5) e a fracdo FAl foi analisada para a determinacdo de
complexos lignina-carboidrato (item 3.8), de fragmentos de lignina de maior massa
molar por UV/VIS e FTIR (item 3.9), de agticares livres (item 3.2.5) e de oligdmeros de
xilose (item 3.4).

Para cada uma das fragdes orgéanicas (FO1 - FO6) foram feitas andlises de
CG/EM e CG/DIC, conforme descrito nos itens 3.12.2 e 3.12.3, respectivamente, além
da caracterizagdo por distribuicio de massa molar média aparente (item 3.12.4),
espectroscopia de UV-VIS (item 3.12.5), espectroscopia no infravermelho (item 3.12.6)

e determinag@o de grupos funcionais (item 3.12.7).
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Figura 7. Representacdo esquematica do processo de extragdo liquido-liquido dos
compostos presentes no hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de cana com diferentes

solventes.



3.8. ISOLAMENTO DOS COMPLEXOS LIGNINA-CARBOIDRATO
PRESENTES NA FRACAO AQUOSA FAl

Os complexos lignina-carboidrato, presentes na fracdo aquosa FAl obtida no
item 3.7 (F(igura 7), foram isolados de acordo com o procedimento experimental
descrito a seguir.

Uma aliquota de 50 mL da fra¢do aquosa FA1 (vide item 3.7) foi eluida em um
cartucho de extracdo sdlida Sep-Pak C18. A fracdo adsorvida na C18 foi dessorvida
com etanol e seca sob pressdo reduzida. As fragdes eluida e adsorvida no Sep-Pak C18
foram analisadas em um sistema de Cromatografia de Permea¢ao em Gel (GPC) usando
Sephadex G50 (Medium) (Pharmacia Labs), de acordo com a metodologia descrita em
GUERRA (2001). A fase movel utilizada foi uma solu¢io de NaOH 0,5 molL"' com
fluxo de 0,4 mL-min"'. As amostras foram dissolvidas com NaOH 0,5 mol-L"' em uma
concentragio de 2 gL' e 0,4 mL foram injetados diretamente na coluna. Foram
coletadas fracdes de 4,0 mL e as eluigdes foram monitoradas pelas medidas de
absorbancia a 280 nm para a lignina e a 480 nm para carboidratos (pentoses), apos
reagcdo com fenol-acido sulfurico.

A reagdo dos carboidratos com fenol-acido sulfurico foi efetuada a partir da
adicdo de aliquotas de 2 mL de cada amostra coletada a 0,05 mL de fenol 80% (8 g de
fenol previamente destilado foi dissolvido em 2 mL g de dgua destilada) e a 5 mL de

H>S0498%. O tubo foi mantido em repouso por 10 min e depois foi agitado e colocado

em banho-maria a 25-30°C por 10-20 min (BROWNING, 1967).

3.9. CARACTERIZACAO DA FRACAO AQUOSA (FA1) POR UV/VIS E FTIR

As fragdes aquosas (eluida e adsorvida no Sep-Pak C18) derivadas da lignina de
massa molar alta presente na fracdo aquosa FA1 obtida no item 3.7 (figura 7) foram
caracterizadas de acordo com o procedimento experimental descrito a seguir.

Uma aliquota de 20 mL da fracdo aquosa FA1l foi eluida em um cartucho de
extracdo solida Sep-Pak C18 com o objetivo de separar os carboidratos dos compostos
aromaticos. A fracdo adsorvida em C18 foi dessorvida com etanol e seca sob pressao
reduzida. A fragdo eluida foi evaporada sob pressdo reduzida e seca em P,Os. As
fragdes eluida e adsorvida foram posteriormente analisadas por UV/Visivel (item

3.12.5) ¢ FTIR (item 3.12.6).



3.10. DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) NAS
FRACOES AQUOSAS FAl, FA2 E FA3

Os carboidratos presentes nas fragdes aquosas FA1l, FA2 e FA3, obtidas no
procedimento de extragdo liquido-liquido do hidrolisado (item 3.7), foram identificados
em um cromatégrafo liquido Shimadzu, modelo CTO-10A (ROCHA et al, 1997). Uma
aliquota de 20 mL de cada fragdo aquosa teve o pH ajustado com NaOH 2 mol.L'! de
0,6 para a faixa de 1 a 3 e, em seguida, foi diluida com agua destilada em baldo
volumétrico de 50 mL .

As fragdes aquosas foram extraidas em cartuchos de extragcdo solida Sep-Pak

C18 (Waters) para a remoc¢do de compostos aromaticos e, entdo, injetadas em uma

coluna Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a uma
pré-coluna trocadora de cations (Bio-Rad Laboratories Ltd), usando-se

H)S04 0,005 mol.L'' como fase mével a uma vazio de 0,6 mL-min™' a 45°C, segundo

procedimento descrito por SILVA (1995). Os compostos foram monitorados com um
detector de indice de refrag@o (RI) (Shimadzu R10-6A).
As concentragdes de celobiose, glucose, xilose e arabinose foram determinadas a

partir de curvas de calibragdo obtidas com padrdes analiticos.

3.11. IDENTIFICACAO DOS OLIGOMEROS DE XILOSE PRESENTES NA
FRACAO AQUOSA FA1

Os oligdbmeros de xilose presentes na fragdo aquosa FA1 foram identificados por
CLAE em um cromatdgrafo liquido Shimadzu, modelo CTO-6A, conforme
metodologia descrita em CUNHA (1999) e CUNHA e SILVA (2001c).

Uma aliquota de 20 mL do hidrolisado teve o pH ajustado para 7 com
NaOH 2 mol.L"! e foi em seguida diluida com 4gua destilada em baldo volumétrico de
50 mL.

Os compostos aromaticos foram removidos do hidrolisado por extracdo em
cartuchos Sep-Pak C;s3 (Waters). O hidrolisado foi injetado diretamente em uma coluna
Aminex HPX-42A (300 X 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a duas pré-
colunas: catidnica e anidonica. Como fase movel foi empregada agua bidestilada com

vazdo de 0,6 mL-min’, a 45°C. Os compostos foram monitorados com um detector de



RI (Shimadzu R10-6A) e os tempos de retencdo foram comparados aos tempos de

retencdo de uma solugdo padrao (CUNHA, 1999).

3.12. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS (FO1 - FOG6)
PROVENIENTES DA EXTRACAO LiQUIDO-LiQUIDO DO HIDROLISADO
POR SOLVENTES ORGANICOS

Cada uma das fragdes organicas FO1, FO2, FO3, FO4, FOS5 e FO6, obtidas de
acordo com o item 3.7, foram caracterizadas quanto a distribuicdo de massa molar
média aparente (item 3.12.4), por espectroscopia de UV-VIS (item 3.12.5), por
espectroscopia no Infravermelho (item 3.12.6) e pela determinag¢do de grupos funcionais

(item 3.12.7). Além dessas analises, os compostos presentes nessas fragdes foram

identificados por CG/EM (item 3.12.2) e quantificados por CG/DIC (item 3.12.3).

3.12.1. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS
AROMATICOS DE BAIXA MASSA MOLAR PRESENTES NO HIDROLISADO

Amostras das fragdes organicas FO1 - FO6 foram derivatizadas conforme o item

3.12.1.1 e analisadas por CG/EM (item 3.12.2) e por CG/DIC (item 3.12.3).

3.12.1.1. DERIVATIZACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES DE CG/EM E
CG/DIC

Cerca de 2 mg de amostra de cada fracdo acima citada foi rotoevaporada, seca
em P,Os, pesada e dissolvida em 100 uL de piridina. A seguir foi adicionado 500 uL de
N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) as amostras. Os frascos foram
fechados e mantidos a 60°C por 1 h (COTRIM, 1990) e resfriados a temperatura
ambiente. Uma aliquota de 1 WL da mistura reacional foi injetada no cromatdgrafo

mediante fracionamento mecanico (split) na razdo de 1:30, usando hélio como diluente.



3.12.2. CROMATOGRAFIA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As amostras derivatizadas foram analisadas em um cromatdgrafo de gases
acoplado a um detector de massas Finnigan, modelo MAT GCQ™, calibrado com
perfluorotributilamina (PFTBA) na faixa de varredura de m/z de 20 a 900. Os espectros
foram medidos apds ionizagdo das moléculas por impacto de elétrons (70 eV). Foi
utilizada uma coluna cromatografica OV-5 0,25 Micron (Ohio Valley) de
30 m x 0,25 mm. O fluxo de hélio usado foi de 33,0 cm/s. A fonte de ionizagdo foi
aquecida a 170°C, o injetor a 220°C e a temperatura de transferéncia de linha a 275°C
(CUNHA, 1999).

Para a melhor separag@o dos compostos presentes nas amostras, foram utilizadas
trés diferentes rampas de temperatura da coluna, de acordo com as condi¢cdes mostradas

na Tabela 4.

Tabela 4. Programas de temperatura da coluna para andlises das fragdes organicas nas

analises de CG/EM e CG/DIC (CUNHA, 1999).

AMOSTRAS INICIAL INTERMEDIARIA FINAL
Temp. | Tempo | Temp. | Tempo Taxa Temp. | Tempo Taxa
C) | (min) | (C) | (min) | CC/min) | (°C) | (min) |(°C/min)
FO2, FO4, FO6 60 1 140 2 15 280 10 2
FO1 80 1 140 4 4 280 25 4
FO3, FO5 60 1 140 3 30 240 13.33 2

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo dos espectros de massa
obtidos com aqueles de bibliotecas de espectros instalados no equipamento de CG/EM,

bem como por proposigdes de fragmentagdes 1dgicas.

3.12.3. CROMATOGRAFIA GASOSA/DETECTOR DE IONIZACAO DE
CHAMA

As amostras derivatizadas foram também analisadas em um cromatografo de

gases acoplado a um detector de ionizagdo de chama (FID), modelo Varian 3400 CX.




Foi utilizada uma coluna cromatografica DB-5 de 30 m x 0,25 mm. O fluxo de hélio
usado foi de 33,0 cm/s e split 1:100. Para quantificar compostos fenolicos, o fluoranteno
foi utilizado como padrdo interno e o programa de temperatura da coluna foi o0 mesmo

empregado nas andlises de CG/EM (item 3.12.2).

3.12.4. DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DE MASSA MOLAR MEDIA
DAS FRACOES ORGANICAS

A determinag@o da massa molar média de cada fragdo organica (FO1-FO6) foi
determinada por Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC) em uma coluna de 57 x
1,8 cm, preenchida com uma suspensdo de Sephadex G-50 em NaOH 0,5 molL'. A
fase movel utilizada foi NaOH 0,5 molL™' com fluxo de 0,4 mL-min'. O volume de
cada amostra injetada foi de 0,4 mL, em concentracdes de aproximadamente 2,0 gL
Foram coletadas fracdes de 4,0 mL ¢ a absorbancia de cada fragdo foi lida em 280 nm
(FORSS et al., 1988).

A coluna cromatografica foi previamente calibrada com proteinas de massas
molares conhecidas (conforme descrito no item 3.12.4.1), além de uma amostra de

lignina de bagaco de cana.

3.12.4.1. CALIBRACAO DA COLUNA CROMATOGRAFICA DE GPC

A coluna cromatografica foi calibrada com proteinas de massas molares
conhecidas (anidrase carbonica = 29.000 gmol' e citocromo ¢ = 12.400 gmol'), além
de uma amostra de lignina de bagago de cana (MM = 4000 g:mol"), obtida por explosio
a vapor e precipitada com HCI (SILVA, 1995). As proteinas e a lignina foram aplicadas
na coluna nas mesmas concentracdes das amostras (item 3.12.4). Foram usadas, para a
determinag¢do dos volumes de exclusdo e permeacdo total, albumina bovina (66.000
g-mol') e acetona (58 g-mol'), respectivamente. O volume médio de eluigio das
proteinas e da lignina foi transformado em um valor (Kd) que independe do tamanho da

coluna, conforme a Equagao 3:

Kd=(Vel - Vo)/(Vt- Vo) (Equacio 3)
onde:

Vel = volume de eluigio;



Vo = volume de exclusio total;

Vt = volume de permeagio total.

3.12.4.2. CALCULO DOS VALORES DE Mw, Mn E POLIDISPERSIDADE

Os cromatogramas foram integrados em fracdes de 4 mL, utilizando-se uma
planilha de calculo feita no programa EXCEL 2000. Os valores de Mw (Massa Molar
Média em Massa), Mn (Massa Molar Média em Numero) e Mw/Mn (Polidispersidade)

foram calculados pelas equagdes 4, 5 e 6, respectivamente:

Mw =2 (a; x M;) / Za; (Equacio 4)
Mn = Xa;/ 2(ai/M;) (Equacio 5)
D=Mw/Mn (Equacio 6)

onde: a; = area do cromatograma sob uma fragao "i";
M; = massa molar da fracdo "i" obtido por interpolacio na curva de calibragdo

(3.12.4.1).

3.12.5. ESPECTROSCOPIA NO UV-VISIVEL

Os espectros das amostras na regido do UV-Visivel foram obtidos em um
espectrofotometro U-2001 Spectrophotometer - Hitachi.

Foi preparada uma solugdo estoque de cada fragdo orgénica seca (FO1 - FO6)
em dioxano/agua 96% (10 mg em 1,3 mL de dioxano/dagua 96%). Uma aliquota de
0,5 mL da solugdo estoque de cada fragdo organica foi inserida em um baldo
volumétrico de 10 mL com o auxilio de uma pipeta volumétrica e o volume do baldo foi
completado com dioxano/agua 96%. Este procedimento foi repetido com aliquotas de
0,4 mL, 0,3 mL e 0,1 mL de solugo estoque para cada fragdo organica.

Essas solugdes de concentragdes conhecidas tiveram suas absorbancias
determinadas a 280 nm e 310 nm. A absortividade de cada fra¢do foi calculada como a

inclinagdo de uma curva que relaciona absorbancia versus concentragao.



Uma dessas solu¢des de concentragdo conhecida foi utilizada para se obter o

espectro de UV/Visivel contra dioxano/agua 96% (GUERRA, 1998).

3.12.6. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

As andlises foram feitas através de pastilhas contendo 1,5 mg de amostra em
300 mg de KBr compactadas a 10 — 12 kgf/ent sob vacuo. Os espectros foram varridos
na regido de 4.000 a 400 cm!, nimero de scans = 8 e resolugdo = 4 cm!, em um

espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrometer.
3.12.7. DETERMINACAO DE GRUPOS FUNCIONAIS

3.12.7.1. DETERMINACAO DE HIDROXILAS FENOLICAS

O método UV diferencial consiste da varredura de um espectro das solugdes das
fracdes orgdnicas em meio basico contra a mesma solugdo em meio 4cido, num
espectrofotometro de duplo feixe (espectrofotdmetro U-2001 Spectrophotometer -
Hitachi). A determinag¢do de hidroxila fenolica foi feita baseando-se na absortividade
média de compostos modelo de lignina, conforme descrito por WEXLER (1964).

Uma solugdo de cada fra¢do organica (dilui¢ao das solugdes estoque, item 3.6.5,
em dioxano/agua 1:1), acidificada até pH 1,0 com a adi¢cdo de HCI1 1,0 M, foi utilizada
como referéncia para a obtengdo de um espectro UV diferencial, utilizando como
amostra uma solu¢do de mesma concentragio, porém, basificada a pH 13,0 com NaOH
IM. O espectro foi registrado entre 220-400 nm e teor de hidroxilas fenolicas calculado
com base nas absortividades em 250 nm.

O teor de hidroxilas fenodlicas para cada fracdo orgéanica foi calculado pela

Equacao 7.

%OH fendlica = (Aaps2sonm X 0.192) / Ciig  (Equaciio 7)
onde:

%OH fenolica = porcentagem de hidroxilas fendlicas,

Aabs250nm = absorbancia da solugdo em 250 nm, subtraida da absorbancia relativa a

linha de base do espectro, como mostrado no apéndice 1.



0,192 = relagdo de porcentagem de OH fendlica por absortividade em 250 nm

(L-g'cm™), determinada para vérios compostos modelo (WEXLER, 1964),

Ciig = Concentragdo das solugdes das fragdes organicas.

3.12.7.2. DETERMINACAO DE METOXILAS

O teor de metoxilas foi determinado de acordo com a metodologia descrita por
FERRAZ et al (1997). Cerca de 8 mg de cada amostra foram pesadas com precisdo de
0,1 mg, diretamente em tubos de vidro de 4 mL lacrados com tampa de rosca e septo de
Black Viton. A cada amostra foram adicionados 0,25 mL de acido iodidrico 47%
(m/m). A mistura foi aquecida a 125°C em banho de 6leo de silicone por 60 min. Apds
o término da reagdo, os frascos foram resfriados em gelo por 10 min. Em seguida, foram
adicionados através dos septos 0,9 mL de CHCL e 1,0 mL de agua. Os frascos foram
agitados e abertos para a adi¢do de 0,1 mL de 2-iodopropano (4% v/v em CHCE),
utilizado como padrdo interno. A fase de cloroférmio foi analisada por cromatografia
gasosa em um cromatdgrafo Varian 3400 CX, equipado com coluna DB-5 de 30 m x

0,25 mm e Detector de lonizacdo de Chama (FID).
3.12.8. ANALISE ELEMENTAR DAS FRACOES ORGANICAS

A analise elementar foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade de
Campinas, utilizando-se um equipamento Perkin Elmer (Elemental Analyzer 2400
CHN) e os resultados obtidos foram empregados no calculo da féormula minima das

ligninas contidas nas fragdes organicas (FO1-FO6).

3.12.9. ACETILACAO E ESPECTROSCOPIA DE RMN DAS FRACOES
ORGANICAS (FO1-FO6)

Os espectros de RMN-'"H e RMN-'?C foram obtidos de amostras das fracdes
organicas acetiladas. A acetilagdo foi feita de acordo com o procedimento descrito por
LENZ (1968). Cerca de 100 mg de cada fragdo organica, pesada com precisdo de 0,1

mg, foi dissolvida em 2 mL de piridina e 2 mL de anidrido acético. O frasco foi selado e



o sistema foi deixado a temperatura ambiente no escuro durante 50 h. Ao término da
reacdo, o excesso de anidrido acético foi destruido pela adicdo de 4 mL de etanol. Os
solventes foram evaporados sob pressdo reduzida, com o auxilio da formacdo de
azeotropo com piridina e etanol. Finalmente, as amostras foram completamente secas
em estufa a vdcuo com P,0s.

Cerca de 30 mg de lignina acetilada foram dissolvidos em 0,5 mL de CDC} e os
espectros foram registrados em um espectrdmetro VARIAN GEMINI 300 MHz
(processo FAPESP 96/12770-8). Espectros de RMN-'H foram obtidos utilizando-se
pulsos de 90° (largura do pulso: 10,5 s), tempo de aquisicdo de 2,7 s e um total de 16
varreduras (CHEN e ROBERT, 1988). Os espectros de RMN-'H foram coletados em
freqiiéncia de 75,462 MHz e foram usados um total de 16.000 scans e pulsos de 16 ms
(MONTANE et al., 1997). O sinal do CDCk foi usado como referéncia interna em
todos as analises. As mesmas condigdes foram usadas para obtengdo dos espectros de

RMN-"C.

3.13. TESTES DE INIBICAO DE MICRORGANISMOS EM MEIO
FERMENTATIVO POR COMPOSTOS AROMATICOS

Os testes iniciais foram feitos em meio sintético com a adi¢cdo individual de
compostos modelo derivados da lignina (Sigma Chemical) nas mesmas concentragdes
encontradas no hidrolisado, tais como: p-hidroxibenzaldeido, 4cido p-hidroxibenzodico,
acidos frams-cumadrico, acido ferulico, siringaldeido, vanilina, acido vanilico e acido
siringico (CUNHA, 1999) usando-se P. stipitis e C. shehatae.

Os compostos modelo foram inseridos nos meios fermentativos sintéticos (para
os dois microrganismos) nas concentragdes encontradas no hidrolisado (tabela 4),
0,2 gL', 1,0 gL' e 5,0 gL' (item 3.13.6) e comparados com o controle (solugio
contendo xilose pura).

Esses mesmos testes de inibi¢do foram realizados com o hidrolisado bruto
concentrado e ndo-concentrado, obtido do pré-tratamento por explosdo a vapor (item

3.13.7).



3.13.1. Microrganismos e preparo do inéculo

A levedura Candida shehatae (Y-12858) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Cletus Kurtzman do "Microbial Genomics and Bioprocessing" - National Center for
Agricultural Utilization Research - USDA, IL, USA. A levedura Pichia stipitis (CBS
5774) foi obtida do Central Bureau Voor Schimmelcultures (CBS) — The Netherlands —
e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Nei Pereira Junior do Departamento de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

A levedura Candida shehatae Y-12858 foi conservada a 4°C em agar inclinado,
contendo 3 gL' de extrato de levedura, 3 gL' de extrato de malte, 5 gL' de peptona e
10 gL' glucose. Pichia stipitis CBS 5774 foi conservada a 4°C em agar inclinado
contendo 1,5 g'L'1 de extrato de levedura, 1,25 g-L’1 de uréia, 1,10 g~L’1 de fosfato
bibasico de potassio (KH,PO,) e 20 g-L! de xilose.

Duas algadas de células foram transferidas do meio sélido para um frasco
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL de meio de cultura com a seguinte
composi¢do: extrato de levedura (1,5 g-L''), extrato de malte (1,5 g-L'"), peptona
(2,5 gL' e xilose (5 gL"). Os frascos foram agitados a 150 rpm por um periodo entre
30-48 horas a 30°C. Apos este tempo as células de ambas as leveduras foram
centrifugadas a 2000 rpm e ressuspensas em agua destilada estéril. Esta suspensdo foi
utilizada para inocular os frascos contendo o meio de fermentagdo, sendo a
concentragdo inicial de indculo em cada frasco de aproximadamente 0,4 g-L' (massa
seca) nos experimentos efetuados em meio sintético (item 3.13.6) e de 1,1 g-L™!' nos

experimentos efetuados com os hidrolisados brutos ou concentrados (item 3.13.7)

(TRAN e CHAMBERS, 1986).

3.13.2. Meio de crescimento

Os ensaios de fermentacdo foram efetuados em meios de cultura contendo
peptona (3,5 gL!), extrato de levedura (3,0 gL'!), K;HPO; (2,0 gL™), MgSO4-7H,0
(1,0 gL' e (NH4),S804 (1,0 gL'') (TRAN ¢ CHAMBERS, 1986). As solucdes de
xilose foram preparadas separadamente dos frascos contendo meio de cultura e
adicionadas antes da inocula¢do dos microrganismos. Os meios e as solugdes de xilose

foram autoclavados a 0,5 atm por 10 min.



3.13.3. Condicdes de fermentacio

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
50 mL de meio liquido (item 3.13.2), agitados a 150 rpm em um agitador orbital a 30°C.
Amostras foram retiradas em intervalos de 12 horas para avaliagdo do crescimento

celular, produg¢do de etanol, consumo de xilose e pH.

3.13.4. Efeito da concentracio de xilose na producio de etanol

Diferentes concentragdes de xilose (20 gL', 40 gL', 50 gL', 60 gL', 80 gL'
e 100 gL") foram estudadas para a avaliagio da produgio de etanol e consumo de

xilose pelas leveduras C. shehatae e P. stipitis.

3.13.5. Métodos analiticos

A concentragdo celular foi determinada a partir de curva de calibragdo
relacionando densidade tica (600 nm) com massa celular (g L). O pH foi determinado
em potencidmetro B374 (Micronal). A concentragdo de etanol e a concentragdo de
xilose foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em
um cromatégrafo Shimadzu CTO-6A com detector de Indice de Refragdo, utilizando-se
uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) acoplada a duas pré-colunas:
uma catidnica e outra anibnica (Bio-Rad) a 45°C, empregando F:SO4 0,005 mol-L™!
como eluente a um fluxo de 0,6 mL-min' (CUNHA, 1999). As amostras foram

previamente filtradas em cartuchos de extragdo sdlida Sep-Pak C18 (Waters).
3.13.6. Efeito inibitorio dos compostos modelo

Os compostos modelo testados, derivados da degrada¢do das hemiceluloses,
foram furfural, hidroximetilfurfural e acido acético. O furfural e o acido acético foram
redestilados antes do uso nos ensaios de fermentagdo. Os compostos de baixa massa
molar derivados da lignina foram vanilina, siringaldeido, p-hidroxibenzaldeido, acido
vanilico, 4cido siringico, acido trans-cumarico, acido ferulico e 4acido p-
hidroxibenzoico. Todos os reagentes utilizados foram de especificagdo p.a. (pureza
analitica) e foram fornecidos pela Sigma-Aldrich Quimica. Exceto furfural e acido

acético, todos os outros compostos foram usados sem purificacdo prévia. Esses



compostos foram testados em diferentes concentracdes. Cada composto foi misturado
ao meio sintético contendo xilose (50 gL') e nutrientes (item 3.13.2) antes da
esterilizagdo e fermentagdo e foram solubilizados na etapa de esterilizag¢do (0,5 atm por

10 min).

ooooo

bagaco de cana

O efeito dos compostos inibitorios presentes no hidrolisado foi testado com
ambas as leveduras, sendo que o hidrolisado puro foi fermentado nas mesmas condig¢des
das fermentag¢des efetuadas em meio sintético (item 3.13.3). Foram feitos também testes
com o hidrolisado concentrado 3 vezes a 70°C em um concentrador com capacidade
para 4 L. Todos os testes foram comparados com o controle (solugdo contendo xilose

pura) para a verifica¢do de inibi¢do de crescimento celular e produgdo de etanol.

3.13.8. Determinacio da eficiéncia das fermentacdes

Os resultados das fermentagdes de xilose utilizando-se a levedura P. stipitis
foram avaliados quanto ao rendimento e a produtividade volumétrica de etanol

(STAMBURY et al., 1995). Foram utilizadas as seguintes formulas:

Rendimento de etanol: Yp;s =-Ap/As = P¢- P;/ S¢- S; (Equacgéao 8)
onde: S;e S¢correspondem as concentragdes inicial e final de xilose;

P; e Pr correspondem as concentragdes inicial e final de etanol.

Produtividade volumétrica de etanol: Qp = Ap/At=P¢-Pi/tr-t; (Equagio 9)
onde: P;e Prcorrespondem as concentragdes inicial e final de etanol;

ti e tr correspondem aos tempos inicial e final de fermentagao.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA POR EXPLOSAO A VAPOR

O bagago de cana foi pré-tratado por explosdo a vapor a 190°C por 15 min, sem
a adi¢do de acidos. Esta condicdo foi considerada otima por SILVA (1999), pois
mostrou que a solubilizagdo do bagago foi bastante significativa, sendo identificados
68% dos compostos hidrolisados e o restante foi perdido como produtos de
decomposigao.

A quantidade de bagaco de cana solubilizado no pré-tratamento a 190°C por
15 min foi de 32,7 = 0,3 %. Este valor foi calculado pela diferenga entre a massa de
bagaco (base seca) introduzida no reator e a massa de bagaco pré-tratado (base seca)
obtida apds a remocgdo da fra¢ao soluvel em agua (hidrolisado).

A comparag@o desse valor com os 23,1 * 0,4%, atribuidos a quantidade de
compostos determinados no hidrolisado (Tabela 5), mostrou que 9,6 + 0,5% do bagago
de cana foi solubilizado para compostos ndo determinados pela metodologia descrita no

item 3.2.

Tabela 5. Balango de massa do bagago de cana antes e apos o pré-tratamento a 190°C,
15 min e determinagdo da quantidade de material recuperado. Quantidades expressas em

relacdo a 100 g de bagago seco.

COMPONENTE  BAGACO BRUTO BAGACO PRE-  COMPOSICAO DO MATERIAL
(%) TRATADO (%) HIDROLISADO*  RECUPERADQ**
(%) (%)
GLUCANA 3742 34,5+0,7 1,32 £ 0,02 35,8+0,7
XILANA 3042 6,6 £0,1 156+ 0,4 222404
GRUPOS ACETIL 2,3%0,1 0,47 £ 0,03 1,8£0,1 2,3£0,1
LIGNINA TOTAL 22,9402 18,740,2 4,49 £ 0,01 232402
EXTRAIVEIS 2.8+0,7 na na na
CINZAS 2,5+02 1,840,5 na 1,840,5
TOTAL 98+ 3 62+ 1 23,1+04 85+ 1

n.a = ndo analisado.

* Composi¢do do hidrolisado considerando-se os componentes quimicamente determinados pela
metodologia descrita no item 3.2.

** Calculado pela soma dos componentes presentes no bagago pré-tratado e no hidrolisado.



Os resultados mostraram que 1,32 + 0,02% do bagago foi solubilizado na forma
de glucana (Tabela 9). Este valor representa 7,00 = 0,06% do total de glucanas presentes
no bagago de cana. Deste total, 3,56 * 0,06% foram recuperados na forma de
oligdmeros de glucose e hidroximetilfurfural e o restante (3,4 = 0,1%) para compostos
ndo identificados (Tabela 9).

A xilana foi o componente que sofreu maior solubiliza¢do (77,88 £ 0,07%), o
que representa 15,6 + 0,4% do bagaco solubilizado (Tabela 5). Desse total,
52,00 £ 0,07% foi recuperada na forma de xilose, oligobmeros de xilose, furfural,
arabinose e arabinose ligada a oligdmeros de xilose. Essa maior solubiliza¢do, também
foi acompanhada de uma grande quantidade de compostos ndo identificados

(25,9 £ 0,1%). Esses compostos sdo derivados de furfural, que nas condigdes de reagdo
tendem a sofrer reagdo de polimerizacdo, formando resinas furdnicas e produtos de
condensag¢do com a lignina (FENGEL ¢ WEGENER, 1989).

Os grupos acetil também foram intensamente solubilizados (79,57 * 0,08%),
equivalendo a 1,8 £ 0,1% do bagac¢o inicial (Tabela 5), acompanhando a hidrolise das
xilanas. A quantidade de grupos acetil identificados na forma de acido acético livre e
grupos acetil ligados a oligdmeros de xilana foi de 78,26 + 0,07%. Uma pequena fragdo
dos grupos acetil ndo foi identificada (1,3 %).

A lignina sofreu uma solubilizag@o apreciavel (18,34 + 0,01%). Por outro lado, a
quantidade de lignina solivel no hidrolisado foi de 19,61 * 0,01%. Estes resultados
mostraram que a quantidade total de lignina recuperada foi de 100,87 £ 0,02%, o que
demonstra que houve reagdes de condensagdo com os produtos de degradacdo dos
agucares.

Os resultados do pré-tratamento do bagago de cana realizados nas mesmas
condi¢des usados por CUNHA e SILVA (2001) e por SILVA (1995) sao apresentados

nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.



Tabela 6. Balango de massa do bagaco de cana sem e apos o pré-tratamento a 190°C,

15 min e determina¢@o da quantidade de material recuperado. Quantidades expressas em

relagdo a 100 g de bagago seco (CUNHA e SILVA, 2001).

COMPONENTE  BAGACOBRUTO BAGACO PRE-  COMPOSICAO DO MATERIAL
(%) TRATADO (%) HIDROLISADO*  RECUPERADO**
(%) (%)
GLUCANA 392+0,9 35,7+0,1 1,25+ 0,01 3740,1
XILANA 25240,6 4240,1 14,04 + 0,06 18,2+ 0,1
GRUPOS ACETIL 3,5%0,2 0,5960 + 0,0001 1,189 + 0,001 1,785 £ 0,001
LIGNINA TOTAL 23+2 19,1£0,3 4,8+ 0,1 23,9403
EXTRAIVEIS 2,0£0,1 na na na
CINZAS 3,1+04 2,29 +0,01 na 2,294 0,01
TOTAL 96 +2 61,9403 21,340,2 83,2+0,3

n.a. = ndo analisado.

* Composi¢do do hidrolisado considerando-se os componentes quimicamente determinados pela
metodologia descrita no item 3.2.

** Calculado pela soma dos componentes presentes no bagago pré-tratado e no hidrolisado.

Tabela 7. Balango de massa do bagaco de cana sem e apos o pré-tratamento a 190°C,

15 min e determina¢@o da quantidade de material recuperado. Quantidades expressas em

relagdo a 100 g de bagago seco (SILVA, 1995).

COMPONENTE BAGACO BRUTO BAGACO PRE- COMPOSICAO DO MATERIAL
(%) TRATADO (%) HIDROLISADO* RECUPERADO**
(%0) (7o)
GLUCANA 43+1 37,0£0,7 1,5%£0,2 38,5+0,7
XILANA 25+1 6,8%0,2 16,2£ 0,6 23,0£0,6
GRUPOS ACETIL 28+£0,8 0,33 £0,05 2,1£0,5 2,4%0,5
LIGNINA TOTAL 23+2 18,30 £ 0,04 4,6+0,2 22,9+0,2
EXTRAIVEIS 3,53+£0,01 na na na
CINZAS 1,5+0,4 1,54+ 0,08 na 1,54 £ 0,08
TOTAL 9913 64+ 1 244+£0,8 88+ 1

n.a = nio analisado.

* Composi¢do do hidrolisado considerando-se os componentes quimicamente determinados pela
metodologia descrita no item 3.2.

** Calculado pela soma dos componentes presentes no bagago pré-tratado e no hidrolisado.

A comparagdo dos dados das Tabelas 5, 6 ¢ 7 mostra que os resultados obtidos

nos diferentes trabalhos foram bastante reprodutiveis. Do ponto de vista estatistico, as

unicas diferengas significativas foram em relagdo ao conteudo de glucana, que variou de

37 £ 2% para 43 £ 1% em SILVA (1995). As composi¢des do bagaco pré-tratado foram



muito proximas. As principais diferencas se devem a quantidade de xilana, que variou
de 6,6 £ 0,1% para 4,2 + 0,1% em CUNHA e SILVA (2001) e ao teor de grupos acetil,
que variou de 0,47 £ 0,03% para 0,5960 £ 0,0001% em CUNHA e SILVA (2001) e para
0,33 + 0,05% em SILVA (1995). Quanto ao hidrolisado, a maior varia¢do foi observada
em relacdo a quantidade de grupos acetil, que variou de 1,8 *+ 0,1% para 1,189 =+
0,001% em CUNHA e SILVA (2001). O total de material recuperado foi de 85 = 1%,
inferior ao encontrado por SILVA (1995) (88 £ 1%), contra 83,2 + 0,3% em CUNHA e
SILVA (2001), sendo a principal diferenca sobre o conteudo de xilana (22,2 + 0,4%)
contra 18,2 £ 0,1% (CUNHA e SILVA, 2001). Nestas condi¢des, aproximadamente
19,600 + 0,009% da lignina inicial foi solubilizada, como em SILVA (1995) (20,0 £
0,5%), contra 20,87 + 0,09% (CUNHA e SILVA, 2001). Mesmo considerando as
diferengas observadas, os valores apresentados mostraram boa proximidade em todos os
trabalhos.

Também, a composi¢do do bagago de cana pré-tratado nos diferentes trabalhos
citados (Tabela 8) foi bastante reprodutivel. Apesar das diferengas estatisticas, os
resultados ndo apresentaram discrepancias significativas, acusando valores bastante

préoximos.

Tabela 8. Composi¢do quimica dos componentes do bagaco de cana pré-tratado a
190°C por 15 min, em comparagdo com os dados obtidos por CUNHA e SILVA (2001)
e SILVA (1995).

COMPONENTE COMPOSICAO (%) COMPOSICAO (%) COMPOSICAO (%)
(CUNHA E SILVA, 2001) (SILVA, 1995)
GLUCANA 57,5+0,1 542402 62,0 £ 0,6
XILANA 99+0,5 6,4%0,2 7340,
GRUPOS ACETIL 0,70 + 0,04 0,9057 £ 0,0001 n.d
LIGNINA SOLUVEL 0,6 +0,2 0,87 + 0,04 1,19 £ 0,06
LIGNINA INSOLUVEL 27340,1 282404 28,8402
LIGNINA TOTAL 27,9403 29,1404 30,0 £0,2
EXTRAIVEIS n.a na n.a
CINZAS 2,7£08 3,48 £ 0,02 1,51 0,01
TOTAL 99 +3 94,1+ 0,6 100,8 + 0,7

n.a = nio analisado
n.d =nido detectado



A distribui¢do dos componentes presentes no hidrolisado do bagago de cana,
para os pré-tratamentos citados ¢ mostrada na Tabela 9.

Como pode ser visto, os resultados de oligdmeros de glucose,
hidroximetilfurfural, furfural, arabinose, grupos acetil e lignina soluvel apresentam a
mesma magnitude dos resultados reportados por CUNHA e SILVA (2001) e SILVA
(1995). A quantidade de oligdbmeros de xilose (12,1 = 0,3%) foi semelhante a
encontrada por SILVA (1995) (12,8 * 0,6%). Em CUNHA e SILVA (2001), essa
quantidade havia sido menor (10,67 £ 0,03%).

No hidrolisado, 1,32 + 0,02% do bagago solubilizado provieram da celulose,
16,2 = 0,3% das polioses, 1,77 £ 0,07% dos grupos acetil ligados as polioses e
4,49 + 0,01% da lignina (Tabela 9). A celulose foi solubilizada como oligdmeros de
glucose (1,27 £ 0,02%) e hidroximetilfurfural (0,052 £ 0,003%). As polioses foram
solubilizadas como arabinose livre (0,573 £ 0,004%), arabinose ligada a oligdmeros
(0,26 £ 0,02%), xilose (2,64 £ 0,03%), furfural (0,67 = 0,04%) e oligdmeros de xilose
(12,1 £ 0,3%). Os grupos acetil foram hidrolisados a acido acético livre (1,02 £ 0,03%)
e parte permaneceu ligada a oligdbmeros (0,75 £ 0,06%) (Tabela 9). Esses resultados sao
compativeis aos encontrados por CUNHA e SILVA (2001) e SILVA (1995).

A quantidade de bagaco hidrolisado a compostos soluveis ndo identificados foi
de 9,1 £ 0,4%, inferior as quantidades encontradas por CUNHA e SILVA (2001)
(12,1 £ 0,4%) e SILVA (1995) (12 + 2%). A comparagdo entre esse valor (9,1 + 0,4%),
calculado pela soma dos componentes determinados no hidrolisado e entre o valor
calculado pela diferenca entre a quantidade de bagaco solubilizado e a quantidade de
compostos solubilizados no hidrolisado (9,6 = 0,5%) (apresentado na pagina 61)
mostrou que ndo houve diferenga entre eles.

Sabe-se que parte desses compostos ndo identificados sdo derivados da
degradacdo de carboidratos e da lignina de maior € menor massa molar que ndo foram
identificados, como mencionado anteriormente, pela analise quimica usual mostrada na
parte experimental do trabalho (item 3.2).

A analise dos resultados mostrou que a fracdo predominante do hidrolisado ¢
composta por xilose e seus oligdomeros (14,7 + 0,3% - Tabela 9). A distribuicdo dos

oligomeros de xilose ¢ discutida a seguir.



Tabela 9. Distribui¢do dos compostos identificados no hidrolisado do pré-tratamento

por explosdo a vapor a 190°C por 15 min. Quantidades expressas em relacdo a 100 g de

bagaco seco.

COMPOSICAO (%) COMPOSICAO (%) COMPOSICAO (%)

COMPONENTE
(CUNHA e SILVA, (SILVA, 1995)
2001)
OLIGOMEROS DE GLUCOSE 1,27 + 0,02 1,25+ 0,01 1,4+0,2
HIDROXIMETILFURFURAL 0,052 + 0,003 0,077 + 0,004 0,05 £ 0,01
XILOSE 2,64+ 0,03 2,70 + 0,01 1,86 + 0,06
OLIGOMEROS DE XILOSE 12,1+ 0,3 10,67 + 0,03 12,8+ 0,6
ARABINOSE 0,573 + 0,004 0,543 + 0,001 0,63 + 0,08
ARABINOSE LIGADA A OLIGOMEROS 0,26 % 0,02 0,13 £0,01 <03
FURFURAL 0,67 + 0,04 0,55 £ 0,03 0,71 £ 0,01
ACIDO ACETICO 1,02 40,03 1,063 + 0,002 1,1£02
GRUPOS  ACETIL  LIGADO A 0,75 + 0,06 0,2+0,1 1,0£0,7
OLIGOMEROS
LIGNINA SOLUVEL NO HIDROLISADO 4,49+ 0,01 4,75+ 0,01 4,6+0,2
ANTES DA POS-HIDROLISE
TOTAL IDENTIFICADO* 23,8403 22,0 40,3 242
TOTAL SOLUBILIZADO ** 32,9403 34,1402 36,1+ 0,1
TOTAL SOLUBILIZADO PARA 91+04 12,104 1242

COMPOSTOS NAO IDENTIFICADOS

n.a =nio analisado

*valores calculados pela soma de todos os componentes

**calculado pela diferenga, em relagdo a base seca, entre a massa de bagaco introduzida no reator ¢ a
massa de bagago pré-tratado apds a remogao da fragdo soliivel em agua (hidrolisado)

4.2. DETERMINACAO DE OLIGOMEROS DE XILOSE POR CLAE

A distribuicdo da xilose e seus oligdmeros presentes no hidrolisado foi
determinada usando-se uma coluna Aminex HPX-42A (Bio-rad Laboratories Ltd),
apropriada para separagdo de oligossacarideos. Os resultados estdo mostrados na Figura
8.

A distribuicdo de xilose, xilobiose e xilotriose em uma solu¢do padrdo e a
distribuicdo dos produtos de hidrolise de xilana de bétula comercial (Sigma) sdo

mostradas nos cromatogramas das Figuras 9 e 10, respectivamente.
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Figura 8. Cromatograma do hidrolisado hemicelulosico obtido por explosdo a vapor

(190°C/15 min) analisado na coluna Aminex HPX 42A para a determinagdo de

oligomeros.
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Figura 9. Cromatograma de uma amostra padrao contendo xilose, xilobiose e xilotriose

(CUNHA, 1999).
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Figura 10. Cromatograma de xilana de bétula comercial hidrolisada com HoSO4 72% a

25° C e analisada na coluna Aminex HPX-42A, em um detector de Indice de Refracdo

(CUNHA, 1999).



A comparagdo entre os tempos de retengdo dos agucares presentes no hidrolisado
do bagago pré-tratado (Figura 8) com os tempos de reten¢do dos aglicares presentes na
amostra contendo solu¢do padrao (Figura 9) e no hidrolisado de xilana comercial
(Figura 10) permitiu atribuir os picos A a xilose (t = 17,982 min), B & xilobiose (t =
16,5 min) e C a xilotriose (t; = 15,269 min). Por extrapolacdo, os picos D, E e F foram
atribuidos a xilotetraose (t = 14,133 min), xilopentaose (t; = 13,358 min) ¢ xilohexaose
(t: = 12,169 min), respectivamente.

O pico H (t; = 6,5 min) (Figura 8) pode ser atribuido a fracdo celulédsica de alta
massa molar, ja que esta fragdo também foi observada a partir da hidrélise de celulose
em determinacdes feitas anteriormente (CUNHA, 1999).

Desta forma, a andlise qualitativa do hidrolisado mostrou a presenga de
arabinose (pico G), xilose e de oligobmeros de xilose com grau de polimerizacdo
variando de 2 a 6, com predominancia de xilobiose ¢ xilotriose (Figura 8).

Depois da xilose e seus oligdmeros, os compostos ndo identificados pela
metodologia descrita no item 3.2 representa a segunda maior fracdo do hidrolisado
(9,1 £ 0,4% - Tabela 9), sendo composta de lignina soluvel e seus produtos de
degradag@o, além de complexos lignina-carboidrato.

Os resultados oriundos do fracionamento do hidrolisado por extragdo liquido-
liquido (item 3.7), que teve como objetivo identificar novos compostos, serdo discutidos

a seguir.

4.3. FRACIONAMENTO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO HIDROLISADO
POR EXTRACAO LiQUIDO-LiQUIDO

Os carboidratos e os compostos aromaticos presentes no hidrolisado foram
separados através de extragcdo liquido-liquido utilizando-se diferentes solventes, de
acordo com metodologia descrita no item 3.7, cuja representacdo esquemadtica &
mostrada de forma simplificada na Figura 7. As quantidades de matéria seca presente
nas fracdes aquosas (FA1 - FA3) e organicas (FO1 - FO6), obtidas a partir da extragdo

de 680 mL de hidrolisado, sdo mostrados na Tabela 10.



Tabela 10. Quantidade de matéria seca presente nas fragdes aquosas (FAl - FA3) e
organicas (FO1 - FO6) obtidas no procedimento de extra¢do liquido-liquido do

hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor.

FRACAO QUANTIDADE (g) QUANTIDADE (g)
em 680 mL de em 10,5 L de
hidrolisado hidrolisado

Fragdo aquosa (FA1) 2,8725 + 0,0001 44,355 £ 0,002
Fragdo organica 1 (FO1) 0,6 £0,1 10£2
Fragdo organica 2 (FO2) 1,1£0,1 1,8+£0,2
Fragdo organica 3 (FO3) 0,098 + 0,002 1,51 £ 0,03
Fragdo organica 4 (FO4) 0,138 £ 0,001 2,13+ 0,02
Fragdo orgénica 5 (FOS) 0,136 £ 0,003 2,10 £ 0,05
Fragdo orgénica 6 (FO6) 0,2422 + 0,0002 3,740 £ 0,003

Fracdo aquosa (FA2) 0,64 £ 0,03 9,9+0,5

Fracdo aquosa (FA3) 0,9+0,3 14£5

Do bagago seco submetido a solubilizag@o, cerca de 44,355 + 0,002 g (em
relagdo a 10,5 L de hidrolisado) dos compostos fracionados pelo procedimento de
extrag@o liquido-liquido do hidrolisado (item 3.7) ficaram retidos na fragdo aquosa FA1
e 11,3 + 0,2 g foram distribuidos entre as fragdes acidas (FO2 e FO3), fenolicas (FO4 e
FOS5) e neutra (FO6). Este valor ¢ préximo a massa de compostos presentes na fracdo
organica FO1 (10 £ 2 g), chamada de fragdo total, que deveria englobar todos os
compostos identificados nas demais fragdes organicas e ndo representa diferenca
estatisticamente significativa.

Além disso, foram obtidos 9,9 + 0,5 g de compostos provenientes da fracdo
aquosa FA2 e 14,0 + 5 g da fragdo aquosa FA3. A somatoria das massas dos compostos
presentes nas fragdes organicas (FO2-FO6), FA2 e FA3 perfazem 35 + 5 g e
provavelmente incluem compostos inorganicos, como o Na,SOy4, formados durante o
processo de neutralizacdo nas diferentes etapas de extracdo liquido-liquido. Os
compostos presentes na fracdo FAI1 (44,355 + 0,002 g) englobam os carboidratos e
grupos acetil identificados no hidrolisado, além de provaveis complexos lignina-

carboidrato, cujos resultados sdo mostrados e discutidos no item 4.3.1.



4.3.1. CARACTERIZACAO DAS FRACOES AQUOSAS OBTIDAS NO
PROCEDIMENTO DE EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DO HIDROLISADO

A maior parte dos compostos extraidos do hidrolisado estd concentrada na fragdo
aquosa (FA1). Em trabalho anterior (CUNHA, 1999) foi constatado que as fracdes
organicas (FO1 - FO6) eram compostas apenas de compostos aromaticos derivados da
lignina, enquanto que a fracdo aquosa FA1 continha predominantemente carboidratos
como glucose, xilose, arabinose e oligossacarideos. Além disso, os resultados
apontaram a presenga de complexos lignina-carboidrato (LCC) nessa fragdo, cujas
estruturas provaveis foram discutidas por LIN e DENCE (1992), FENGEL e
WEGENER (1989), entre outros.

Com relagdo as fragdes aquosas FA2 e FA3, BRANDAO (2000) constatou a
auséncia de carboidratos e a predominancia de etanol e acido acético, provenientes da
hidrolise do acetato de etila utilizado na extragdo, além de compostos inorganicos
(basicamente NaCl) formados durante as etapas de neutralizacdo do NaHCO3; e NaOH

pelo uso do HCl nas diversas etapas do processo de extragdo liquido-liquido.

Em trabalho anterior, CUNHA (1999) determinou a distribui¢cdo de massa molar
de trés fracdes do hidrolisado por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (HPSEC):
(1) uma fragdo filtrada em membrana (Millipore), para a remogdo de sélidos; (2) uma
fracdo eluida em um cartucho de extracdo sélida Sep-Pak C18 e (3) a frag@o adsorvida
em C18 e dessorvida com etanol. As amostras foram eluidas em uma coluna Asahipak
GS-320 H e os compostos foram monitorados por detector de RI (Shimadzu R10-6A).

A distribui¢do de massa molar dos compostos presentes no hidrolisado filtrado
com membrana mostrou trés regides distintas: uma de alta massa molar (85 a
33 kg-mol"), uma regido de massa molar intermediaria (7195 a 2777 gmol') e outra de
massa molar mais baixa (1297 a 500 gmol'). A distribui¢do de massa molar da fragio
eluida em C18, considerada a fracdo contendo carboidratos, mostrou uma faixa de
massa molar mais baixa (1073 a 160 gmol'). A distribui¢do de massa molar da fragio
retida em CI8 e dessorvida com etanol, considerada a fracdo contendo compostos
aromaticos, mostrou uma faixa de massa molar variando de 18 kg:mol' a 2780 g-:mol.

Comparando-se os cromatogramas das trés fra¢des, verificou-se que a fragdo de

massa molar compreendida entre 85 kg/mol a 33 kg/mol ficou retida no cartucho de



extragdo solida Sep-Pak C18, ndo sendo detectada nas outras fragdes, indicando o
carater aromatico dos compostos presentes no hidrolisado, o que seria um indicio de que
essa fragdo fosse composta de derivados de lignina e/ou de complexos lignina-
carboidrato (LCC). Essa hipotese foi reforcada pela presenca de carboidratos
determinados na frag¢do adsorvida em C18 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Na fragao eluida em C18 predominou a presenga de carboidratos e a auséncia de
compostos aromaticos derivados da lignina, o que foi constatado por Espectroscopia no
Infravermelho, através de uma banda intensa em 1140 cni' e da auséncia de banda em
1510 cmi’', tipica de lignina e seus derivados.

Ainda no trabalho anterior (CUNHA, 1999), o espectro no Infravermelho da
fragdo adsorvida em C18 e dessorvida com etanol mostrou banda em 1510 cmi’,
indicando a presenca de compostos aromaticos. Adicionalmente, o espectro apresentou
uma banda em 1050 cni', caracteristica também de carboidratos, o que poderia vir a ser
Complexos Lignina-Carboidrato, conforme postulado a partir das analises de HPSEC e

CLAE.

De posse dessas informagdes, uma aliquota de 50 mL da fragdo aquosa FA1 foi
eluida em Sep-Pak C18 e a fracdo retida foi dessorvida com etanol, de acordo com a
metodologia descrita no item 3.8, na tentativa de comprovar a presenca de LCC na
fracdo FAL.

A presenga de carboidratos na fragdo FA1, com predominancia de oligdmeros de
xilose, ja havia sido observada anteriormente por CLAE (BRANDAO, 2000). Este fato
foi confirmado no atual trabalho, observando-se a presenca de mondmeros livres como
glucose (1,5 gL™), xilose (20 gL'!) e arabinose (4 gL™!), através de uma coluna HPX-
87H (Bio-Rad Laboratories), além de oligdmeros de xilose, detectados em uma coluna
HPX-42A (Bio-Rad Laboratories), com graus de polimerizagdo variando de 2 a 5 (picos
A - E, respectivamente), conforme mostrado no cromatograma da Figura 11. O
cromatograma apresenta também arabinose (G) e uma fragdo contendo carboidratos de

massa molar alta (H), provavelmente oligomeros de glucose (CUNHA, 1999).
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Figura 11. Cromatograma dos oligdmeros de xilose presentes na fracdo FA1 eluida do
Sep-Pak C18. Presenca de oligomeros com DP variando de 2 a 5, arabinose e uma

fracdo de alta massa molar.

Foram obtidos espectros de UV/VIS da fragdo FA1 eluida e da adsorvida de C18
por etanol (Figuras 12 e 13, respectivamente). Os espectros UV/VIS de ambas as
fragdes apresentaram absor¢cdes maximas em 280 nm e 310 nm, caracteristicas de
ligninas (GOLDSCHMID, 1977), além da absor¢do na regido do visivel, sendo que esta
foi mais intensa para a fragdo eluida em C18. O fato de ter ocorrido absor¢do em
280 nm na fracdo eluida deve-se ao fato de a quantidade de C18 ter sido insuficiente

para reter todos os compostos aromdticos presentes na amostra, em fungdo da

quantidade de FA1 eluida.
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Figura 12. Espectro de UV/Visivel da fragdo FA1 que foi eluida no Sep-Pak C18.
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Figura 13. Espectro de UV/Visivel da fragdo FA1 que ficou adsorvida no Sep-Pak C18

e que foi dessorvida com etanol.

As fragdes FA1 eluida e adsorvida foram secas conforme descrito no item 3.8 e
analisadas por Espectroscopia no Infravermelho (item 3.12.6). Ambos os espectros
apresentaram bandas caracteristicas tanto de carboidratos, como de lignina (Figuras 14 e
15, respectivamente).

O espectro de infravermelho da fragdo FA1 eluida (Figura 14) mostrou bandas
em 3418 cmi’', 2964cmi’ e 1094 — 1044 cm!, atribuidas a absorgdo dos grupos O-H, C-
H e C-O, respectivamente, além de uma banda intensa em aproximadamente
1140 cm’!, tipicas de carboidratos. Além disso, o espectro da Figura 14, apresenta uma
banda 1510 cmi!, de menor intensidade, caracteristica de compostos aromaticos
derivados de lignina.

O espectro de infravermelho da FA1 adsorvida em Sep-Pak C18 e dessorvida
com etanol apresentou uma banda mais acentuada em 1510 cni', indicando a presenca
de compostos aromaticos derivados da lignina (Figura 15). Todas essas bandas sdo
tipicas de lignina do tipo HGS (Tabela 11) (FAIX, 1991).

O espectro mostrou também bandas em 3417 cm', 1607 cm' e
1094 — 1044 cmi’, atribuidas a absorgdo dos grupos O-H, C=C e C-O, respectivamente.
1

Apresentou ainda uma pequena banda localizada aproximadamente em 1167 cm

associada a banda em 1125 cmi’'.
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Figura 14. Espectro no Infravermelho dos compostos presentes na fragdo aquosa FAI

eluida em cartucho de extracdo sdlida Sep-Pak C18.
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Figura 15. Espectro no Infravermelho dos compostos presentes na fragdo aquosa FA1

adsorvida em cartucho de extragdo solida Sep-Pak C18, dessorvida com etanol e

concentrada sob pressao reduzida.

As bandas (1670-1700 cm') podem ser atribuidas a presenca de ésteres dos
acidos p-cumarico e fertlico, que em complexos lignina-carboidrato apresentam-se
ligados a arabinose (McDOUGALL et al, 1993). Adicionalmente, o espectro apresenta
uma banda em 1050 cni', também caracteristica de carboidratos. Essa banda aparece
sobreposta a banda atribuida aos derivados de lignina entre 1094 — 1044 cm’', sendo um

forte indicio da existéncia de complexos lignina-carboidrato.



Tabela 11. Atribuicdo das bandas observadas no espectro de infravermelho das ligninas

do tipo HGS (FAIX, 1991).

Regido de méaxima absorgdo (cm’') Origem da banda
3.420 deformacdo axial de O-H
2.930 deformagio axial C-H Csp”
1.740 - 1.710 deformag@o axial C=0 de carbonilas nao-

conjugadas e acidos carboxilicos

1.655-1.670 deformagdo axial C=0O de carbonilas e

acidos carboxilicos conjugados com anéis

aromaticos
1.605 - 1.505 deformagdo angular de anel aromatico
1.470 - 1.450 deformagdo assimétrica de C-H
1.430 deformagdo angular de anel aromatico
1.270 - 1.220 deformagdo angular de anel tipo guaiacil

com estiramento C-O

1.140 deformagao fora do plano de C-H

aromatico do tipo guaiacil

1.090 deformagdo C-O de alcool secundario e

éter alifatico

1.035 deformagdo no plano de C-H aromatico do
tipo guaiacil e deformagdo C-O de é4lcool

primario

Os resultados de Espectroscopia de UV/Visivel e Infravermelho sio uma
indicagdo, mas ndo uma comprovacdo da existéncia de complexos lignina-carboidrato
na fra¢do FAL.

A presenga de complexos lignina-carboidrato (LCC) foi estudada por
OVEREND e JOHNSON (1991), que isolaram quatro fragdes de polioses de madeira de
Populus deltoides pela extragdo do hidrolisado com diferentes solventes (acetato de
etila, alcool etilico, etc.). LCC purificados apresentaram a sobreposi¢do dos picos de
carboidratos (determinados a partir da reagdo com fenol-acido sulfurico) e absor¢@o no
ultravioleta, quando sujeitos a Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC). LCC de

massa molar aparente alta tiveram alta absor¢cdo no ultravioleta, significando menos



carboidratos totais e maior quantidade de compostos aromaticos derivados da lignina, e
os LCC de massa molar menor tiveram baixa absor¢do nessa regido, significando mais
carboidratos totais e menor quantidade de aromaticos. Todas as amostras de LCC
continham proporgdes de glucose, xilose, manose e acidos urdnicos.

Desta forma, o método fenol-acido sulfurico (item 3.8) foi usado com o objetivo
de confirmar se na fragdo aquosa FA1 estdo presentes carboidratos provenientes do
procedimento de extra¢@o liquido-liquido do hidrolisado (item 3.7), além de complexos
lignina-carboidrato (LCC). Por esse método, a possivel existéncia de LCC pode ser
visualizada pela coelui¢do de fragdes contendo carboidratos (480 nm) e fragdes
contendo compostos aromaticos derivados de lignina (280 nm).

A Figura 16 apresenta o cromatograma produzido pela fragdo FA1, que foi
eluida em Sep-Pak C18, e a Figura 17 apresenta o cromatograma produzido pela fragdo
FAI, que ficou adsorvida no Sep-Pak C18 e foi dessorvida com etanol. Ambas foram

analisadas por GPC e as fragdes recolhidas foram lidas em 280 nm e 480 nm (item 3.8).
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Figura 16. Cromatograma obtido pelo método fenol-acido sulfirico da FA1 eluida no
Sep-Pak C18, mostrando a coeluigdo de lignina e carboidratos em Kd variando de 0,3 a

0,9.
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Figura 17. Cromatograma obtido pelo método fenol-acido sulfurico da FA1 que foi
eluida no Sep-Pak C18 e a fracdo retida foi dessorvida com etanol, mostrando a

coelui¢do de lignina e carboidratos em Kd variando de 0,2 a 0,8.

A fragdo FA1 eluida, a fracdo de lignina e carboidratos coeluiram em Kd
variando de 0,3 a 0,9, o que corresponde a volumes de elui¢do entre 114,25 mL a
176,68 mL, respectivamente (Figura 16). O perfil de eluicdo pode ser um indicativo da
presenca de interagdes quimicas (co-eluicdo de lignina e carboidratos) e fisicas (eluigdo
separada de lignina e carboidratos), demonstrando que lignina e carboidratos poderiam
estar presentes nesta fracdo, podendo ocorrer complexos lignina-carboidrato (LCC) que
permaneceram estaveis apds o pré-tratamento por explosdo a vapor do bagaco de cana.

Na fracdo adsorvida em C18 também ocorreu a coelui¢do de lignina (280 nm) e
carboidratos (480 nm), em Kd variando de 0,2 a 0,8, o que corresponde a volumes de
eluicdo variando de 100,63 mL a 165,45 mL, respectivamente (Figura 17). Também
significa que pode haver uma interagdo quimica entre lignina e carboidratos, o que seria
um indicio de LCCs, na regido da coeluicao.

Os volumes eluidos em Kd variando de -0,26 a 0 (Figura 16) na fracdo eluida e
em Kd variando de -0,44 a 0 (Figura 17) na fra¢do adsorvida em C18 sdo compostos de
carboidratos de massa molar mais alta, ndo sendo detectada a presenga de lignina nessas
regides para ambas as fracdes.

Como os cromatogramas apresentados nas Figuras 16 ¢ 17, com leitura em

480 nm para carboidratos e 280 nm para os compostos aromaticos derivados da lignina,



foram plotados em relagdo a absorbancia relativa, ndo foi possivel evidenciar o
predominio de carboidratos ou lignina nas fragdes eluida e retida em C18, mas levando-
se em conta os espectros no Infravermelho e UV/VIS, a quantidade de fragmentos de
lignina na fragdo retida em C18 ¢ superior a da fragao eluida.

Tomando-se por base todas as analises efetuadas com a FA1 por Espectroscopia
no UV/VIS, FTIR e GPC, ha fortes indicios da presenga de complexos lignina-
carboidrato nessa fracdo, além da presenca confirmada de carboidratos livres e de
oligdmeros de xilose determinados por CLAE.

Além da caracterizacdo da fracdo aquosa FAI, também foram caracterizadas as
fracdes organicas (FO1-FO6) obtidas pelo procedimento de extra¢do liquido-liquido do

hidrolisado (item 3.7) e os resultados obtidos serdo mostrados a seguir.

4.3.2. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS OBTIDAS NO
PROCEDIMENTO DE EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DO HIDROLISADO

O isolamento das fragdes organicas FO1-FO6 foi obtido pela acidificagdo do
hidrolisado com HCI 2,0 molI' até pH 2,0 e extracdo com acetato de etila, dando
origem a uma fragdo organica (FO 720 mL).

Uma aliquota de 100 mL da “FO 720 mL” foi separada para o presente estudo e
denominada de FO1, cuja massa seca determinada foi de 10 = 2 g em relagdo ao volume
total de hidrolisado produzido no pré-tratamento (10,5 L) (Tabela 10). O resultado
esperado era de que a fracdo FOI contivesse todos os compostos aromaticos que
deveriam estar presentes nas demais fragdes organicas (FO2 - FO6) obtidas no
procedimento de extrag@o liquido-liquido do hidrolisado (item 3.7). Por esse motivo, a
fracdo FO1 foi denominada de fragdo total.

As sucessivas extracdes da "FO 720 mL" com solug¢do saturada de NaHCO; e
NaOH 2 mol-1" foram realizadas com o objetivo de separar os compostos em fracdes
acidas (FO2 e FO3), fenolicas (FO4 e FOS) e neutra (FO6), de acordo com o
procedimento descrito por TANAHASHI et al. (1989) (Figura 7).

Dessa forma, a fragdo FO2 foi denominada de fragdo acida solivel em acetato de
etila e a FO3 de fragdo soluvel em diclorometano. As quantidades de compostos

aromaticos derivados de lignina presentes nessas fragdes, reportadas em relagdo a massa



inicial de bagaco, foram de 1,8 + 0,21 g para FO2 e 1,51 *+ 0,03 g para FO3, valores
estes bastante proximos entre si (Tabela 10).

A fragdo FO4 foi denominada de fragao fenolica solivel em acetato de etila e a
fracdo FOS5 de soluvel em diclorometano. As quantidades de compostos aromaticos
derivados da lignina presentes nas fra¢des fenolicas, reportadas em relagdo a massa
inicial de bagaco, foram de 2,13 + 0,02 g para FO4 ¢ 2,10 = 0,05 g para FOS5, valores
também bastante proximos entre si (Tabela 10).

A fase organica FO6 (fragdo neutra) totalizou 3,740 £ 0,003 g (Tabela 10) de
compostos extraidos pelo procedimento de extragdo liquido-liquido (item 3.7).

A comparagdo dos resultados obtidos nessas fragdes com os resultados obtidos
anteriormente (CUNHA, 1999) mostrou que as quantidades dos compostos aromaticos
presentes nas fragdes orgdnicas foram bem proximas, exceto para as fragdes FO3 e
FOS5, cujas massas encontradas em CUNHA (1999) foram de apenas 0,002g nas duas
fragoes.

As referidas fragdes organicas apresentaram em sua composi¢do derivados de
lignina de alta e baixa massa molar. Alguns dos derivados de baixa massa molar foram

identificados por CG/EM e os resultados serdo discutidos a seguir.

4.3.2.1. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG/EM)

Os cromatogramas obtidos pela anélise por CG/EM e CG/DIC da fragdo FOI
seca em P,Os e derivatizada com BSTFA s3o apresentados nas Figuras 18 e 19,
respectivamente. A atribuicdo dos picos dos compostos identificados, bem como os
respectivos tempos de retencdo, massa molares dos compostos ndo sililados (ndo sil),
massa dos ions moleculares dos derivados sililados (sil), massa e quantidade relativa
dos compostos em relacdo a massa total da amostra presente na aliquota de 100 mL
(0,09 + 0,02 g), sao mostrados na Tabela 12.

A andlise do espectro de massas dos compostos sililados cujos picos sdo
mostrados no cromatograma da Figura 18 foram identificados como: (1) p-

hidroxibenzaldeido, (2) vanilina, (3) acido p-hidroxibenzodico, (4) siringaldeido, (5)



acido trams-cumarico e (6) acido ferulico. Os espectros de massa desses compostos
encontram-se no Apéndice 1.

O écido tramns-cumarico (5) foi o composto encontrado em maior quantidade,
representando 12,28% da massa total da amostra analisada, e foi seguido por p-
hidroxibenzaldeido (1) (2,63%), siringaldeido (4) (0,61%), acido ferulico (6) (0,44%),
acido p-hidroxibenzoico (3) (0,35%) e vanilina (2) (0,31%).

Esses compostos identificados correspondem a apenas 16,62% da massa total da
fracdo FOI (Tabela 12). Pela metodologia aplicada, ndo foi possivel a identificacdo de

dimeros e de compostos de massa molar mais alta.
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Figura 18. Cromatograma reconstituido (TIC) dos compostos presentes na fragdo

organica FO1 apos derivatizagdo com BSTFA e detectados por espectrometria de

massas.
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Figura 19. Cromatograma dos compostos presentes na fragdo organica FOI apds

derivatizacdo com BSTFA e detectados por ioniza¢do de chama (DIC).



Tabela 12. Atribui¢do dos picos e quantificagdo dos compostos identificados na fragdo

FO1.
Pico n° e Ton Derivado TMS do m (g) %
Molecular
(Néo sil / sil)
1 0,39 122/ 194 2,39x 107 2,63
HO—@f CHO
2 0,54 152/224 2,82x 107 0,31
OprCHo
CH3
3 0,66 138 /282 3,19x 107 0,35
HO—@7COOH
4 cmae. 0,73 182 /254 555x 10 0,61
OH] CHO
CH3
5 0,93 164/308 | Q cr—cticoomn | 12X 107 12,28
F 1,0 202 @ - -
fluoranteno @.@
6 1,04 194 /338 " Q CH_CHLCOOL 4,0x 10" 0,44
CH3

Os cromatogramas obtidos pela andlise por CG/EM e CG/DIC da fragdo FO2

seca em P,Os e derivatizada com BSTFA sdo apresentados nas Figuras 20 e 21,

respectivamente.
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Figura 20. Cromatograma reconstituido (TIC) dos compostos presentes na fragdo

organica FO2 apds derivatizagdo com BSTFA e detectados por espectrometria de

massas.
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Figura 21. Cromatograma dos compostos presentes na fragdo organica FO2 apos

derivatizacdo com BSTFA e detectados por ioniza¢do de chama (DIC).



A atribuigdo dos picos dos compostos identificados, bem como os respectivos
tempos de retengdo (tr.;), massa molares dos compostos nio sililados (ndo sil), massa
dos ions moleculares dos derivados sililados (sil), massa e quantifica¢do relativa dos
compostos em relagdo a massa total da amostra presente na aliquota de 680 mL

(1,1 £ 0,1 g), sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Atribui¢do dos picos e quantificagdo dos compostos identificados na fragdo
FO2.

Pico r° el fon molecular Derivado TMS do m (g) %
(ndo sil / sil)
3 0,50 138 /282 3,93 x 10 0,40
HO—@fCOOH
7 0,66 168 /312 7,37 x 107* 0,75
HO?C:>>7COOH
CH3
8 0,83 198 /342 CH3 3,15x 10 0,32
HO COOH
CH3
5 0,88 164 /308 2,62x 107 | 26,62
Ho—@f CH=CH-COOH
F 1,0 202 @ - -
fluoranteno @.@
6 1,09 194 /338 5,11 x 107* 0,52
HO?C:>>7 CH=CH-COOH
CH3

A andlise do espectro de massas dos compostos sililados cujos picos sdo
mostrados na Figura 20 foram identificados como: (3) acido p-hidroxibenzdico, (5)
acido trans-cumarico, (6) acido ferulico, (7) acido vanilico e (8) acido siringico. Os
espectros de massa desses compostos encontram-se no Apéndice 1.

Os resultados obtidos na quantifica¢gdo dos compostos mostraram que o acido

trans-cumarico foi o composto presente em maior quantidade (26,62%), e foi seguido




por pequenas quantidades de acido vanilico (7) (0,75%), acido feralico (6) (0,52%),
acido p-hidroxibenzoico (3) (0,40%) e acido siringico (8) (0,32%).
Apenas 28,61% da massa total da fragdo FO2 (Tabela 13) correspondem a

compostos identificados.

Os cromatogramas obtidos pela analise de CG/EM e CG/DIC da fragdo FO3
seca em P,Os e derivatizada com BSTFA sdo apresentados nas Figuras 22 e 23,
respectivamente. A atribuicdo dos picos dos compostos identificados, bem como os
respectivos tempos de retencdo, massa molares dos compostos ndo sililados (ndo sil),
massa dos ions moleculares dos derivados sililados (sil), massa ¢ a quantidade relativa
dos compostos em relacdo a massa total da amostra presente na aliquota de 680 mL
(0,098 £ 0,002 g) sao mostrados na Tabela 14.

A analise do espectro de massas dos compostos sililados, cujos picos sdo
mostrados no cromatograma da Figura 22, foram identificados como: (2) vanilina, (4)
siringaldeido, (5) acido trans-cumarico, (6) acido ferulico e (9) acido cis-cumarico. O
tempo de retengdo dos compostos 5 e 9 sdo diferentes. No entanto, o caminho de
fragmentagdo dos dois compostos sdo idénticos, sendo atribuido ao composto 9 o
isomero cis do acido cumarico. Os espectros de massas desses compostos encontram-se
no Apéndice 1.

Os resultados obtidos na quantificagdo dos compostos dessa fragdo organica sdo
mostrados na Tabela 14, que mostra o 4cido frans-cumarico como o composto presente
em maior quantidade, representando 10,45% da massa total da amostra analisada, e foi
seguido por écido ferulico (6) (4,73%), vanilina (2) (1,02%) e siringaldeido (4) (0,85%).
A quantidade encontrada do isomero cis do acido cumarico nessa fra¢do foi infima
(0,009%).

Todos os compostos identificados corresponderam a apenas 17,25% da massa

total da fragao FO3 (Tabela 14).
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Figura 22. Cromatograma reconstituido (TIC) dos compostos presentes na fracdo

organica FO3 apos derivatizagdo com BSTFA e detectados por espectrometria de

massas.
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Figura 23. Cromatograma dos compostos presentes na fragdo organica FO3 apos

derivatizagdo com BSTFA e detectados por ionizagdo de chama (DIC).



Tabela 14. Atribui¢ao dos picos e quantificagdo dos compostos identificados na fragdo

FO3.

Pico ° el fon molecular Derivado TMS do m (g) %

(ndo sil / sil)

2 0,36 152 /224 Q 1,02x 107 ] 1,21
OH CHO
CH3

4 0,55 182 /254 CHs 7,14x10‘4 0,85
OH CHO
CH3

9 0,85 164 /308 7,56)(10'6 0,009

CH=CH-COOH

CH=CH-COOH

5 0,88 164 /308 D 8,78 x 107 | 10,45

F 1,0 202

®)
fluoranteno @.@

6 1,10 194 /338 3,97x 107 | 4,73
HQ?C:)>7 CH=CH-COOH
CH3

Os cromatogramas obtidos pela analise de CG/EM e CG/DIC da fracdo FO4

seca em P,Os e derivatizada com BSTFA sdo apresentados nas Figuras 24 e 25,
respectivamente. A atribuicdo dos picos dos compostos identificados, bem como os
respectivos tempos de retengdo, massa molares dos compostos ndo sililados (ndo sil),
massa dos ions moleculares dos derivados sililados (sil), massa e a quantidade relativa
dos compostos em relagdo a massa total da amostra presente na aliquota de 680 mL
(0,138 £ 0,001 g) sdo mostrados na Tabela 15.

A andlise do espectro de massas dos compostos sililados, cujos picos sdo
mostrados no cromatograma da Figura 24, foram identificados como: (1) p-
hidroxibenzaldeido, (3) acido p-hidroxibenzdico, (5) acido trans-cumadrico e (6) acido

feralico.
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Figura 25. Cromatograma dos compostos presentes na fragdo organica FO4 apos

derivatizacdo com BSTFA e detectados por ionizagdo de chama (DIC).



Tabela 15. Atribui¢ao dos picos e quantificagdo dos compostos identificados na fragdo
FOA4.

Pico r° el fon molecular Derivado TMS do m (g) %

(ndo sil / sil)

1 0,29 122/ 194 2,69x 107 | 2,26
7
3 0,50 138 /282 " O coon | LOTX107]70,16
5 0,88 164 /308 D 1,17x 107 | 0,98
H CH=CH-COOH

F 1,0 202

fluoranteno @

6 1,09 194 /338 1,91x 10| 0,16
HO?@>7 CH=CH-COOH
CH3

O p-hidroxibenzaldeido (1) foi o composto encontrado em maior quantidade,

00

representando 2,26% da massa total da amostra analisada e foi seguido por 4cido trams-
cumarico (5) (0,98%), acido p-hidroxibenzdico (3) e 4cido ferulico (6), ambos
detectados em pequenas quantidades (0,16%).

Esses compostos identificados correspondem a apenas 3,56% da massa total da
fragdo FO4 (Tabela 15).

Os cromatogramas obtidos pela andlise de CG/EM e CG/DIC da fragao FO5
seca em P,Os e derivatizada com BSTFA sdo apresentados nas Figuras 26 e 27,
respectivamente. A atribuicdo dos picos dos compostos identificados, bem como os
respectivos tempos de retengdo, massa molares dos compostos ndo sililados (ndo sil),
massas ions moleculares dos derivados sililados (sil), massa e quantidade relativa dos
compostos em relagdo a massa total da amostra presente na aliquota de 680 mL

(0,136 £ 0,003 g) sdao mostrados na Tabela 16.
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Figura 26. Cromatograma reconstituido (TIC) dos compostos presentes na fracdo
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Figura 27. Cromatograma dos compostos presentes na fracdo organica FOS5 apds

derivatizacdo com BSTFA e detectados por ioniza¢do de chama (DIC).



Tabela 16. Atribui¢ao dos picos e quantificagdo dos compostos identificados na fragdo

FOS.

Pico ° el fon molecular Derivado TMS do m (g) %

(ndo sil / sil)

4 0,55 182 /254 CHs 1,L17x 10* | 0,10
OH CHO
CH3
3
7 0.64 168 /312 HO Q COOH 2,76 x 10 2,35
CH3
9 0.86 164 /308 3,05x 107* 0,26
HO—©7 CH=CH-COOH
5 0.88 164 /308 1,53x 10* | 0,13
Ho—@f CH=CH-COOH
F 1.0 202 - -

fluoranteno @

-3
6 1.10 194 /338 - >/:> CH=CH-COOH 9.4x 10 0,08
CH3

A andlise do espectro de massas dos compostos sililados cujos picos sdo

60

mostrados no cromatograma da Figura 26 foram identificados como: (4) siringaldeido,
(5) acido trans-cumarico, (6) acido ferulico, (7) acido vanilico e (9) acido cis-cumarico.
O 4cido vanilico (6) foi o composto encontrado em maior quantidade,
representando 2,35% da massa total da amostra analisada e foi seguido pelo isdmero cis
do 4cido cumarico (9) (0,26%), acido trans-cumarico (5) (0,13%), siringaldeido (4)
(0,10%) e acido fertlico (6) (0,08%).
Esses compostos identificados correspondem a apenas 2,92% da massa total da

fracdo FOS5 (Tabela 16).

Na fracdo organica (FO6) (Figura 28), nenhum composto foi identificado.

Alguns picos apareceram no cromatograma. No entanto, quando foi procedida a injecdo



de um branco com os solventes utilizados na analise dessa fracdo, foi constatado que os

picos citados sdo derivados de impurezas contidas no solvente.
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Figura 28. Cromatograma reconstituido (TIC) da fracdo organica 6 evaporada a pressdo

reduzida e derivatizada com BSTFA.

Em todas as fragdes organicas, exceto a fragdo FO6, os acidos cumarico (5¢9) e
ferulico (6) seriam provenientes da hidrdlise dos ésteres correspondentes presentes nas
ligninas de gramineas (FENGEL e WEGENER, 1989). O mesmo ocorre para o 4cido p-
hidroxibenzdico (3). p-Hidroxibenzaldeido (1) pode ter sido gerado na clivagem das
ligagdes (3-éter das ligninas de gramineas (LIN e DENCE, 1992).

HISHIYAMA e SUDO (1989) postularam que os aldeidos aromaticos
(siringaldeido e vanilina) (4 e 2, respectivamente), sdo formados pela clivagem de
ligagdes éter existentes entre grupos benzaldeido terminais e a macromolécula de
lignina, ou a partir das rea¢des hidroliticas sobre as liga¢des B-O-4 de grupos terminais
contendo grupos hidroxilas livies. TANAHASHI et al. (1989) postularam que estas
unidades se originam da quebra homolitica na posicdo o de unidades fenilpropano
terminais. Os acidos vanilico (7) e siringico (8) podem ser formados através da hidrolise

acida das ligacdes éter ou éster das ligninas de gramineas (LIN e DENCE, 1992).



Para as fracdes FO1, FO2, FO3 e FO4, as quantidades dos compostos presentes
nas fragdes organicas foram superiores aos valores encontrados anteriormente (FO1 =
7,62%; FO2 = 4,5%; FO3 = 3,95%; FO4 = 1,75%), enquanto que, para a fracdo FOS, o
resultado foi menor (FOS5 = 4,8%) (CUNHA, 1999).

Deve-se lembrar, entretanto, que os bagagos utilizados para o procedimento de
explosdo a vapor e posterior caracterizagdo dos hidrolisados foram diferentes. Enquanto
que em CUNHA (1999) o bagago de cana era proveniente da Usina Nova América, o
bagaco utilizado no atual trabalho foi cedido pela Usina Guarani; além da procedéncia,
as safras foram de anos bem diferentes, o que pode ter alterado o rendimento das fragdes

organicas.

4.3.2.1.1. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS COMPOSTOS
IDENTIFICADOS POR CG/EM

A quantidade total de cada composto identificado por CG/EM no hidrolisado
obtido do pré-tratamento do bagagco de cana por explosdo a vapor € mostrada na Tabela

17.

Tabela 17. Quantidade total de cada composto identificado por CG/EM no hidrolisado

obtido do pré-tratamento do bagago de cana por explosdo a vapor.

Composto Massa (mg) Composto presente no

hidrolisado* (mg-L™")

p-Hidroxibenzaldeido 5,1 7,50
Acido p-hidroxibenzoico 0,90 1,32
Acido trans-cumarico 47,50 69,85
Acido fertlico 5,17 3,52
Siringaldeido 1,39 2,04
Acido cis-cumarico 0,31 0,46
Vanilina 1,30 1,91

Acido vanilico 3,50 5,15
Acido siringico 0,32 0,47
Total 65,5 92,22

* Calculo efetuado em relagdo a 680 mL de hidrolisado.



O écido trans-cumarico (5) foi o principal produto identificado, seguido pelo
acido fertlico (6), p-hidroxibenzaldeido (1), acido vanilico (7), siringaldeido (4),
vanilina (2), acido p-hidroxibenzdico (3) e em quantidades bem menores, acido
siringico (8) e acido cis-cumarico (9), perfazendo um total de 65,5 mg.

A concentragdo dos compostos contendo grupo p-hidroxifenil foi de
82,65 mg-L!, que foi aproximadamente 12 vezes maior do que a concentragio dos
compostos contendo grupo guaiacil (7,1 mgL') e 33 vezes maior do que a
concentragdo dos compostos contendo grupo siringil (2,51 mg-L™).

O composto responsavel pelo aumento da quantidade dos grupos p-hidroxifenil
neste hidrolisado foi principalmente o 4cido frans-cumarico, encontrado em quantidades
bem superiores nessas fragdes orgénicas, quando comparados com o trabalho anterior
(grupos p-hidroxifenil = 22 mg-L'") (CUNHA, 1999).

Como ja foi dito anteriormente, as fragdes organicas (FOl - FOS5) contém
mondmeros derivados da lignina como compostos minoritarios, sendo que as maiores
quantidades de compostos identificados por CG/EM estdo presentes nas fragdes FOI,
FO2 e FO3 (16,62%, 28,61% e 17,25%, respectivamente). Como esperado, nas fragdes
organicas subseqiientes (FO4 e FOS5), a quantidade de compostos monoméricos
identificados foi menor (3,56% e 2,92%, respectivamente). Logo, a maior por¢do dos
compostos extraidos pelo procedimento de extracdo liquido-liquido (item 3.7) possui
massa molar mais alta, que devem conter dimeros, trimeros e oligdmeros oriundos das
fracdes condensadas da lignina, que nao puderam ser identificados por CG/EM. Essa
constatacdo foi confirmada pelas andlises de GPC (item 4.3.2.2), como mostrado a

seguir.

4.3.2.2. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS EM RELACAO A
DISTRIBUICAO DE MASSA MOLAR MEDIA APARENTE

Antes da analise das fragdes organicas (FO1 - FO6) por GPC (Cromatografia de
Permeacdo em Gel), a coluna cromatografica utilizada foi calibrada com proteinas de
massas molares conhecidas, como mostra a Tabela 18. Além dessas proteinas, foram
usados para a determinacdo dos volumes de exclusdo (Vo = 74,72 mL) e permeacdo
total (Vt = 182,29 mL), albumina bovina (66.000 g-mol') e acetona (58 g-mof"),

respectivamente.



Tabela 18. Padrdes utilizados na calibracdo da coluna cromatografica e suas respectivas

massas molares ¢ volumes de eluicio.

PADROES MASSA MOLAR VOLUME DE
(g-mol™) ELUICAO (mL)
Anidrase carbOnica 29000 79,38
Citocromo ¢ 12400 89,96
Lignina de bagago de cana 4000 112,97

As proteinas foram escolhidas como uma alternativa para a calibracdo, pois em
solucdo, elas sdo globulares como a lignina. Em adi¢do, elas sdo soliveis em solugdes
alcalinas diluidas, o que ndo acontece com os poliestirenos (FORSS et al., 1988;
GUERRA, 1998). A curva de calibrag@o obtida ¢ apresentada na equacdo 10 e na Figura
29.

Log MM =-2,7821 Kd + 4,5519 equacio 10

R?=0,9984

Log Massa Molar
N
(&)}
1

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Kd

Figura 29. Curva de calibragcdo da coluna cromatografica Sephadex G-50 de 57 x 1,8

cm eluida com NaOH 0,5 mol-L!' a 0,4 mL-min’.



As amostras contendo as fragdes organicas foram entdo analisadas quanto a sua
distribuicdo de massas molares por GPC, todas com concentra¢do de aproximadamente
2,0 gL', A Figura 30 mostra os cromatogramas de permeac¢io em gel das amostras
(FO1- FO®).

Com base na calibragdo da coluna (item 3.6.4.1), a massa molar média em massa
(Mw), a massa molar média em numero (Mn) e a polidispersidade (D) das fragdes
organicas estdo mostradas na Tabela 19. Deve-se lembrar que os valores reportados sao
aproximados (distribuicdo de massa molar média) e correspondem a extrapolagdo da
calibragdo até o volume de exclusio total (Vt = acetona = 182,29 mL).

De acordo com a Tabela 19, a fragdo FO4 apresentou o menor valor de
polidispersidade (D = 1,22), enquanto as outras fragdes apresentaram valores de
polidispersidade similares (préximos a 1,90). Esses valores sdo bastante inferiores ao
valor de polidispersidade da lignina de bagaco de cana pré-tratada por explosdo a vapor
reportada por SILVA (1995) (D =9,3).

A fragio FO4 apresentou o maior valor de Mw (4058,9 gmol), valor préximo
ao valor de Mw da lignina de bagago de cana (Mw = 4000 g-mol') (SILVA, 1995),
enquanto que, para as outras fracdes orgénicas, o valor de Mw variou de 469,9 gmol' a
808,2 g-mol’.

Os compostos aromaticos monoméricos derivados da lignina, identificados por
CG/EM (item 3.6.2) e quantificados por CG/DIC (item 4.3.2.1), tiveram a faixa de
massa molar variando de 198 gmol' (4cido siringico) a 122 gmol' (p-
hidroxibenzaldeido). Assim, esses compostos deveriam ser eluidos por GPC em Kd

variando de 0,81 a 0,91, respectivamente .
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Figura 30. Cromatogramas das fragdes organicas obtidas por extragdo liquido-liquido

do hidrolisado de bagago de cana.

Tabela 19. Valores de Mw, Mn e polidispersidade das fragcdes organicas provenientes
do procedimento de extracao liquido-liquido do hidrolisado de bagacgo de cana pré-

tratado por explosdo a vapor.

FRACOES Mw Mn D
ORGANICAS (g-mol ™) (g-mol ")

FOI1 808,2 405,8 1,99
FO2 469,9 272,2 1,73
FO3 621,7 325,9 1,91
FO4 4058,9 3330,9 1,22
FO5 565,7 296,3 1,91
FO6 0 0 0

Lignina de bagaco 4000 565 9,3




A distribuicdo de massa molar média dos compostos presentes na fragcdo FOI1
mostrou a variagdo de Kd de 0,25 a 0,97, correspondendo a Mw variando de
7184 g-mof1 a 71,33 g-mofl. Considerando-se a Tabela 12, 16,67% da massa total da
FO1 corresponde a compostos identificados (p-hidroxibenzaldeido, vanilina, &cido
p-hidroxibenzdico, siringaldeido, 4cido trams- cumarico e 4cido fertlico). Esses
compostos deveriam ser eluidos em uma faixa de Kd variando de 0,81 a 0,89, pois dos
compostos presentes na FOl, o de maior massa molar é o 4&cido ferulico
(MM = 194 gmof') ¢ o de menor massa molar é o p-hidroxibenzaldeido
(MM = 122 g:mol™).

Assim, além dos compostos de baixa massa molar (mondmeros) derivados da
lignina, os compostos predominantes nessa fragdo seriam pentdmeros € compostos de
Mw maior, ja que o valor de Mw (808,2 g-mol") equivale a aproximadamente 5 vezes o
valor médio das massas molares dos compostos identificados por CG/EM presentes
nessa fracao.

Os valores de Mw para as fragdes acidas FO2 e FO3 foram de 469,9 gmoll e
621,7 gmol1, respectivamente. A distribuicdo de massa molar média dos compostos
presentes na fragdo FO2 mostrou um Kd variando de 0,32 a 0,94, correspondendo a Mw
variando de 4588 gmol' a 86 gmol', respectivamente. Considerando-se a Tabela 13,
28,61% da massa total da FO2 corresponde a compostos identificados (&cido
p-hidroxibenzobico, acido vanilico, acido siringico, acido trams- cumarico e acido
ferulico). Esses compostos deveriam ser eluidos em uma faixa de Kd variando de 0,81 a
0,87, pois dos compostos presentes na FO2, o de maior massa molar € o acido siringico
(MM = 198 gmol') ¢ o de menor massa molar ¢ o 4cido p-hidroxibenzoico
(MM = 138 gmol'). Assim, além dos compostos de baixa massa molar (mondmeros)
derivados da lignina, os compostos predominantes nessa fragdo seriam trimeros e
compostos de Mw maior, j4 que o valor de Mw (469,9 gmol') equivale a
aproximadamente 3 vezes o valor médio das massas molares dos compostos
identificados por CG/EM presentes nessa fragao.

A distribuicdo de massa molar média dos compostos presentes na fragdo FO3
mostrou um Kd variando de 0,29 a 0,96, correspondendo a Mw variando de
5560 g-mofl a76 gmofl, respectivamente. Considerando-se a Tabela 14, 17,25% da
massa total da FO3 corresponde a compostos identificados (vanilina, siringaldeido,

acidos cis e trans- cumarico e acido ferulico). Esses compostos deveriam ser eluidos em



uma faixa de Kd variando de 0,81 a 0,85, pois dos compostos presentes na FO3, o de
maior massa molar é o acido ferulico (MM = 194 gmol') e o de menor massa molar é a
vanilina (MM = 152 g-mol'). Assim, além dos compostos de baixa massa molar
(monomeros) derivados da lignina, os compostos predominantes nessa fragdo seriam
tetrdmeros e compostos de Mw maior, ja que o valor de Mw (621,7 gmol ') equivale a
aproximadamente 4 vezes o valor médio das massas molares dos compostos
identificados por CG/EM presentes nessa fragao.

Os valores de Mw para as fragdes fendlicas FO4 e FO5 foram de 4058,9 gmol
e 565,7 gmoll, respectivamente. A distribuicdo de massa molar média dos compostos
presentes na fragdo FO4 mostrou um Kd variando de 0,15 a 0,50, correspondendo a Mw
variando de 13633 gmol' a 1448 gmol’, respectivamente. Considerando-se a Tabela
15, apenas 3,56% da massa total da FO4 corresponde a compostos identificados
(p-hidroxibenzaldeido, acido p-hidroxibenzoico, acido trams- cumarico e acido
fertlico). Esses compostos deveriam ser eluidos em uma faixa de Kd variando de 0,81 a
0,89 pois dos compostos presentes na FO4, de maior massa molar é o acido fertlico
(MM = 194 gmol') e o de menor massa molar é o p-hidroxibenzaldeido
(MM = 122 gmol!). Assim, além dos compostos de baixa massa molar (mondmeros)
derivados da lignina, os compostos predominantes nessa fragdo possuem um valor de
Mw bastante elevado (Mw = 4058,9 gmoll), cerca de aproximadamente 26 vezes o
valor médio das massas molares dos compostos de baixa massa molar identificados
nessa fracdo. Este valor ¢ bem proximo ao valor de Mw para a lignina de bagago de
cana pré-tratado por explosdo a vapor (Mw = 4000 g-mol1) (SILVA, 1995).

A distribuicdo de massa molar média dos compostos presentes na fracdo FOS5
mostrou um Kd variando de 0,33 a 0,92, correspondendo a Mw variando de
4303 g'mof1 a 98 g-morl, respectivamente. Considerando-se a Tabela 16, 2,92% da
massa total da FOS corresponde a compostos identificados (siringaldeido, &cido
vanilico, acidos cis e trans- cumadrico e acido ferulico). Esses compostos deveriam ser
eluidos em uma faixa de Kd variando de 0,81 a 0,84, pois dos compostos presentes na
FOS5, o de maior massa molar é o 4cido fertlico (MM = 194 gmol') e os de menor
massa molar sdo os acidos cis e trans-cumarico (MM = 164 gmol'). Assim, além dos
compostos de baixa massa molar (mondmeros) derivados da lignina, os compostos

predominantes nessa fracdo sdo trimeros e compostos de Mw maior, ja que o valor de



Mw (565,7 g-mol') equivale a aproximadamente 3 vezes o valor médio das massas
molares dos compostos identificados por CG/EM presentes nessa fragdo.

A fracdo FO6 nao apresentou absor¢do em 280 nm, provavelmente por ndo
ocorrer a existéncia de compostos aromaticos derivados da lignina nessa fracdo,

confirmando os resultados de CG/EM e CG/DIC.

4.3.2.3. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS POR
ESPECTROSCOPIA NO UV/VISIVEL

Os espectros UV/Visivel das fragdes organicas (FOl - FOG6), obtidas pelo
procedimento de extragcdo liquido-liquido do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de

cana pré-tratado por explosdo a vapor, estdo mostrados na Figura 31.
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Figura 31. Espectro de UV/Visivel das fragdes organicas (FO) obtidas por extragdo

liquido-liquido do hidrolisado de bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor.

Concentragdo de 0,50 gL' de FO em dioxano/agua 96%.

O espectro da fracdo organica FOI mostrou um maximo de absor¢do em 230
nm, além de outro maximo de absor¢do em aproximadamente 280 nm, apresentando
ainda um ombro na regido de 310 nm (GOLDSCHMID, 1977; LIN e DENCE, 1992).
Esse espectro ¢ composto pelas bandas de absor¢do das diferentes unidades fenil
propano (GOLDSCHMID, 1977) e ¢ semelhante ao espectro caracteristico de lignina de
bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor (Figura 32), que apresenta um maximo

em 280 nm, além de um ombro em 310 nm (SILVA, 1995).
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Figura 32. Espectro UV da lignina de bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor.

Concentragdo de 0,40 gL' de lignina em dioxano/agua 54,8% (SILVA, 1995).

A banda em 280 nm foi atribuida a absor¢@o de anéis aromaticos substituidos e a
banda em 310 nm sugere a presen¢a de grupos o-carbonila ou a-f insaturagdes
conjugadas com o anel aromatico (GOLDSCHMID, 1977).

As fragdes organicas FO2 e FO3 apresentaram maximos de absor¢des em
230 nm, 280 nm e 310 nm, sendo que a fracdo FO2 apresentou maior intensidade de
absorcdo de 310 nm e a fragdo FO3 apresentou intensidades de absor¢do na regido de
280 nm e 310 nm bem préximas. As altas absor¢cdes na regido de 310 nm sdo
provavelmente atribuidas a maior quantidade de compostos monoméricos identificados
por CG/EM (item 4.3.2.1.1.) nessas fragdes, em relacdo as outras (FO1, FO4, FOS5).
Esses compostos possuem, na sua grande maioria, ot-carbonilas conjugadas com o anel
aromatico (4cido p-hidroxibenzodico, dacido vanilico, d4cido siringico, vanilina,
siringaldeido), o-f insaturagdes (4cidos cis e frams- cumarico e acido ferulico) e
carbonilas no C-y, também conjugadas com o anel aromatico (&cidos cis e trans-
cumarico e acido ferulico).

No caso da fragdo orgéanica FO2, o composto identificado em maior quantidade
foi o acido frams- cumarico (26,62%), de um total de 28,61%. Como esse composto
possui o-f insaturagdes e ‘y-carbonilas, justifica-se a alta absor¢do em 310 nm. Na
fragdo organica FO3, 10,45% do acido frans- cumarico foi identificado, além de 4,73%

de acido fertilico e 1,21% de vanilina (que possuem o-carbonilas) de um total de
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17,25% de compostos identificados por CG/EM, justificando-se a alta absor¢do em
310 nm.

Comparando-se as fragdes acidas (FO2 e FO3) com a fragdo total FOI,
verificou-se que as intensidades das bandas em 280 nm e 310 nm nas fragdes acidas
foram bem maiores que para as mesmas bandas na FO1. Provavelmente, devido a maior
concentracdo de a-f insaturagdes conjugadas com o anel aromatico e o-carbonilas
oriundos dos mondmeros identificados. Na FOIl, a quantidade de mondmeros
identificados foi de 16,62%, enquanto que na FO2 e na FO3 foi de 28,61% e 17,25%,
respectivamente, cujos espectros de UV/Visivel foram os mais intensos de todas as
fracdes organicas. Reforcando esses resultados, nas fragdes acidas FO2 e FO3, as
relacdes de absortividade (280/310) (Tabela 20) foram inferiores ao valor reportado
para a lignina de bagago de cana. Na fragcdo FO2, a relacdo foi de 0,93, significando que
houve uma maior absor¢gdio em 310 nm (29,7 L-g'em') que em 280 nm
(27,5 L-glem). Na fragio FO3, a relagio foi de 1,0, menor que o valor de
absortividade reportado pela lignina de bagaco de cana (1,2) (SILVA, 1995), e
apresentou valores altos de absortividade em 310 nm (38,1 L-g'cm) e 280 nm

(38,8 L-g'cm™).

Tabela 20. Absortividades na regido do UV/Visivel das fracdes organicas obtidas por
extragdo liquido-liquido do hidrolisado de bagago de cana pré-tratado por explosdo a

vapor.

Comprimento FO1 FO2 FO3 FO4 FOS FO6 LIGNINA

de Onda (nm) BAGACO

ABSORTIVIDADES (L-g-cm™)
280 nm 36,6 27,5 388 11,5 32,1 1,2 24
310 nm 31,4 29,7 381 5,1 20,8 0,2 19,5
RELACOES DE ABSORTIVIDADE

280/310 1,2 0,93 1,0 2,3 1,5 6,0 1,2

1NN



As fragdes organicas FO4 e FOS, que deveriam ser formadas principalmente por
compostos fendlicos, também apresentaram absor¢des em 230 nm, 280 nm e 310 nm;
porém as absor¢des em 310 nm foram bem menos intensas que para as fragdes
organicas FO1, FO2 e FO3, refletindo as menores quantidades de compostos contendo
o-carbonilas e o-f insaturagdes conjugadas com o anel aromatico, como verificado por
CG/EM. Nessas fragdes, as quantidades de compostos monoméricos identificados foram
bem menores (FO4 = 3,56% e FO5 = 2,92%) que nas fragdes FOI, FO2 e FO3. Os
espectros das fracdes FO4 e FOS5 foram os que mais se assemelharam ao espectro da
lignina (Figura 32), sendo que na fragdo FO4, o ombro na regido de 310 nm foi menos
pronunciado do que na fragao FOS.

Na fracdo organica FO4, a maior banda de absor¢do encontra-se em
aproximadamente 280 nm, regido em que hd maior absor¢do de p-hidrobenzaldeido
(283 - 284 nm) (GOLDSCHMIDT, 1977), composto encontrado em maior quantidade
nessa fracdo (2,26% de um total de 3,56%). Os compostos que absorvem em 310 nm
(principalmente os acidos cumarico e ferulico), foram identificados em quantidades
muito pequenas (0,98% e 0,16%, respectivamente). Deve-se lembrar que essa fragdo
possui a maior massa molar de todas as fragdes orgdnicas (MM = 4048,9 g-mol')
(Figura 30). Assim, essa fra¢do apresenta maior grau de condensacdo (ligagdes do tipo
C-C) e menor quantidade de «-carbonilas livres. Essa suposi¢do foi reforgada pela
distribuicdo de massa molar média dessa fragdo, que mostrou o maior valor de Mw
(4058,9 g.mol") de todas as fracdes organicas (Figura 30).

Na fragdo FOS5, ocorreu absorcdo na regido de 310 nm, provavelmente pela
maior quantidade de acido vanilico, composto que possui ¢-carbonila, identificado por
CG/EM, cujo valor foi de 2,35%, o que corresponde a 80% da massa total de compostos
identificados (2,92%) (Tabela 16).

Comparando-se as fragdes fenolicas (FO4 e FOS) com a fracdo total FOI,
verificou-se que as intensidades das bandas em 280 nm e 310 nm nas fra¢des fendlicas
diminuiram em relacdo a FOI. Isto ocorreu provavelmente pelo fato de que a
quantidade de compostos aromaticos monomeéricos identificados nas fragdes FO4 e FO5
(3,56% e 2,92%) foram bem menores que para a FOl (16,62%) (Tabela 12), talvez
porque a maioria dos compostos ja tivesse sido extraida nas fragdes acidas (FO2-FO3) e
total (FO1). Logo, se a quantidade de a-f insaturagdes e o-carbonilas decresce, a

absor¢do na regido do ultravioleta também decresce, indicando que estas fracdes
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provavelmente contém maior nimero de unidades fenilpropano condensadas.
Refor¢ando esses resultados, nas fragdes fenolicas FO4 e FOS5, as relagdes de
absortividade (280/310) (Tabela 20) aumentaram em relagdo ao valor reportado para a
lignina de bagago de cana (SILVA, 1995). Isto ocorreu provavelmente porque a
absorcdo em 310 nm diminuiu. Nota-se que o valor de absortividade em 310 nm para a
fragdo organica FO4 foi muito baixa (5,1 Lg'-cm™), confirmando a baixa absorgdo
nessa regido mostrada pelo espectro da Figura 31, além da baixa absor¢do em 280 nm
(11,5 L-glem™).

A fra¢do organica FO6 absorveu muito fracamente no UV, ndo possuindo
bandas de absorcdo em 280 nm e 310 nm. Deve-se lembrar que nenhum composto foi
identificado por CG/EM nessa fracao.

Apesar de os valores de absortividades em 280 nm e 310 nm obtidas para a
fragdo organica FOI (36,6 L-g'cm” e 31,4 Lg'cm’!, respectivamente) serem bem
maiores que os valores de absortividade da lignina de bagaco de cana citada na literatura

(SILVA, 1995), a relagdo de absortividade foi a mesma (1,2).

4.3.2.4. CARACTERIZACAO DAS FRACOES ORGANICAS POR
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

Os espectros no infravermelho da lignina de bagago pré-tratado por explosdo a
vapor e isolada com NaOH, e das fragdes organicas (FOl - FO6) obtidas pelo
procedimento de extracdo liquido-liquido do hidrolisado (item 3.7), estdo mostrados nas
Figuras 33 a 39.

O espectro da fragdo organica FO1, denominada de fragdo organica total (Figura
34), apresentou bandas em 3417, 1607 e 1094-1044 cmi', atribuidas a absor¢do dos
grupos O-H, C=C e C-O, respectivamente. A banda em 1510 cm ! indica a presenga de
compostos aromaticos derivados de lignina. Esse espectro € tipico de ligninas do tipo
HGS (grupos p-hidroxifenil, guaiacil e siringil), que apresenta uma banda em
1167 cm!, que é associada a uma banda em 1125 cmi' e da banda em 834 cmi',
atribuida as vibragdes aromaticas C-H fora do plano, caracteristica de gramineas como a
cana-de-agticar. As bandas entre 1670 e 1700 cmi' podem ser atribuidas a presenca de

acidos carboxilicos aromaticos, tais como, acidos p-cumarico e ferulico ou seus ésteres.

Esses resultados corroboram aqueles publicados por FERNANDEZ et al. (1990), que
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indicaram a presenca de estruturas do tipo p-hidroxifenil, além de ésteres do acido
p-cumarico em ligninas de bagago de cana, além da presenca dos derivados
monomeéricos da lignina identificados nessa fragdes.

Nio foi observada a presenca de uma banda forte na regido de 1050 cm’,
caracteristica de derivados de celulose e polioses, o que indica a auséncia de
carboidratos em todas as fracdes organicas.

O espectro da fracdo FOl é bem parecido ao espectro no infravermelho da

lignina de bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor reportado na literatura

(SILVA, 1995), que esta mostrado na Figura 33.

Lignina do Bagaco de Cana 25 Jan 894 15: 585 41
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Figura 33. Espectro no infravermelho da lignina de bagaco de cana pré-tratado por

explosdo a vapor e extraida com NaOH 1% a 100°C. [Espectros obtidos de pastilhas de
KBr com 0,5% de lignina] (SILVA, 1995).
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Figura 34. Espectro no infravermelho da fracdo organica FOI1 obtida por extragdo com
solventes do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana pré-tratado por explosdo a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FO1].

O espectro FTIR tipico de lignina do tipo HGS (FAIX, 1991) da fragdo FOI
corrobora os resultados obtidos por CG/EM, em que foi possivel identificar os
compostos do tipo H (-hidroxibenzaldeido, 4cido p-hidroxibenzdico e acido trams-
cumarico), G (vanilina e acido fertlico) e S (siringaldeido).

Deve-se lembrar que 16,62% dessa fracdo é composta por monomeros. O
restante dos compostos provavelmente encontram-se como oligdmeros, com grupos
fenil propano condensados. Esta hipotese é reforcada pelas bandas em 1325 - 1330 cni’,
atribuida a existéncia de compostos contendo grupos do tipo siringil, grupos H
condensados ou compostos do tipo guaiacil condensados na posi¢do 5 do anel
aromatico, e em 1221-1230 ¢cm’', atribuida as ligagdes C-C, C-O e deformagdo axial da
ligagdo C=0O em compostos contendo grupos do tipo guaiacil condensados e
eterificados. Essas condensacdes levam a formagdo de dimeros, trimeros, tetrameros,
etc., sendo que a fracdo FO1 € composta predominantemente por compostos de massa
molar mais alta (item 4.2.2).

O espectro FTIR das fragdes acidas FO2 e FO3 apresentaram praticamente as
mesmas bandas (Figuras 35 e 36, respectivamente) que a fracdo FOI, sendo também
compostas por lignina do tipo HGS. A relagdo de intensidade (1670 - 1700 cni' /
1510 cm'l) entre a banda 1670 - 1700 cmi’, tipica de carbonilas, e a banda 1510 cmi’,

caracteristica de compostos aromadticos derivados da lignina, ¢ de aproximadamente
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1,19 na FO2 e de 0,98 na FO3. Essas relagdes sdo superiores a relagdo da fracdo FOI
(0,76), mostrando que a quantidade de compostos contendo grupos carbonila e carboxila
nessas fragdes aumentou, em relagdo a FO1. A maior relagdo de intensidade para a FO2
confirma os resultados de CG/EM, os quais mostraram que 28,61% dos compostos
identificados continham grupos carbonila, enquanto que a quantidade de compostos
identificados na FO3 foi de 17,25% e na FO1 foi de 16,62%.

As fragdes FO1, FO2 e FO3 também mostraram uma banda em 966 - 990 cmi’,
atribuida a vibragdo de ligacdo -HC=CH- fora do plano. A intensidade dessa banda na
FO2 foi maior provavelmente porque a quantidade dos 4cidos trans-cumarico e ferulico,
compostos que contém esse tipo de ligagdo (o-f insaturagdes) , foi maior nessa fragéo
(total = 27,14%), enquanto que na FO3, o total desses acidos foi de 15,18% e na FO1
foi de 12,72%.
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Figura 35. Espectro no infravermelho da fracdo organica FO2 obtida por extra¢do com
solventes do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana pré-tratado por explosdo a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FO2].
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Figura 36. Espectro no infravermelho da fragcdo organica FO3 obtida por extragdo com
solventes do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana pré-tratado por explosdo a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FO3].

Da mesma maneira que na FOI, poucos compostos monoméricos foram
identificados nas fracdes acidas (FO2 e FO3); a maioria dos compostos foi identificada
como oligdmeros de lignina por GPC (item 4.3.2.2). Essa hipotese foi refor¢ada pela
existéncia nessas fragdes das bandas em 1325 - 1330 cmi', atribuida & existéncia de
compostos contendo grupos do tipo siringil, grupos H condensados ou compostos do
tipo guaiacil condensados na posicdo 5 do anel aromético, e em 1221-1230 cmi’,
atribuida as ligagdes C-C, C-O e estiramento da ligacdo C=0 em compostos contendo
grupos do tipo guaiacil condensados e eterificados. Essas condensacdes sdo tipicas de
dimeros, trimeros, tetrameros, etc., sendo as fracdes 4cidas compostas
predominantemente por compostos de massa molar mais alta (item 4.3.2.2).

O espectro FTIR das fragdes fenolicas (FO4 e FOS) também apresentou as
bandas caracteristicas de lignina do tipo HGS observadas no espectro da FO1 (Figura

34). Estes espectros estdo mostrados nas Figuras 37 e 38.
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Figura 37. Espectro no infravermelho da fragdo organica FO4 obtida por extragdo com
solventes do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana pré-tratado por explosao a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FO4].
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Figura 38. Espectro no infravermelho da fragcdo organica FOS5 obtida por extracdo com
solventes do hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana pré-tratado por explosdo a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FOS5].

A relagdo de intensidade entre as bandas 1670 - 1700 e ¢ 1510 cm! ¢ de
aproximadamente 0,68 na FO4 e de 0,56 na FOS5, valores inferiores ao valor da relacdo
da FO1 (0,76). Isso demonstra que a quantidade de grupos carbonila nessas fragcdes
diminuiu, em relacdo a FO1. Esses resultados confirmam os resultados obtidos por
CG/EM, que mostrou para a fragdo FO4 apenas 3,56% de mondmeros identificados,
todos contendo carbonila e 2,92% de compostos identificados na FOS5, contra 16,62%

na FOL1. A intensidade das bandas 966 - 990 cmi! foram muito baixas, confirmando as

1NN



baixas quantidades de acidos trans-cumarico e feralico nessas fragdes, com um total de
1,14% na FO4 ¢ 0,21% na FOS5, contra um total de 12,72% na FOI1.

Da mesma maneira que na FOI, poucos mondmeros foram identificados nas
fracdes fenolicas; a maioria dos compostos foi identificada como oligdmeros de lignina
por GPC (item 4.3.2.2). A fragdo FO4 apresentou o valor de massa molar muito alto
(Mw = 4058,9 g.mol'), préximo ao valor d¢ Mw da lignina de bagago de cana
(Mw = 4000 gmol') e na fragho FO5 os compostos com
Mw = 567,7 g.mol' corresponderiam a trimeros (item 4.3.2.2). Essa hipotese foi
refor¢ada pela existéncia nessas fragdes das bandas mais intensas em 1325 - 1330 cmi’,
atribuida a existéncia de compostos contendo grupos do tipo siringil (S) ou grupos H
condensados ou compostos do tipo guaiacil (G) condensados na posi¢cdo 5 do anel
aromatico, e em 1221-1230 cni', atribuida as ligagdes C-C, C-O e estiramento da
ligagdo C=0O em compostos contendo grupos do tipo guaiacil condensados e
eterificados. Essas condensacdes levam a formacdo de dimeros, trimeros, tetrameros,
etc., sendo as fracdes acidas compostas predominantemente por compostos de massa
molar mais alta (item 4.3.2.2).

A fragdo FO6 (Figura 39) ndo apresentou banda em 1510 cmi’

e, portanto, os
compostos presentes nessa fracdo diferem-se dos derivados de lignina, corroborando os
resultados de espectroscopia no UV/Visivel, que ndo mostraram absor¢do em 280 nm
para essa fragdo. Pelo espectro de FTIR, constatou-se que os compostos presentes nessa
fragdo apresentam carbonilas, tipicas de acidos orgéanicos, que apresentam forte

absor¢do em 1700 cm'.
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Figura 39. Espectro no infravermelho da fragdo organica FO6 obtida por extragdo com
solventes do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana pré-tratado por explosao a

vapor. [Espectro obtido a partir de pastilhas de KBr com 0,5% da FOG6].

4.3.2.5. ANALISE DOS GRUPOS FUNCIONAIS HIDROXILAS FENOLICAS E
METOXILAS NAS FRACOES ORGANICAS

Os resultados obtidos para a analise de grupos funcionais hidroxilas fendlicas e

metoxilas das fragdes organicas (FO1 - FO6) estdo mostrados na Tabela 21.

Tabela 21. Grupos funcionais derivados de lignina encontrados nas fragdes orgénicas

obtidas no procedimento de extragdo liquido-liquido do hidrolisado de bagago de cana

pré-tratado por explosdo a vapor.

GRUPOS FO1 FO2 FO3 FO4 FOS FO6 LIGNINA

FUNCIONAIS (%) (%) (%) (%) (%) (%) BAGACO (%)
Hidroxilas 0,19 0,08 0,15 0,08 0,21 0,03 2,0
fendlicas
Metoxilas 0,16 0,07 0,20 0,04 0,16 0,02 14,1

Os valores dos grupos funcionais mostrados na Tabela 21 sdo baixos quando
comparados com os valores reportados na literatura, para a lignina de bagaco de cana

pré-tratado por explosdo a vapor (SILVA, 1995), na qual a quantidade de hidroxilas



fendlicas ¢ de 2,0% e de metoxilas, de 14,1%. Os baixos valores indicam que os
fragmentos de lignina presentes nas fragdes organicas possuem baixo nimero de
subestruturas fendlicas (GUERRA, 1998).

Os teores de metoxilas encontrados nas fragdes organicas foram também
significativamente inferiores aos encontrados em ligninas do tipo guaiacil e siringil
(FENGEL e WEGENER, 1989). Esse resultado indica que grande parte das
subestruturas fendlicas presentes nas fragdes organicas isoladas sdo do tipo

hidroxicumaril condensado.

Em fun¢fo desses resultados, acredita-se que a quantidade de grupos metoxila e
hidroxilas fenolicas encontradas nessas fragdes foram oriundas dos compostos de baixa
massa molar presentes no hidrolisado. Se isto for correto, espera-se que a quantidade de
metoxilas da lignina retida no bagaco pré-tratado seja maior, devido a maior quantidade

de grupos do tipo guaiacil e siringil, hipotese esta que ja vem sendo investigada.

4.3.2.6. ANALISE ELEMENTAR DAS FRACOES ORGANICAS (FO1-FO6)

Os resultados da andlise elementar das fracdes orgénicas (FO1-FO6) estdo

mostrados na Tabela 22.

Tabela 22. Porcentagens de C, H, O e N contidas nas fragdes organicas (FO1-FO6).

AMOSTRA C H N o)
FOI1 56,85% 5,74% 0,38* 37,03*
FO2 58.8+04 | 535+0,09 | 0,40+0,03 | 35,5+0,5
FO3 59.8+0,8 | 596+0,04 | 036+0,01 | 33,8+0,38
FOS 66,5+0,5 | 6,1%0,3 1,1+£0,5 | 262403

* Resultado obtido da anélise de uma nica amostra, devido a pequena quantidade de material disponivel.

FO4 e FO6 — valores néo apresentados

As fracdes organicas FO1, FO2 e FO3 apresentaram teores de % de carbono, %
de hidrogénio e % de oxigénio proéximos ao encontrado na literatura (FENGEL e

WEGENER, 1989) para a lignina de bagaco moido, que apresentou 59,5% de carbono,



5,4% de hidrogénio e 35% de oxigénio. J& a fragdo organica FOS apresentou 66,51% de
carbono, 6,13% de hidrogénio e 26,22% de oxigénio, valores proximos aos reportados
por SILVA (1995) para a lignina de bagaco explodido a vapor, que apresentou 64,2% de
carbono, 6% de hidrogénio e 29,6% de oxigénio.

A fragdo organica FO4 apresentou 18,59% de carbono, 1,52 % de hidrogénio e
79,45% de oxigénio. Esses valores destoam dos valores de C, H e O encontrados para as
fragdes FO1, FO2, FO3 e FOS5, pois as quantidades de carbono e hidrogénio foram
baixas e a quantidade de oxigénio foi duas vezes maior do que para as fragdes FOI,
FO2 e FO3 e trés vezes maior que para FOS5. A fragdo organica FO6 também apresentou
alta quantidade de atomos de oxigénio (79,39%) e baixa quantidade de atomos de
carbono (14,55%).

Para melhor esclarecimento, as analises elementares das fracdes organicas foram
realizadas no Instituto de Quimica da UNICAMP. Assim, os altos teores de oxigénio
nas fracdes FO4 e FO6 provavelmente devem-se a contaminagdo dessas amostras com
agua, pois realmente estes resultados sdo duvidosos.

Com base na andlise elementar, determinou-se a formula Coy das fragdes
orgdnicas, util para a andlise quantitativa da espectroscopia de RMN. As formulas Gy
sdo as seguintes: FOl = CoHi0900440Noos; FO2 = CoHog304,07Nops;
FO3 = CoHi0,7503,82No,05 € FOS = CoHg 9502,66N0,13-

4.3.2.7. ESPECTROSCOPIA DE RMN DAS FRACOES ORGANICAS
ACETILADAS

Os espectros de RMN-"H, RMN-"C ¢ RMN-APT das fragdes organicas estio
apresentados nas Figuras 40 a 56. As atribuigdes e analises quantitativas dos sinais
encontram-se nas Tabelas 23 e 24. A atribui¢io de cada regido para RMN-'H foi
determinada com base nos espectros de compostos modelos reportados por RALPH et
al (1998), enquanto que a atribui¢do dos sinais para RMN-'*C foi efetuada conforme
ROBERT e CHEN (1989) e TAI et al (1990). A atribuicdo dos sinais para a fracdo
organica FO6 nao foi feita, pois provavelmente ndo ¢ derivada de lignina e as
atribui¢oes efetuadas pelos autores sdo especificas para tal. A andlise quantitativa de
cada fragdo foi realizada a partir da integragdo dos espectros de RMN-'H ¢ RMN-'*C ¢

da formula minima. Os espectros de RMN-APT das fracdes organicas foram uteis para



localizar as bandas de carbonos CH e CHj3, que estdo abaixo do eixo e as bandas acima
do eixo, referentes aos carbonos CH,.. O espectro RMN-APT para FO6 ndo pode ser

obtido, pois a linha de base do espectro ndo foi definida mesmo apds 30 horas de
aquisicao dos sinais.
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Figura 40. Espectro de RMN-'H da frago orgénica FOI acetilada.
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Figura 42. Espectro de RMN-'H da fragdo organica FO3 acetilada.



Figura 43. Espectro de RMN-'H da frago orgénica FO4 acetilada.

Figura 44. Espectro de RMN-'H da fragdo orgénica FO35 acetilada.
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Figura 45. Espectro de RMN-'H da fragdo orgénica FOG6 acetilada.
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Tabela 23. Atribuicio e integracio relativa dos sinais de RMN-'H das fragdes organicas
FOI-FO5 (* A integragdo dos hidrogénios em grupos OAc foi dividida por 3 para
manter a propor¢ao existente na lignina ndo acetilada).

Deslocamento
quimico (ppm)

*H/Cy
FO1

*H/Co
FO2

*H/Cy
FO3

*H/Co
FO4

*H/Co
FOS5

ATRIBUICAO

7,20 - 7,90

1,2768

2,6021

1,4788

0,8545

0,4403

Ar-H em Ar-COR

6,25 -7,20

3,5351

6,9388

3,7540

3,8453

1,9372

Ar-H em Ar-R; Ho
em Ar-CH=CH-
CHO; HB em Ar-
CH=CH-CHO e Hx
em Ar-CH=CH-
CH;0Ac

5,75 - 6,25

1,0802

1,1565

0,9669

0,1756

Hal com atOac em
estruturas 3-O-4 e f3-
1 e HB em Ar-
CH=CH-CH;0Ac¢

5,20 5,75

0,3928

0,1446

0,2275

0,1424

0,0881

Ho com OAc em
estruturas -5, B-O-4

ep-1

4,50 -5,20

0,5892

0,8674

0,2275

0,2136

0,1756

HP em $-0O-4; Hy em
Ar-CH=CH-CH,OAc
e How em estruturas

p-B

3,95-4,50

0,5410

0,7228

0,2844

0,4273

0,2201

HB em B-0-4, B-53, B-
1 e estruturas -

3,55 3,95

1,0802

2,1684

2,0476

1,4242

1,4969

Ar-OCHj3 (principal);
HP em -5 ¢ Hy em
estruturas 3-f

2,50 -3,55

1,9640

2,1684

1,6495

1,6378

0,9686

HP em estruturas -1,
B-B e outros

2,20 —2,50

0,2131

0,3368

0,1706

0,0954

0,0147

H em Ar-OAc exceto
em unidades 5-5

1,50 - 2,20

2,2262

3,0834

1,7826

1,6093

1,0566

H em alifatico-OAc e
Ar-OAc em unidades
5-5

1,10 - 1,50

1,1784

1,4456

1,3651

0,9969

0,9686

H em carbonos
saturados nio-
oxigenados

0,00-1,10

2,7495

2,7466

4,2659

2,8484

5,7235

H em carbonos
saturados ndo-
oxigenados




A comparagdo dos teores de hidrogénios por C9 nas fra¢des organicas obtidas

mostraram diferengas entre elas.

Uma diferenga significativa foi em relacdo ao nuimero de hidrogénios em
carbonos saturados ndo oxigenados, que aparecem na regido de 0,0-1,10 nas fragdes
FO3 e FOS5 (4,2659 e 5,7235, respectivamente), valores maiores que para as outras
fragdes organicas. O aumento no teor de hidrogénios em carbonos saturados nao
oxigenados sugere a presenga de estruturas do tipo G-CH,CH,CH,OH e/ou G-

CH,CH,COOH e seriam o resultado das reagdes de natureza redutiva em produtos de

quebra de ligagdes do tipo -O-aril-éter (GUERRA, 2002).

Os teores de HB ¢ Hy em estruturas do tipo -1 ¢ B-p (2,5-3,55 ppm) e 3,95-4,5
ppm, respectivamente, ¢ de HB em estruturas 3-O-4 (4,5-5,2 ppm), foram menores para
a fracdo FOS5 (0,9686, 0,2201 e 0,1756, respectivamente) ¢ maiores para a fracdo FO2
(2,1684, 0,7228 ¢ 0,8674, respectivamente).

Os espectros de RMN-'C quantitativos obtidos em cloroférmio deuterado das
fracdes organicas (FO1-FO6) sdo apresentados nas Figuras 46 a 51. As atribuigdes dos

sinais sdo mostrados na Tabela 24.

A comparagdo entre os resultados obtidos mostrou que o sinal em 138 ppm,
atribuido ao carbono C1 em unidades siringil, apenas aparece nas fragdes organicas FO1
e FO2. Logo, essas duas fragdes sdo as que mais apresentam unidades do tipo siringil na

estrutura da lignina, como o siringaldeido e o acido siringico identificados por CG/MS

(CUNHA, 2002).

Todas as fragdes (FO1 - FOS) apresentaram sinais caracteristicos de lignina do
tipo guaiacil. Nessas fracdes observa-se a presenca dos sinais 153 ppm, 129,3 ppm e
122,5 ppm, atribuidos aos carbonos C3, C5, Cov ¢ (P em unidades do tipo guaiacil.
Esses resultados corroboram os dados reportados anteriormente (item 4.3.2.1.) em que
compostos como vanilina, acido vanilico e acido fertlico foram encontrados em grande
quantidade nas fragdes organicas. Pdde-se ver ainda a presenga de sinais atribuidos as
principais unidades presentes em estruturas de ligninas, como unidades (-O-4 e 5-5,
além de sinais provenientes de anéis aromaticos, carbonilas e hidroxilas aromadticas e

alifaticas.
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Tabela 24. Atribuigdo e integracdo relativa dos sinais de RMN-"C das fracdes organicas

(FO1-FO5).
Deslocamento *CIlCy | *C/Cy | *C/Cy | *C/Cy | *C/Cy ATRIBUICAO
quimico (ppm) | poy | go2 | FO3 | FO4 | FOS5
170,8 0,6136 | 0,6923 | 0,4615 | 0,5000 | 1,000 C=0 acetil alifatico
10
169,7 C=0 acetil alifatico
20
167,1 C=0/COOH
aromatico
153 0,4091 | 0,3462 | 0,9231 | 1,000 1,000 C-3/G-CHO
151 C-3/G acetilado
148 0,4091 | 0,3462 - - - C-3 em G-eterificado
C-4 em G-eterificado
145,3 0,4091 | 0,6923 | 0,4615 - - C4 em G B-0-4 ndo
143.4 acetilada
C-4/C4' em 5-5
eterificada
138 0,4091 | 0,3462 - - - C-1em S B-O-4
eterificado
131,5 0,4091 | 0,3462 | 1,8462 - 2,500 C-1/G eterificado
129,3 0,8182 | 1,0385 | 0,9231 | 0,500 | 4,000 | C-5/G e/ou C-0. ¢ C-
B em G-CH=CH-
CHO
122.5 1,2273 | 1,0385 | 0,4615 | 1,000 | 2,000 | C-5/G-acetilado e C-
B/G-CH=CH-
CH,OAc
120,3 - - 1,1538 | 1,000 - C-2emG
117,7 0,4091 | 0,6923 | 1,3846 - 3,000 | C6 em G eterificado
e ndo eterificado
C5 em G eterificado
e nio eterificado
64,5 - - - 1,000 - Cy/-CH,OAc
56,1 0,8182 [ 0,5192 | 0,4615 | 1,000 | 2,500 OCHjs-aromatico
29,7 2,0455 | 0,3462 | 0,2308 | 2,000 | 2,000 | CH,-/G-Cs-CH,-Cs-
G
CH,-/alquil saturado
21,1 1,0227 | 2,5962 | 0,6923 | 1,000 1,000 CHj/acetil
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Os espectros de RMN-APT obtidos em cloroférmio deuterado das fragdes
organicas (FO1-FOS5) sdo apresentados nas Figuras 52 a 56 e foram tteis para localizar
as bandas de carbonos CH e CH3, que estdo abaixo do eixo, e as bandas acima do eixo,

referentes aos carbonos CHo.

15E. 9

Figura 52. Espectro de RMN-APT da fragdo organica FO1 acetilada.
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Figura 53. Espectro de RMN-APT da fracdo organica FO2 acetilada.
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Figura 54. Espectro de RMN-APT da fragdo organica FO3 acetilada.
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Figura 55. Espectro de RMN-APT da fragdo organica FO4 acetilada.

Figura 56. Espectro de RMN-APT da fragdo organica FOS acetilada.
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A fracdo FO6 ndo ¢ tipica de compostos derivados de lignina, como ja foi
discutido anteriormente. No entanto, o espectro de RMN-"H mostra que provavelmente
esta fragdo pode ser um composto puro, obtido da reagdo dos solventes utilizados na

etapa de extragdo liquido-liquido do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana.

4.4. CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL DO BAGACO NATURAL E
PRE-TRATADO

As andlises dos carboidratos (Tabelas 9 e 10) mostraram que, em conseqiiéncia
do tratamento por explosdo a vapor, as hemiceluloses foram suficientemente
despolimerizadas por serem soliveis em agua quente (SCHULTZ et al., 1983). Em
adi¢do, a explosdo a vapor causou degradacdo parcial da celulose, despolimeriza¢do da
lignina e um aumento no contetdo de lignina total aparente na fibra explodida.

Todas as modificagdes morfologicas que ocorreram no bagagco de cana em
decorréncia do pré-tratamento puderam ser avaliadas com o auxilio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ¢ uma valiosa ferramenta nos
estudos de trocas morfologicas de materiais lignoceluldsicos tratados por processos que
envolvem pressdo e temperatura (BIERMANN et al, 1987; MURMANIS et al, 1986;
SHORT e LYON, 1978; KORAN, 1970). Informag¢des consideraveis podem ser obtidas
por MEV considerando-se a separagdo das fibras, a condi¢do das fibras e a separagdo
das camadas da parede celular (BIERMANN et al., 1987).

Os estudos de MEV mostraram diferengas entre as fibras do bagaco natural
(Figura 57) e do bagago pré-tratado por explosdo a vapor(Figura 58).

A principal caracteristica do bagaco de cana ¢ a abundancia de células de
parénquima e segmentos de vaso (SUN et al., 2004; GEPLACEA, 1990), que aparecem
formando feixes de fibras longitudinais, todos na mesma direcdo (Figura 57A). Neste
caso, celulose, hemicelulose e lignina das paredes primdrias e secundarias sdo
distribuidas entre as células na lamela média. As células de parénquima (Figura 57B)
sdo caracterizadas por paredes finas € muito porosas. Os segmentos de vasos podem ser
de diferentes tipos, como, por exemplo, os vasos na forma de espiral com uma hélice
simples como mostrados na Figura 57(C), que diferem em seus comprimentos. A Figura
57(D) mostra a se¢do transversal de um feixe de fibras de bagaco natural. Os aspectos

classicos da estrutura do bagaco podem ser observados: a lamela média composta

1N77



(LMC: lamela média verdadeira associada com as paredes primarias) e os trés

componentes da parede celular secundaria: S;, S; e S; (MICHALOWICZ et al., 1991).
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Figura 57. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de amostras de bagaco natural.
(A) Se¢ao longitudinal de um feixe de fibras; (B) Divisdo de células de parénquima;
(C) Secdo transversal mostrando vaso na forma de espiral (hélice simples) e (D) Se¢ao
transversal: parede celular mostrando a lamela média composta e os trés componentes

da parede secundaria.

O efeito do pré-tratamento por explosdo a vapor pode ser visualizado através das
microscopias mostradas na Figura 58. A desfibrilagdo ocorreu primeiramente na lamela
média, devido ao amolecimento da lignina em temperaturas acima de 135°C,
especialmente na presenga de agua (BIERMANN et al, 1987). A separagdo das
microfibrilas (marcada com uma flecha) foi também um efeito do pré-tratamento, que
age como forca de cisalhamento do material (Figura 58A). Em adi¢@o a desfibrilacdo,

vasos e fibras colapsaram (Figura 58B). Outro efeito do pré-tratamento foi a melhor
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visualizagdo dos pits, que sdo perfuragdes cujo papel ¢ o de permitir o transporte de

agua entre segmentos de vasos vizinhos, em conseqiiéncia da provavel destrui¢do dos

torus deste elemento celular (Figura 58C).

e e bagdnse - shuars gl i Fgsd A5 WPEE WD A0
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Figura 58. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de amostras de bagago apds o
pré-tratamento por explos@o a vapor a 190°C por 15 min. (A) Se¢do longitudinal: fibras
totalmente separadas e microfibrilas; (B) Se¢do longitudinal: feixe de fibras colapsados

e (C) Secdo longitudinal: aparecimento de pits.

Assim, através do auxilio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), pdde-
se visualizar de um modo bem claro as diferengas estruturais entre as fibras de bagago
de cana natural e de bagaco pré-tratado por explosdo a vapor. Verificou-se a destrui¢do
do tecido estrutural do bagago, levando a separacdo das células com nitida degradagdo
da lamela média em fun¢do do desfibramento, decorrente das for¢as de cisalhamento,
em conjunto com as reagdes quimicas caracteristicas do pré-tratamento por explosdo a

vapor.
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4.5. FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL POR Candida shehatae Y-12858 ¢
Pichia stipitis CBS 5774

A habilidade de Pichia stipitis e Candida shehatae para fermentar
eficientemente xilose a etanol tem sido amplamente reportada na literatura, incluindo a
utilizagdo do hidrolisado hemiceluldsico como substrato. Sao excelentes fermentadoras
de xilose a etanol sob condigdes microaerdbicas; porém, susceptiveis a inibi¢do por
compostos toxicos, como vanilina, siringaldeido, acido acético e furfural (NIGAM,
2001; EKEN-SARACOGLU e ARSLAN, 2000; SREENATH e JEFFRIES, 2000;
FENSKE et al., 1998; DELGENES et al., 1996; SREENATH e JEFFRIES, 1996;
McMILLAN, 1994b; ROBERTO et al., 1991; PRIOR et al., 1989).

4.5.1. FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL POR Candida shehatae
Y-12858 EM MEIO SINTETICO

As fermentagdes de xilose a etanol em meio sintético foram feitas sem ajuste
prévio de pH para o monitoramento da mudanga deste pardmetro no decorrer do
processo fermentativo. O pH inicial para todas as concentragdes de xilose testadas foi de

6,5 em média.

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Tempo (h)

Figura 59. Variacdo do pH durante a fermentacdo de xilose a etanol por C. shehatae

Y-12858 ( 20gL'; 40gL';A50gL'; 60 gL';x8 gL', 100gL™).
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As curvas da Figura 59 mostram que o valor do pH diminuiu de 6,8 para 6,3 em
12 horas e elevou-se a 7,0 em 36 horas, para as fermentagdes iniciadas com
concentracio inicial de xilose de 20 gL''. Apods esse periodo, o pH declinou
continuamente até atingir pH 6,0 em 108 horas de fermentagdo. Comportamento
semelhante foi observado para as fermentagdes iniciadas com concentracdo de xilose de
40 g-L''. O pH declinou para 5,8 em 24 horas, voltando a elevar-se para 6,9 nas 12
horas subseqiientes. Apds 36 horas de fermentagdo, o pH voltou a declinar, chegando ao
valor final de 5,6. A diminui¢@o do pH no decorrer do processo deve-se ao metabolismo

das fontes de nitrogénio utilizadas no preparo do meio de cultura.

Para as outras concentracdes de xilose testadas (50, 60, 80 ¢ 100 g-L"), o perfil
das curvas foi semelhante, sendo que o minimo das curvas foi atingido apds tempos
mais longos de fermentag@o.

ROBERTO et al. (1994) relataram que o pH exerce pouco efeito sobre o
rendimento de etanol e o crescimento celular das leveduras em fermentagdes de xilose
por P. stipitis € C. shehatae. Esses autores obtiveram valores de rendimento de etanol
variando de 0,34 a 0,37 g-g’1 em pH 6,0 e 4,5, respectivamente, ¢ produtividades
volumétricas em torno de 0,9 gL' h'! numa faixa de pH de 4,0 a 6,0. Segundo du
PREEZ et al. (1986), os rendimentos de etanol produzidos por P. stipitis variaram entre
0,45 ¢ 0,42 g-g”' numa faixa de pH entre 4,0 ¢ 5,5, decrescendo para 0,37 gg' quando o
pH do meio foi aumentado para 6,5.

O crescimento celular maximo para as fermentagdes realizadas sob diferentes
concentragdes de xilose foi obtido no intervalo de 90 e 96 horas (Figura 60). Em geral,
o crescimento nas primeiras 36 horas foi muito rapido para todas as concentracdes de
xilose testadas (fase exponencial) e, apos este periodo, as células continuaram a se
reproduzir mais vagarosamente (fase estaciondria), pois o numero de células que surge ¢
compensado pelo numero das que morrem (NEDER, 1992).

Verificou-se também que o crescimento celular da C. shehatae aumentou com o
aumento da concentracdo de xilose. Este resultado indica que o etanol produzido ndo

inibiu a fermentag@o de xilose nas varias concentracdes testadas.
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Figura 60. Crescimento celular da levedura C. shehatae Y-12858 nas fermentagdes de

xilose em meio sintético, empregando concentragdes iniciais de xilose de 20 gL'

40 g-L'l;A 50 g-L'l; 60 g-L'l; x 80 g-L'l; 100 g-L'l.

As fermentagdes descritas acima foram efetuadas também com o objetivo de
otimizar a produgdo de etanol a partir da concentra¢do inicial de xilose presente no
meio, visando utilizar as melhores condi¢gdes fermentativas na avaliacdo posterior do
efeito dos compostos inibidores (item 4.5.2.).

Os resultados, mostrados na Figura 61, apresentaram um aumento da
concentragdo de etanol proporcionalmente ao aumento da concentragdo inicial do
substrato.

As concentragdes maximas de etanol foram obtidas em 48 horas de fermentagao,
exceto para as concentragdes de 20 e 40 gL' de xilose, onde o maximo foi obtido em
24 horas. O etanol foi produzido em maior concentracdo (19,07 g-L'l), em meio
contendo 100 gL' de xilose, apds 48 horas.

As cinéticas relativas ao consumo de xilose e da produgdo de etanol para as
fermentacdes cujas concentracdes maximas de etanol foram obtidas encontram-se

apresentadas na Figura 62.
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Figura 61. Comparacio das concentragdes maximas de etanol produzidas por Candida
shehatae Y-12858durante 24 horas (20 g-L'! ¢ 40 gL'") e 48 horas (50 gL', 60 gL,

80 gL' e 100 g L") em meios contendo vérias concentragdes de xilose.

Para as fermentagdes com 20 e 40 g-L™' de xilose, a produg¢io méxima de etanol
se deu nas primeiras 24 horas de processo fermentativo, sendo consumido apds esse
periodo. Esse tempo foi necessario para que toda a xilose fosse consumida. Para as
demais fermentagdes (50, 60, 80 ¢ 100 g-L"), a produgio méxima de etanol ocorreu nas
primeiras 48 horas e foi consumido no decorrer do processo. Para essas concentracdes, a
xilose foi totalmente consumida nas primeiras 36 horas de fermentacao.

A concentragdo maxima de etanol em funcdo do tempo de fermentacdo, a
quantidade de xilose residual, o rendimento de etanol, o rendimento de células ¢ a
produtividade volumétrica sdo mostrados na Tabela 25. Os melhores rendimentos de
etanol foram obtidos em meio contendo 50 g-L'' e 60 gL' de xilose (Yp/s = 0,30 e Yp/s
= 0,33, respectivamente). Esses valores correspondem a 60 e 67% do rendimento
teorico (Yp/s = 0,51), respectivamente. Para essas concentragdes de xilose (50 e 60 g-L
1, a maior produtividade volumétrica foi obtida em meio de xilose com 50 g-L™' (Qp =
0,41). Uma produtividade volumétrica alta de etanol também foi obtida com 100 g-L'1
de xilose (0,46 g-L'l-h'l); entretanto, o rendimento de etanol foi de Yp/s = 0,23, o que

corresponde a apenas 45% do rendimento teorico.
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Figura 62. Produgdo de etanol (7) e consumo de xilose () por Candida shehatae Y-
12858 em diferentes concentragdes de substrato: (a) 20 g-L''; (b) 40 gL''; (c) 50 gL';
(d) 60 gL'"; (e) 80 gL' e (f) 100 gL',

Resultados semelhantes foram publicados por FURLAN et al. (1994) para
fermentagdes efetuadas a partir de meio contendo 20 g-L' de xilose com C. shehatae
(Yx/s=0,10 gg'; Yp/s =0,21 gg'; Qp =0,10 g-L"-h'"). Por outro lado, du PREEZ et
al. (1986), utilizando meio contendo 50 g-L! de xilose, obtiveram melhores resultados

que os produzidos nesse trabalho (Yx/s = 0,09 gg'; Ypis = 037 gg' ;
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Qp = 0,96 gL''-h'"); porém, as diferengas podem ser atribuidas a diferenca de cepa ou
até mesmo ao tipo de fermentador utilizado.

Considerando os valores de produtividade volumétrica e rendimento de etanol
para as fermentagdes efetuadas com 50 g-L™! de xilose, esta foi a concentragio escolhida
para o inicio dos testes de fermentagdo na presenga dos compostos aromaticos de baixa
massa molar, oriundos da degradagdo de carboidratos e lignina produzidos durante o

pré-tratamento por explosdo a vapor.

Tabela 25. Efeito da concentragdo inicial de xilose nos parametros de fermentagdo da

levedura C. shehatae Y-12858.

Concentracio Tempo de Miaxima Xilose Yp/s Yx/s Qp*
inicial de xilose producio | concentraciio de | residual | (g-g'y' | (g-g)’
(gL méaximade | etanol (L") | (gL
etanol (h)
20 24 3,12 <L.D.* 0,21 0,14 | 0,26
40 24 6,89 0,15 0,23 0,13 | 0,57
50 48 9,96 <L.D.* 0,30 0,08 | 041
60 48 12,29 <LD.* 0,33 0,10 | 0,29
80 48 15,17 <LD.* 0,24 0,10 | 0,34
100 48 19,07 0,13 0,23 0,08 | 0,46
Simbolos:

#: valor determinado no ponto de maxima produgéo de etanol.

Yp/s: rendimento de etanol produzido a partir da xilose consumida.
Yx/s: rendimento de células produzidas a partir da xilose consumida.
Qp: produtividade volumétrica de etanol (12— 12 horas).

*: abaixo do limite de deteccao.

4.5.2. ACAO DE COMPOSTOS AROMATICOS DE BAIXA MASSA MOLAR
SOBRE A FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL POR Candida shehatae
Y-12858

As fermentacdes com Candida shehatae Y-12858 foram efetuadas em meio
contendo xilose suplementado com diferentes concentragcdes dos seguintes compostos
aromaticos de baixa massa molar: siringaldeido, vanilina, p-hidroxibenzaldeido, acido
vanilico, acido siringico, acido #rans-cumadrico, acido feralico, acido p-hidroxibenzdico,

acido acético, furfural e hidroximetilfurfural.
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Todos esses compostos foram identificados e quantificados previamente no
hidrolisado de bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor (item 4.3.2) e as
concentragdes testadas variaram para cada composto.

Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado com p-
hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido a 5,0 g-L'! estdo mostrados nas Figuras 63,
64 e 65, respectivamente. Esses aldeidos inibiram fortemente o crescimento celular
(Figuras 63a, 64a e 65a), a producdo de etanol (Figura 63b, 64b e 65b) e, por
conseguinte, o consumo de xilose (Figura 63c, 64c e 65c). Aparentemente a xilose
consumida foi praticamente utilizada apenas para o crescimento celular, como mostrado
nas Figuras 63a, 64a e 65a.

O efeito inibitorio para os trés aldeidos foi praticamente o0 mesmo. A produgdo
de etanol foi nula quando p-hidroxibenzaldeido (Figura 63b) e siringaldeido (Figura
65b) foram utilizados e quando a vanilina foi testada, a produ¢@o de alcool foi de apenas
7,9% em relagdo ao controle (Figura 64b).

Concentra¢des menores desses aldeidos ndo puderam ser testadas. Entretanto, de
acordo com DELGENES et al. (1996), concentragdes menores também causaram efeitos
inibitdrios significativos. Esses autores relataram que a vanilina foi o composto com o
maior poder inibitorio (na concentragio de 1,0 g-L™"), quando foi utilizada C. shehatae
ATCC 22984 com a concentragio de xilose no meio de 20 g-L'!. Verificaram ainda que
os outros aldeidos testados (p-hidroxibenzaldeido e siringaldeido) também foram
altamente toxicos a a¢@o da levedura e a diferenga de inibigdo entre eles foi muito sutil.
No mesmo trabalho, os autores observaram que, em relagdo a producdo de etanol, as
porcentagens de inibicdo foram de 4,5%, 4% e 3,3% de 2,0 g-L'1 de vanilina, 1,5 g-L'1
de p-hidroxibenzaldeido ¢ 1,5 g-L' de siringaldeido, respectivamente e em relagdo ao
crescimento microbiano, a inibigdo foi de 1,6%, 0,8% e 5% de vanilina (2,0 g-L'l), 1,5
g-L! de p-hidroxibenzaldeido e 1,5 g-L"! de siringaldeido, respectivamente.

Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado com os
acidos p-hidroxibenzodico, trans-cumarico, ferulico, vanilico e siringico a 5,0 g-L'1 estdo

mostrados nas Figuras 66 a 70.
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Figura 63. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢ao de

p-hidroxibenzaldeido na concentragio de 5,0 g-L'1 (M Controle; 0 5,0 g-L'l).
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Figura 64. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'1) com adi¢ao de

vanilina na concentragio de 5,0 g-L'1 (™ Controle; 0 5,0 g-L']).
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Figura 65. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da

levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢do de

siringaldeido na concentracdo de 5,0 g-L'1 (M Controle; 0 5,0 g-L'l).
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A concentracdo de 5,0 g-L'1 dos acidos trans-cumarico, feralico e vanilico inibiu
totalmente o crescimento celular (Figuras 67a, 68a e 69a, respectivamente), ndo
havendo, portanto, consumo de xilose (Figuras 67c, 68c e 69c, respectivamente) ou a
producdo de etanol (Figuras 67b, 68b e 69b, respectivamente) durante a fermentagao.

Para os acidos p-hidroxibenzoico e siringico, a concentragio de 5,0 g-L' ndo foi
totalmente inibitéria nem ao crescimento celular (Figuras 66a e 70a) € nem a produgao
de etanol por C. shehatae (Figuras 66b e 70b, respectivamente). O acido p-
hidroxibenzdico produziu menos etanol que o controle durante todo o processo e, com 0
acido siringico, houve inibicdo da producdo de etanol apenas apds 30 horas de
fermentacdo. Com 48 horas de fermentago, o etanol estava sendo produzido em altas
quantidades: 7,43 g-L"! na presenga de 4cido siringico e 2,63 g-L' na presenca de acido
p-hidroxibenzdico (75% e 26% do controle, respectivamente), restando um excedente
de xilose no meio para os dois compostos (7,42 gL' ¢ 32,1 g-L!, respectivamente).

Assim, os dados de produgdo de etanol e crescimento celular mostraram que o
acido siringico e o acido p-hidroxibenzodico ndo sdo fortes inibidores a agdo da C.
shehatae, mesmo na concentragdo de 5,0 g-L'l, considerada altamente toxica a levedura
quando usados com os outros compostos acidos testados.

Dentre os compostos acidos testados, o efeito inibitorio afetou mais a producgéo
de etanol do que o crescimento celular. Quando a concentragdo de 5,0 gL' foi utilizada,
o0 acido framns-cumarico inibiu em 89,4% a produgdo de células e os acidos fertlico e
vanilico em 87,3% e 87%, respectivamente. Para todos esses compostos, ndo houve
produgdo de etanol na concentragio de 5,0 g-L.

Os acidos frans-cumarico, ferulico e vanilico foram mais toxicos para o
crescimento celular e para a produgdo de etanol que os trés aldeidos testados e
discutidos anteriormente. Por outro lado, o 4cido siringico foi o composto que
apresentou menor efeito inibitério para o crescimento celular e para a producdo de
etanol, seguido do &cido p-hidroxibenzdico.

Na literatura, a agdo inibitéria desses acidos aromaticos derivados da lignina foi
encontrada em fermentagdes de xilose a etanol mostrando sua forte acdo inibitoria,
porém frente a outros microrganismos que ndo a C. shehatae, como S. cerevisiae
(MARTIN et al., 2002), Z. mobilis (RANATUNGA et al., 1997), K. pneumoniae
(NISHIKAWA et al., 1988; TRAN e CHAMBERS, 1986), G. oxydans e F. oxysporum
(BUCHERT et al., 1989) e E. coli (ZALDIVAR e INGRAM, 1999).
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Figura 66. Curvas de crescimento celular (a), produc@o de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g'L'l) com adi¢ao de

acido p-hidroxibenzdico na concentragdo de 5,0 g-L'1 (™ Controle; 0 5,0 g~L'l).
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Figura 67. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c¢) da

levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢ao de

acido frans-cumarico na concentracdo de 5,0 g~L'1 (™ Controle; 0 5,0 g-L'l).
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Figura 68. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'l) com adi¢ao de

acido fertlico na concentragdo de 5,0 g-L'1 (™ Controle; 0 5,0 g-L'l).
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Figura 69. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢ao de

acido vanilico na concentragio de 5,0 g-L'l (™ Controle; 0 5,0 g-L'l).
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Figura 70. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de
xilose (c) da levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose
(50 g'L'") com adigdo de acido siringico na concentragio de 5,0 g-L'' (W Controle;

050gL™h).



Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado com
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural estdo mostrados nas Figuras 71 a 73. Na
concentragdo de 5,0 gL', esses compostos derivados da degradagio dos carboidratos
inibiram quase que totalmente o crescimento celular (Figuras 71a-73a), a produgdo de
etanol (Figuras 71b-73b) e, por conseguinte, o consumo de xilose (Figuras 71c-73c¢).

A concentragdo de acido acético a 2,0 g-L'! foi quase tdo toxica ao crescimento
celular ¢ & produgdo de etanol quanto a concentragio de 5,0 gL' (Figura 71b). Na
concentragdo de 2,0 g-L'l de acido acético, apenas 13,3% do crescimento microbiano e
21% da produgdo de etanol foram observados. Quando a concentragdo aumentou para
5,0 g-L', a producdo de alcool ja era nula e a produgdo de células de apenas 13,3% em
relagdo ao controle. O grau de toxicidade do acido acético tem sido atribuido a sua
forma ndo dissociada, sendo, portanto, dependente do pH (PRIOR et al., 1978).
Estudando a levedura P. tannophilus, LEE ¢ MCCASKEY (1983) verificaram que a
presenca de 0,5% de acido acético no meio de fermentagdo inibiu completamente o
crescimento da levedura em pH 3,0, 4,2 e 5,2; entretanto, as concentragdes de 0,05% e
0,1% estimularam o crescimento nesses valores de pH. O crescimento foi também
favorecido com 0,25% de acido acético em pH 4,2 e 5,2; porém, em pH 3,0, ocorreu
inibigao.

A sensibilidade das atividades fermentativas do 4cido acético aparentemente ¢
dependente da cepa e do microrganismo utilizado (DELGENES et al., 1996). Com uma
concentragdo de acido acético de 11,9 gL', a producdo de etanol por P. stipitis CBS
5776 foi de 24% do controle (TRAN ¢ CHAMBERS, 1986), enquanto 13 g-L™!' do 4cido
inibiu completamente a produgdo de etanol a partir da xilose por P. tannophilus
(WATSON et al, 1984). A concentragio de 2,0 gL' de furfural apresentou uma fraca
inibi¢do sobre o metabolismo da levedura durante toda a fermentacdo (Figura 72a) e foi
toxica a producdo de etanol ap6s 30 horas de processo (Figura 72b).

Para todos os compostos inibidores testados, o processo de crescimento celular
da C. shehatae foi inibido em uma menor extensdo que o processo de producgdo de
etanol. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por DELGENES et al.
(1996), que estudaram a ag@o de alguns compostos inibidores a acdo de C. shehatae e P.
stipitis, por BANERJEE et al. (1981), usando Saccharomyces cerevisiae cultivada na
presenca de furfural e por NISHIKAWA et al. (1988), estudando o efeito dos compostos

derivados de lignina nas atividades fermentadoras de Klebsiella pneumoniae.
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Figura 71. Curvas de crescimento celular (a), produc@o de etanol (b) e consumo de xilose (¢) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'l) com adi¢ao de

acido acético em diferentes concentragdes (M Controle; 2,0 g-L'1 ;05,0 g~L'1).
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Figura 72. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢do de

furfural em diferentes concentracdes (M Controle; 2,0 g-L'1 ;05,0 g-L'l).
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Figura 73. Curvas de crescimento celular (a), produc@o de etanol (b) e consumo de xilose (¢) da
levedura C. shehatae Y-12858 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'l) com adi¢ao de

hidroximetilfurfural na concentracdo de 5,0 g-L'] (M Controle; 0 5,0 g~L'1).



4.5.3. FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL POR Pichia stipitis CBS 5774

As fermentagdes de xilose a etanol em meio sintético por Pichia stipitis CBS
5774 foram feitas sem o ajuste prévio de pH para o monitoramento da mudanga deste
pardmetro no decorrer do processo fermentativo. O pH inicial para todas as
concentragdes de xilose testadas foi de 5,70 a 5,82, e entretanto, com o inicio do
processo fermentativo, observou-se variacdo de pH nos meios. A variacdo de pH em
fung¢do do tempo de fermentacdo para as diferentes concentragdes iniciais de xilose ¢
mostrada na figura 74.

Verificou-se que, durante o processo fermentativo, houve formagdo de acidos
(abaixamento de pH) e que em concentragdes menores (20 gL' e 40 gL', esta

variacdo foi intercalada pela produgdo e consumo desses acidos.

A partir de 60 gL' de xilose, o pH atingiu seu valor minimo com 36 horas de
processo fermentativo, coincidindo com o apice da producdo de etanol para todas as

fermentagdes, como mostrado na figura 76.

De certa forma, a variacdo de pH para P. stipitis CBS 5774 foi semelhante a
observada para C. shehatae Y-12858 (figura 59).

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Tempo (h)

Figura 74. Variagdo do pH durante a fermentag@o de xilose a etanol por P stipitis CBS

5774 ( 20gL'; 40gL;A50gL'; 60 gL';x80gL'; 100gL™M).
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A varia¢do do crescimento celular da levedura Pichia stipitis CBS 5774, em
fung¢do do tempo de fermentacdo para as diferentes concentragdes iniciais de xilose, ¢
mostrada na figura 75.

O crescimento celular atingiu um maximo no intervalo entre 96 e 108 horas de
fermentacdo, independentemente da concentragdo inicial de xilose utilizada.

Em geral, o crescimento at¢ 36 horas foi muito rapido (fase exponencial),
coincidindo com o apice da producdo de etanol e, apos este periodo, as células
continuaram a se reproduzir mais vagarosamente (fase estacionaria). Assim, a produgao
de etanol esta correlacionada com a quantidade de células formadas no meio de

fermentagao.

Crescimento celular
(600 nm)

0 T T T T T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Tempo (h)

Figura 75. Crescimento celular da levedura P. stipitis CBS 5774 nas fermentacdes de
xilose em meio sintético (Concentragdo inicial de xilose: 20 gL™; 40 gL',

A50gL"; 60gL';x8 gL', 100gL™).

Como dito anteriormente, as concentragdes maximas de etanol foram obtidas
com 36 horas de fermentacdo. A figura 76 mostra a comparagdo das concentragdes
maximas de etanol obtidas nas diferentes concentra¢des de xilose testadas. Observou-se
um aumento gradativo da concentracdo de etanol proporcional ao aumento da
concentragdo inicial do substrato, exceto para as concentragdes de xilose de 50 gL' e
60 gL', que apresentaram valores de concentragdo de etanol muito préximos (10,88
gL' e 10,11 gL', respectivamente). O etanol foi produzido em maior concentragio

(19,08 g-L'") em 36 horas de fermentagio em meio contendo 100 gL' de xilose.
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Figura 76. Comparagdo das concentracdes maximas de etanol produzidas durante 36
horas de fermentagdo em meios contendo diferentes concentragdes de xilose por Pichia

stipitis CBS 5774.

As cinéticas relativas ao consumo de xilose e a produ¢do de etanol para as
fermentagdes cujas concentragdes maximas de etanol foram mostradas acima estdo
apresentadas na figura 77.

Para todas as concentracdes testadas (20 gL' a 100 gL'!) as curvas mostraram
um perfil semelhante, no qual a produgdo maxima de etanol se deu em 36 horas, com o
subseqiiente consumo do etanol formado. Para as fermentagdes com xilose a 20 gL,
observou-se o consumo de todo o etanol formado apds 72 horas. Apesar disso, as
concentragdes maximas de etanol coincidiram com o consumo total de xilose,
independentemente da concentragdo inicial do substrato.

A concentracdo maxima de etanol em fun¢do do tempo de fermentagdo, a
quantidade de xilose residual, o rendimento de etanol, o rendimento de células e a
produtividade volumétrica para as fermentagcdes efetuadas a partir das diferentes
concentragdes de substrato estdo apresentadas na tabela 26.

O rendimento maximo de etanol foi obtido em meio liquido com 50 gL' de
xilose (Yp/s = 0,27), que corresponde a 53% do rendimento tedrico (Yp/s = 0,51). A
produtividade volumétrica foi considerada razoavel (Qp = 0,28). A maior produtividade

volumétrica foi observada na fermentacio com 100 gL' de xilose (Qp = 0,81);
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entretanto, nessa mesma concentragdo, o rendimento de etanol foi de Yp/s = 0,23, o que
corresponde a 45% do rendimento tedrico.

Considerando os valores de produtividade volumétrica e rendimento de etanol para
as fermentagdes efetuadas com 50 gL' de xilose, esta foi a concentragio escolhida para
o inicio dos testes de fermentacdo na presenga dos compostos aromaticos de baixa
massa molar oriundos da degradagdo de carboidratos e lignina produzidos durante o pré-

tratamento por explosdo a vapor.
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Figura 77. Producdo de etanol (* ) e consumo de xilose () por Pichia stipitis CBS
5774 em diferentes concentragdes de substrato: (a) 20 gL™'; (b) 40 gL™'; (c) 50 gL'!;
(d) 60 gL''; (e) 80 gL' e (f) 100 gL',

Tabela 26. Efeito da concentragdo inicial de xilose nos parametros de fermentagdo da

Pichia stipitis CBS 5774.

Concentraciio Tempo de Miaxima Xilose Yp/s Yx/s Qp’
inicial de xilose producio concentra¢iio | residual gg") | (gg!)
gL maxima de de etanol (gL
etanol (h) (g-L'l)
20 36 4,04 <LD.* 0,25 0,23 0,11
40 36 9,20 0,02 0,26 0,10 0,22
50 36 10,88 <L.D.* 0,27 0,10 0,28
60 36 10,80 0,11 0,21 0,11 0,45
80 36 15,08 0,17 0,24 0,06 0,55
100 36 19,08 0,13 0,23 0,08 0,81
Simbolos:

#: valor determinado no ponto de méaxima produgio de etanol.
Yp/s: rendimento de etanol produzido a partir da xilose consumida.

Yx/s: rendimento de células produzidas a partir da xilose consumida.

9p: produtividade volumétrica de etanol (12— 12 horas).
: abaixo do limite de deteccéo.

Comparando-se as duas leveduras utilizadas na fermentacdo de xilose a etanol
em meio sintético, verificou-se que o perfil do crescimento celular da levedura C.
shehatae Y-12858 (figura 60) foi semelhante ao da P. stipitis CBS 5774 (figura 77),
onde o maximo do crescimento foi atingido nas ultimas 96 horas de processo
fermentativo. Para ambas as leveduras testadas, o crescimento foi rapido nas primeiras
36 horas de fermentag¢do, tornando-se mais vagaroso no decorrer do processo. As
fermentag¢des com C. shehatae produziram etanol em maior concentragdo em 48 horas
de processo fermentativo, exceto para as concentragdes de 20 e 40 gL', onde o méaximo
foi obtido em 24 horas (figura 62), enquanto que P. stipitis exigiu 36 horas para todas as

concentragdes testadas (figura 77).
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4.5.4. ACAO DOS COMPOSTOS AROMATICOS DE BAIXA MASSA MOLAR
SOBRE A FERMENTACAO DE XILOSE A ETANOL POR Pichia stipitis CBS
5774

As fermenta¢des com Pichia stipitis CBS 5774 foram efetuadas em meio
contendo xilose suplementado com concentragdes diferentes dos seguintes compostos
aromaticos de baixa massa molar: siringaldeido, vanilina, p-hidroxibenzaldeido, acido
vanilico, acido siringico, acido trans-cumarico, acido feralico, acido p-hidroxibenzdico,
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural.

Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado com p-
hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido em diferentes concentragdes estdo
mostrados nas figuras 78, 79 e 80, respectivamente. Esses aldeidos, em concentragdo de
5,0 g-L"!, inibiram fortemente o crescimento celular (figuras 78a, 79a e 80a), a produgio
de etanol (figura 78b, 79b e 80b) e, por conseguinte, o consumo de xilose (figura 78c,
79c e 80c). A xilose consumida foi utilizada totalmente para o crescimento celular, que
foi praticamente insignificante, como mostrado nas figuras 78a, 79a e 80a.

Os compostos também foram testados em outras concentragdes. Na
concentragio de 1,0 gL', o p-hidroxibenzaldeido inibiu o crescimento celular em
58,4% (figura 78a), reduzindo o rendimento de etanol (figura 78b) e o consumo de
xilose, que foi praticamente nulo nas primeiras 24 horas de fermentagdo (figura 78c).

Entretanto, com 36 horas, o rendimento de etanol foi igual ao obtido no controle.

Na cultura suplementada com vanilina, a concentragio de 1,0 gL' apresentou
acentuada inibi¢do do crescimento celular durante as primeiras 48 horas do processo
(figura 79a). Nessa mesma concentragdo, a producdo de etanol também foi inibida,

sendo que a toxicidade foi maior nas primeiras 40 horas fermentagao (figura 79b).

Na cultura suplementada com siringaldeido, ocorreu inibicdo ao crescimento
celular durante todo o processo fermentativo para as concentra¢des de 0,002 g-L' ¢ 1,0
gL' (figura 80a). A figura 80b mostra também que essas concentracdes inibiram a
produgdo de etanol nas primeiras 40 horas de processo fermentativo. O consumo de

xilose também foi mais lento devido ao poder inibitdrio dos compostos testados (figura

80c).
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O siringaldeido demonstrou maior efeito inibitério do que a vanilina, obtendo-se

menores rendimentos e produtividades de etanol.

Viérios estudos relacionam a estrutura quimica dos aldeidos com os resultados
das fermentagdes (FENSKE et al., 1998; DELGENES et al, 1996; TRAN e
CHAMBERS, 1985). Vale salientar que a diferenga entre os aldeidos testados reside

simplesmente na auséncia ou presenca de metoxilas ligadas ao anel aromatico.

Comparando-se os resultados entre os trés aldeidos, verificou-se que as
concentra¢des maiores que 1,0 gL’1 exerceram efeitos inibitorios ao metabolismo da
levedura. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por DELGENES et al.
(1996), que observaram a vanilina como maior composto inibitorio (na concentragdo de
1,0 gL, utilizando Pichia stipitis NRRL Y 7124 com a concentragdo de xilose no
meio de 20 gL', embora os outros aldeidos testados (p-hidroxibenzaldeido e
siringaldeido) também foram altamente toxicos a agdo da levedura. No mesmo trabalho,
os autores observaram que 2,0 g-L'1 de vanilina, 1,5 g-L'1 de p-hidroxibenzaldeido e 1,5
g-L'1 de siringaldeido, reduziram o rendimento de etanol em 4,5, 4,0 ¢ 3,3% ,
respectivamente. Verificou-se também que 2,0 gL' de vanilina, 1,5 gL' de p-
hidroxibenzaldeido ¢ 1,5 gL' de siringaldeido reduziram o crescimento celular em
1,6%, 0,8% e 5%, respectivamente, no tempo de fermentag@o de 48 horas.

Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado a
5,0 g-L'lcom os acidos p-hidroxibenzodico, frans-cumarico, ferulico, vanilico e siringico
estdo mostrados nas figuras 81 a 85, respectivamente. A concentragio de 5,0 gL' inibiu
totalmente o crescimento celular (figuras 82a, 83a e 84a, respectivamente) e a produgdo
de etanol pelos acidos trans-cumarico, feralico e vanilico (figuras 82b, 83b e 84b,
respectivamente), ndo havendo, portanto, consumo de xilose (figuras 82c, 83c e 84c,
respectivamente). O acido frans-cumarico foi mais inibidor do crescimento microbiano
do que da produgao de etanol, pois a inibigdo por esse composto foi de 98,5%. O acido

ferulico inibiu a produgdo de células em 98% e o acido vanilico, em 97%.
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Figura 78. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da

levedura P. stipitis CBS5774 cultivada em meio sintético de xilose com adi¢do de

p-hidroxibenzaldeido em diferentes concentragdes (M Controle; 2,0 g~L'] ;05,0 g‘L'l).
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Figura 79. Curvas de crescimento celular (a), produgio de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura P. stipitis CBS5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adigdo de

vanilina em diferentes concentragdes (M Controle; 2,0 g-L'1 ;05,0 g-L'l).
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Figura 80. Curvas de crescimento celular (a), produc@o de etanol (b) e consumo de xilose (¢) da

levedura P. stipitis CBS5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L']) com adigdo de

siringaldeido em diferentes concentragdes (M Controle; ae 0,002 g~L'1 2,0 g-L'l ;05,0 g~L'1).
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Para os acidos p-hidroxibenzéico e siringico, a concentragio de 5,0 g-L' ndo foi

totalmente inibitdria nem ao crescimento celular (figuras 81a e 85a), nem a producdo de
etanol por C. shehatae (figuras 81b e 85b, respectivamente). Na presenca de acido
p-hidroxibenzobico, a produgdo de etanol somente ocorreu apés 24 horas de processo,
atingindo uma produgdo de 2,31 gL' sem que houvesse o consumo total de xilose no
meio (figura 81c). Com o &cido siringico, houve uma produgdo gradativa de etanol
(figura 85b) até que, no final do processo fermentativo (60 horas), observou-se uma
produgio relevante de 9,15 gL', ou seja, 84% em relagdo a produgio do controle (50
g-L'1 de xilose), restando um excedente de xilose no meio de 2,32 g-L'1 (4,64% do
controle) (figura 85¢). Assim, o acido siringico e o acido p-hidroxibenzoico ndo sio
fortes inibidores a acdo da C. shehatae, mesmo na concentracdo de 5,0 g-L'l,
considerada altamente toxica a levedura nos testes em que os outros compostos acidos
foram empregados.
Além da concentragio de 5,0 gL', o acido frams-cumarico também foi testado na
concentragdo de 0,2 gL' (figura 82). Os resultados mostraram que houve fraca inibi¢io
ao crescimento celular quando essa concentracdo foi testada (26% de inibicdo nas
primeiras 36 horas de processo fermentativo) (figura 82a). Nessa concentragdo,
praticamente ndo houve inibi¢do da produgdo de etanol (figura 82b), pois o perfil da
curva foi semelhante ao do controle. Este comportamento pode ser confirmado pelo
rapido consumo de xilose (figura 84c).

O 4cido fertilico foi testado também nas concentragdes de 0,2 gL' e 1,0 gL
Verificou-se que houve inibigdo ao crescimento celular quando essas concentragdes
foram testadas (39% e 56% de inibicdo, respectivamente) (figura 83a). A presenca do
acido ferulico apresentou fraca inibicdo a producdo de etanol durante quase toda a
fermentagio, quando as concentragdes de 0,2 gL' ¢ 1,0 gL' foram testadas (figura
83b). Entretanto, a maior inibi¢do foi obtida pela concentragio de 1,0 gL', o que foi
acompanhado pelo consumo mais lento de xilose (figura 83c).

Os resultados mostraram que o crescimento celular foi mais sensivel a a¢do dos
acidos do que a producdo de etanol quando a levedura P. stipitis foi utilizada. Verificou-
se também que, em concentragdes elevadas, os aldeidos foram mais inibitdrios do que

os acidos.
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Figura 81. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (¢) da
levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L']) com adigdo de

acido p-hidroxibenzdico na concentracio de 5,0 g-L‘1 (M Controle; 0 5,0 g~L'1).
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Figura 82. Curvas de crescimento celular (a), produgéo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adigdo de

acido trans-cumarico em diferentes concentragdes (l Controle; ¢ 0,2 g-L'l; 05,0 g-L'l).
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Figura 83. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da

levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'1) com adigdo de

acido fertlico em diferentes concentra¢des (M Controle; ¢ 0,2 g-L'l; 2,0 g~L'] ;05,0 g-L'l).
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Figura 84. Curvas de crescimento celular (a), produgio de etanol (b) e consumo de xilose (c) da
levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'1) com adigdo de

acido vanilico na concentragdo de 5,0 L' (m Controle; 0 5,0 LY.
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Figura 85. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de
xilose (c) da levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose
(50 gL'") com adigdo de 4cido siringico na concentragio de 5,0 gL' (® Controle;

050 gL™.



Os resultados das fermentagdes de xilose a etanol em meio suplementado com
acido acético, furfural e hidroximetilfurfural estdo mostrados nas figuras 86, 87 e 88,
respectivamente. Na concentragio de 5,0 gL', esses compostos derivados da
degradag¢do dos carboidratos inibiram quase que totalmente o crescimento celular
(figuras 86a, 87a e 88a, respectivamente), a producdo de etanol (figuras 86b, 87b e 88b,
respectivamente) e, por conseguinte, o consumo de xilose (figuras 86c, 87c e 88c,
respectivamente).

Quando o acido acético foi inserido o meio de cultura na concentragdo de 2,0
g-L'l, verificou-se uma inibi¢do de 60,9% sobre o crescimento celular e, na
concentragio de 5,0 gL', a inibi¢do foi praticamente total (95%) (figura 86a). Em
relagdo a produgdo de etanol, a concentragio de 2,0 g-L!' foi tdo toxica a acdo da
levedura quanto na concentragio de 5,0 gL' (figura 86b), seguido de lento consumo de
xilose (figura 86¢).

No meio suplementado com 2,0 g-L'l de furfural, observou-se uma inibigdo
moderada do crescimento celular (figura 87a), diminuindo-se a velocidade de formagao
de etanol (figura 87 b) e a velocidade do consumo de xilose (figura 87 c). A
concentragdo de 5,0 gL' foi inibitéria para o crescimento celular e para a produgio de
etanol nas primeiras 24 horas de fermentagao.

A concentragio de 1,0 gL' de hidroximetilfurfural foi fracamente inibitoria ao
crescimento celular durante todo o processo (figura 88a) e foi toxica a produgdo de
etanol apos 30 horas de fermentagdo (figura 88b). Na concentragdo de 5,0 g-L'l, 0
hidroximetilfurfural inibiu totalmente a producdo de etanol e também foi inibitorio ao
metabolismo celular (figura 88a).

Furfural e hidroximetilfurfural foram menos toxicos que os produtos de
degradagdo da lignina. Na concentragdo de 1,0 gL', hidroximetilfurfural inibiu a
produgdo de etanol em 14%, no tempo de fermentacdo de 36 horas. Para o furfural,
quando a concentracdo de 5,0 gL' foi usada, ainda havia uma pequena producio de
etanol com 36 horas de processo (3,8% do controle), ou seja, a inibi¢do ainda ndo havia
sido completa nessa concentra¢do. Ja para o hidroximetilfurfural, a inibicdo foi quase
total. Esta diferenca pode ser atribuida ao grupo hidroximetil em sua estrutura quimica.

BJORLING e LINDMAN (1989) avaliaram o efeito do acido acético em
diferentes valores de pH na producdo de etanol por P. stipitis. A presenga do acido, na

concentragido de 3,9 gL', inibiu completamente a producdo de etanol em pH 4,0 ¢
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apenas 1,7 g-L'1 de etanol foi formado em pH 5,0. Entretanto, trabalhando com pH 6,0, a
produgdo de etanol foi semelhante a obtida na auséncia deste composto.

VAN ZYL et al. (1991) constataram que o grau de inibi¢do, causado pelo acido
acético na fermentag@o de xilose por P. stipitis, variou com a concentragdo do acido,
com o nivel de aerag¢do e com o pH. Sob condigdes anaerdbias em pH 5,1, a presenga de
1,0 gL' de 4cido acético inibiu a producdo de etanol em 50%. Este mesmo grau de
inibi¢do foi observado em pH 6,5 somente em concentragdes de acido acético acima de
15gL".

FERRARI et al. (1992) avaliaram o efeito do pH inicial na produgdo de etanol
por P. stipitis, em hidrolisado hemicelulésico de madeira contendo 10 gL' de acido
acético. Segundo estes autores, a inibi¢cdo da fermentagdo foi total em pH 5,0 e, na faixa
de pH entre 5,5 ¢ 6,5, 0 consumo de agucares (99%) e a produgdo de etanol (12 gL
foram similares. Entretanto, as produtividades volumétricas aumentaram de 2,1 para 4,0
g-L! por dia quando o pH do meio foi elevado de 5,5 para 6,5. Estes autores verificaram
ainda que o consumo de acido acético foi estimulado pelo aumento do pH inicial e,
mesmo apos ter atingido a concentracdo maxima em etanol, a levedura continuou a
utilizar este acido.

Comparado ao controle (xilose 50 gL™), verificou-se que a grande maioria das
culturas suplementadas com os compostos inibidores apresentou um decréscimo na
producdo de etanol e no crescimento celular a partir de 30 horas de processo
fermentativo, utilizando-se a levedura Pichia stipitis na fermentagdo de xilose a etanol.
Em geral, a intensidade da inibi¢do estd diretamente relacionada com a concentragdo
dos compostos inibitorios testados, ou seja, para a maioria dos compostos testados, a
inibicdo aumenta com o aumento da concentragdo dos produtos (du PREEZ et al.,
1986).

Para todos os compostos testados, o processo de crescimento celular da P.
stipitis foi inibido em uma maior extensdo que o processo de producdo de etanol. A
partir de 1,0 gL', notou-se uma inibi¢o consideravel para quase todos os compostos.

Comparando-se as duas leveduras testadas, verificou-se que a P. stipitis CBS
5774 foi mais sensivel a agdo dos produtos de degradagdo dos carboidratos e da lignina
que a C. shehatae Y-12858. Este resultado estd de acordo com o obtido por
DELGENES et al. (1996), no qual verificou-se que C. shehatae ATCC 22984 foi mais
resistente a compostos toxicos que P. stipitis NRRL'Y 7124.



8 1
71
3 61
3
o 57
S,
g 47
k=
8 31
3
0 2]
1
. 3 a D
0+ f + + + +
0 12 24 36 48 60
Tempo (h)
b
14 1
)
3
o
ug
O
o
T
8
c
o
o
0 & A4 @ Q
0 12 24 36 48 60
Tempo (h)
Cc

)
) z —F o
o
S
g
€
Q
g K
o
o
—=n = =
0 12 24 36 48 60

Tempo (h)

Figura 86. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (c) da

levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g-L'l) com adi¢do de

acido acético em diferentes concentragdes (M Controle; 2,0 g-L'1 ;05,0 g-L'l).
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Figura 87. Curvas de crescimento celular (a), producdo de etanol (b) e consumo de xilose (¢) da

levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'1) com adigdo de

furfural em diferentes concentra¢des (M Controle; 2,0 g-L'l ;05,0 g~L']).
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Figura 88. Curvas de crescimento celular (a), produgio de etanol (b) e consumo de xilose (c) da

levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em meio sintético de xilose (50 g~L'1) com adigdo de

hidroximetilfurfural em diferentes concentracdes (B Controle; 1,0 g-L'1 ;05,0 g-L'l).
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4.6. FERMENTACAO DOS CARBOIDRATOS PRESENTES NO
HIDROLISADO HEMICELULOSICO POR Candida shehatae Y-12858 e
Pichia stipitis CBS 5774

Os resultados da fermentagdo de xilose em meio sintético a etanol pelas
leveduras Candida shehatae Y-12858 e Pichia stipitis CBS 5774 foram previamente
mostrados nos itens 4.5.1 e 4.5.3., respectivamente, inclusive os testes realizados com
os compostos de baixa massa molar derivados da degradacdo de agucares e da lignina,
que sdo conhecidos como inibidores das fermentagdes (itens 4.5.2. e 4.5.4).

D-xilose e seus oligdmeros compreendem a fragdo predominante do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana obtido por explosdo a vapor (14,7 + 0,3% - Tabela 9).
Por esse motivo, foram realizados testes de fermentagdo utilizando o hidrolisado
hemicelulosico, que contém todos os compostos de baixa massa molar testados
anteriormente.

Foram testados o hidrolisado puro, obtido do pré-tratamento por explosdo a
vapor (aproximadamente 15 gL' de xilose e oligdmeros), ¢ o hidrolisado concentrado
para render uma fragdo de cerca de 50 gL' de xilose e oligdmeros.

Para o monitoramento da mudanga de pH no decorrer do processo foi necessario
o ajuste inicial de pH do hidrolisado para um valor considerado ideal para fermentacao
(pH = 5,5), pois abaixo desse valor, ocorre uma diminui¢do da produgdo de etanol pelas
leveduras devido ao efeito do acido acético liberado durante a hidrdlise dos materiais
lignocelulésicos, que se encontram parcialmente na forma dissociada (BJORLING e
LINDMANM, 1989). Logo, o pH do hidrolisado puro foi ajustado de 3,92 para 5,5 e o
pH do hidrolisado concentrado de 3,87 para 5,5, com solu¢do de NaOH 0,1 N.

Quando a carga de massa celular foi adicionada aos frascos contendo hidrolisado
e nutrientes, o pH do meio aumentou. Assim, no inicio do processo fermentativo, o pH
do hidrolisado e do controle (15 ¢ 50 gL' de xilose, respectivamente) variou entre 6,0 a
7,5. Entretanto, com o decorrer do processo fermentativo, observou-se uma varia¢ao

consideravel no pH nos meios (Figura 89).
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Figura 89. Variacdo de pH em fun¢@o do tempo de fermentagdo para os controles e para
os hidrolisados pelas leveduras (a) Candida shehatae Y-12858 e (b) Pichia stipitis CBS
5774 ( Controle xilose 15 g-L™' 1 Hidrolisado 15 g-L”' ¥ Controle xilose 50 gL' A
Hidrolisado 50 g-.L™).

A Figura 89 mostra que o perfil da variagdo das curvas de pH para as duas
leveduras foi muito semelhante. Durante o processo fermentativo, o pH dos hidrolisados
(15 e 50 gL'") variou menos que o dos controles (xilose 15 ¢ 50 gL™') para ambas as
leveduras testadas, significando que pode ter ocorrido consumo de &acidos formados

durante o processo.

As variagdes do crescimento celular, da produgdo de etanol e do consumo de
xilose pelas leveduras Candida shehatae e Pichia stipitis em fun¢do do tempo de
fermentagdo para os hidrolisados testados sdo mostrados nas Figuras 90 e 91,

respectivamente.
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Figura 90. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c)
da levedura C. shehatae Y- 12858 cultivada em hidrolisados (15 g-L'1 e 50 g-L'l) comparadas
aos controles (xilose 15 gL' ¢ 50 g¢-L”") ( Controle xilose 15 g-L™' 1 Hidrolisado 15 gL'
¥ Controle xilose 50 g-L' A Hidrolisado 50 g-L™").
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Figura 91. Curvas de crescimento celular (a), produgdo de etanol (b) e consumo de xilose (c)
da levedura P. stipitis CBS 5774 cultivada em hidrolisados (15 g-L'1 e 50 g-L'l) comparadas

aos controles (xilose 15 gL' ¢ 50 g-L”") ( Controle xilose 15 g-L' 1 Hidrolisado 15 g-L’!
¥ Controle xilose 50 g-L' A Hidrolisado 50 g-L™).
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O crescimento celular nos dois hidrolisados testados (15 gL' e 50 gL foi
inferior ao do controle durante todo o processo em que as duas leveduras foram
utilizadas (Figuras 90a e 9la), sugerindo que os compostos de baixa massa molar
presentes nos hidrolisados foram considerados tdxicos ao crescimento microbiano.

ROBERTO et al. (1991) observaram que, quando a levedura P. stipitis CBS
5773 foi inoculada no hidrolisado de bagago de cana sem tratamento prévio, exceto pelo
ajuste de pH a 5,0 com NaOH e a remocdo do precipitado resultante, o crescimento
celular também foi inferior ao controle e apds 96 horas de fermentagdo, nenhum
crescimento celular foi observado. Esse efeito também foi observado por
VAN ZYL et al. (1988), que utilizou P. stipitis CBS 7126 em hidrolisado de bagago
de cana.

A inibi¢do ao crescimento celular ndo pode ser atribuido ao furfural, que se
encontrou presente a 0,66 gL' no hidrolisado. Estudos anteriores (NIGAM et al., 2001;
ROBERTO et al., 1991) indicaram que o furfural deve apresentar danos ao metabolismo
da levedura somente a partir da concentragio de 1,0 gL', O mesmo ocorre para o acido
acético, presente no hidrolisado a 1,0 gL', que apresenta efeito inibitério em
concentracdo de entre 2,0 a 5,0 g-L'1 (NIGAM, 2001; VAN ZYL et al., 1988; TRAN ¢
CHAMBERS, 1985). Assim, provavelmente o efeito inibitorio apresentado ao
crescimento celular deve ser atribuido em maior escala aos compostos aromaticos de
baixa massa molar derivados da lignina e também aos derivados de lignina de massa
molar mais alta que ndo foram identificados por CG/EM e CG/DIC (tem 4.3.2.1.).
Como ha um grande nimero de compostos potencialmente tdxicos no hidrolisado, ¢
pertinente considerar os efeitos combinados e sinergisticos desses compostos no meio
de fermentacgao.

As curvas mostradas nas Figuras 90b e 91b apresentaram a produgdo de etanol
concomitante ao consumo de xilose (Figuras 91c e 92¢) nos meios fermentativos em
fun¢@o do tempo para os hidrolisados testados. Verificou-se que, para as duas leveduras
testadas, os compostos de baixa e provavelmente de alta massa molar inibiram
totalmente a producgdo de etanol e, por conseguinte, o consumo de xilose foi nulo.

Os perfis das curvas das Figuras 90 e 91 mostraram que os compostos derivados
da lignina foram mais inibitdrios a producdo de etanol do que ao crescimento celular

para as duas leveduras testadas.
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E necessario ressaltar que ainda ndo se pode atribuir a inibicio apenas aos
compostos de baixa massa molar derivados da lignina. Logo, recomenda-se testar o
hidrolisado hemiceluldsico livre de compostos de baixa massa molar, com o objetivo de
concluir se os compostos de alta massa molar sdo ou ndo compostos inibidores de
fermentagdo. Esse estudo ainda ndo foi encontrado na literatura atual.

Resultados anteriores demostraram que o hidrolisado, mesmo na concentragdo
de 15 gL', deve ser destoxificado previamente ao processo de fermentagdo. Uma
variedade de métodos de destoxificagdo pode ser utilizada para reduzir a concentragdo
dos compostos inibidores a niveis ndo-inibitdrios, produzindo assim, hidrolisados
altamente fermenstesciveis. Os métodos mais comuns incluem neutralizagio,
“overliming”, aquecimento, arraste a vapor (steam stripping), rotoevaporagdo, troca
idnica, extragdo e tratamento com carvdo ativado e peneira molecular (MARTIN et al.,
2002; PALMQVIST ¢ HAHN-HAGERDAL, 2000a,b; MARTINEZ et al., 2000;
LARSSON et al., 1999a; McMILLAN, 1994b; PALMQVIST et al., 1997, HAHN-
HAGERDAL, 1996). Entretanto, esses métodos ndo podem ser estritamente
comparados, visto que diferentes hidrolisados e diferentes microrganismos sao
utilizados. Também deve-se adotar melhorias nas condigdes de hidrélise da biomassa

para minimizar a formag¢ao de inibidores.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu fazer uma caracterizacdo mais refinada do hidrolisado de
bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor, envolvendo os principais compostos

derivados da fragdo hemicelulosica.

e Os resultados mostraram que no hidrolisado, os principais componentes obtidos foram
oligdmeros de xilose, com grau de polimerizagao variando de 2 a 6, com predominancia

de xilobiose e xilotriose.

® Os compostos de baixa massa molar derivados da lignina foram isolados a partir do
fracionamento do hidrolisado por extrag¢do liquido-liquido, identificados por CG/MS e
confirmados por Espectroscopia no UV/Visivel e no Infravermelho. Além de compostos
monoméricos, as fragdes organicas possuem oligdmeros de lignina (ricos em grupos H

condensados) como principais compostos, resultado este verificado por GPC.

e A distribuicdo de massa molar média aparente das fragdes orgénicas variou de 469,9 a
4058,9 gmof'. Os contetidos de metoxilas e hidroxilas fendlicas foram bem inferiores

aos valores reportados na literatura para a lignina de bagaco de cana (SILVA, 1995).

e Os resultados de CG/MS mostraram que a quantidade da maioria dos compostos
identificados aumentou, quando comparados com os resultados anteriores (CUNHA,
1999), principalmente para o acido frans-cumarico. O aumento foi atribuido a origem

do bagaco de cana utilizado neste trabalho.

e Os resultados obtidos a partir das andlises das fragdes que contém compostos de baixa
massa molar mostraram que, durante o procedimento de explosdo a vapor do bagacgo de
cana a 190°C por 15 min, sdo solubilizados predominantemente os compostos contendo

grupos do tipo H, contidos na lignina de bagac¢o, que € do tipo HGS.

e O pré-tratamento por explosdo a vapor alterou extensivamente a ultraestrutura da
superficie do bagaco de cana, além de promover as reagdes de hidrdlise das
hemiceluloses e da celulose, a qual foi levemente despolimerizada, induzindo a

fragilizacdo da coesdo da estrutura.
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Este trabalho comprovou o efeito inibitério dos compostos de baixa massa molar

derivados dos carboidratos e da lignina.

e A fermentagdo alcoolica do principal agtiicar encontrado no hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana (xilose) em meio sintético pela levedura C. shehatae Y-12858 foi
afetada pela presenca de produtos de decomposicdo da biomassa a partir de 48 horas de
fermentagdo. Da maioria dos compostos testados na concentragdo de 5,0 gL', apenas
os acidos siringico e acido p-hidroxibenzdico ndo apresentaram inibi¢do consideravel.
Os resultados mostraram que o grau de inibicdo dos compostos testados depende da

natureza ¢ da concentragdo dos inibidores.

e A fermentacdo alcdolica de xilose em meio sintético pela levedura Pichia stipitis CBS
5774 foi afetada pela presenca de produtos de decomposicdo da biomassa a partir de 36
horas de fermentagdo para maioria dos compostos testados.Na concentracdo de
5,0 gL', apenas 4cido siringico, furfural ¢ 4cido p-hidroxibenzoéico ndo apresentaram

inibicdo consideravel.

e Quando os hidrolisados nas concentracdes de 15 gL' e 50 gL' foram inoculados
com as leveduras C. shehatae e P. stipitis, observou-se a inibi¢do do crescimento
microbiano e da producdo de etanol, indicando a necessidade de destoxificar o

hidrolisado previamente a fermentag@o.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, recomenda-se estudar a
fermenta¢do de xilose a etanol na presenga dos compostos de baixa massa molar
derivados dos carboidratos e da lignina em outras concentragdes, a fim de
complementar o estudo; testar o efeito sinergistico desses compostos através da agdo
combinada entre eles; estudar a agdo dos compostos de massa molar mais alta presentes
no hidrolisado, separadamente dos compostos de baixa massa molar; utilizar as diversas
fracdes obtidas no fracionamento por extracdo liquido-liquido do hidrolisado (fragdes

aquosas e organicas) em processos fermentativos.

1710



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBI, M.; KUHAD, R.C.; SINGH, A. Bioconversion of pentose sugars to ethanol by
free and immobilized cells of C. shehatae (NCL-3501): fermentation behaviour.

Process Biochemistry, v. 31, n. 6, p. 555-560, 1996.

AGUILAR, R.; RAMIREZ, J. A.; GARROTE, G.; VASZQUEZ, M. Kinetic study of
the acid hydrolysis of sugar cane bagasse. Journal of Food Engineering, v. 55, p.

309-318, 2002.

ALVO, P.; SAVOIE, P.; TREMBLAY, D.; EMOND, J.P.; TURCOTTE, G. A systems
approach for the evaluation of ethanol production based on forages. Bioresource

Technology, v. 56, p. 61-68, 1996.

ANDO, S.; ARAL I.; KIYOTO, K.; HANALI S. Identification of aromatic monomers in
steam-exploded poplar and their influences on ethanol fermentation by
Saccharomyces cerevisiae . Journal of Fermentation Technology, v.64, n.6, p.567-

570, 1986.

ARISTIDOU, A.; PENTILLA, M. Metabolic engineering applications to renewable

resource utilization. Current Opinion in Biotechnology, v. 11, p. 187-198, 2000.

ASTM Methods. D 1106-56. Standard test method for lignin in wood.

AVELLAR, B.K.; GLASSER, W.G. Steam-assisted biomass fractionation. I. Process
considerations and economic evaluation. Biomass and Bioenergy, v. 14, n. 3, p. 205-

218, 1998.

BALLESTEROS, 1; OLIVA, J. M., NEGRO, P.; MANZANARES, M,
BALLESTEROS, M. Enzymic hydrolysis of steam exploded herbaceous agricultural

waste (Brassica carinata) at different particulate sizes. Process Biochemistry, v. 38,

p. 187-192, 2002.

10N



BANERIJEE, N.; BHATNAGAR, R.; VISWANATHAN, L. Inhibition of glycolysis by

furfural in Saccharomyces cerevisiae. European Journal of Applied Microbiology

and Biotechnology, v. 11, p. 226-228, 1981.

BARNET, D.; EXCOFFIER, G.; VIGNON, M. Valorisation de la biomasse
lignocellulosique: Autohydrolyse rapide de copeaux de bois de peuplier. Bulletin /

Societe Chimique De France, v. 6, p. 836-846, 1989.

BIERMANN, C.J.; MCGINNIS, G.D.; SCHULTZ, T.P. Scanning electron microscopy
of mixed hardwoods subjected to various pretreatment process. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, v. 35, p. 713-716, 1987.

BJORLING, T.; LINDMAN, B. Evaluation of xylose-fermenting yeasts for ethanol
production from spent sulfite liquor. Enzyme and Microbial Technology, v. 11, n. 4,

p. 240-246, 1989.

BOUCHARD, J.; NGUYEN, T.S.; CHORNET, E.; OVEREND, R.P. Analytical
methodology for biomass pretreatment - Part 1: Solid residues. Biomass, v. 23,

p.243-261, 1990.

BOUCHARD, J.; NGUYEN, T.S.; CHORNET, E.; OVEREND, R.P.. Analytical
methodology for biomass pretreatment. Part 2: Characterization of the filtrates and
cumulative product distribution as a function of treatment severity. Bioresource

Technology, v. 36, p. 121-131, 1991.

BRANDAO, M. P. Caracterizagio das fragdes aquosas provenientes da extragio

liquido-liquido do hidrolisado de bagago de cana pré-tratado por explosdo a vapor.

Relatério de conclusdo de curso de graduacdo (FAENQUIL). Lorena - SP, 2000.

BROWNELL, H.H.; SADDLER, J.N. Steam-explosion pretreatment for enzymatic
hydrolysis. Biotechnology and Bioengineering Symposium, v. 17, p. 53-70, 1986.

101



BROWNELL, H.H.; YU, E.K.C.; SADDLER, J.N. Steam explosion pretreatment of
wood: effect of chip size, acid, moisture content and pressure drop. Biotechnology
and Bioengineering, v. 28, p. 792-801, 1986.

BROWNING, B. Methods of wood chemistry. New York: John Willey and Sons, v. II,
1967.

BUCHERT, J.; PULS, J.; POUTANEN, K. Comparison of Pseudomonas fragi and
Gluconobacter oxydans for production of xylonic acid from hemicellulose

hydrolysates. Applied Microbiology and Biotechnology, v.28, p.367-372, 1988.

BUCHERT, J.; PULS, J.; POUTANEN, K. The use of steamed hemicellulose as
substrate in microbial conversions. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.

20/21, p.309-318, 1989.

CARVALHO, V. Fim da queima traz desemprego. Folha de Sao Paulo, 14 set. 1999. p.
3-5.

CASTRO, F.B.; PAIVA, T.C.B.; ARCARO, I.J. Substitution of sugar cane bagasse with
steam-pretreated eucalyptus (Eucalyptus grandis): effects on intake and growth rate

of dairy heifers. Animal Feed Science and Technology, v.52, p.93-100, 1995.

CHEM, C.L.; ROBERT, D. Characterization of lignin by 1H and 13C NRM
spectroscopy. Methods Enzymology, v. 161, p. 137-175, 1988.

CLARK, T.A.; MACKIE, K.L. Fermentation inhibitors in wood hydrolysates derived

from the softwood Pinus radiata. Journal of Chemical Technology and

Biotechnology, v.34B, p.101-110, 1984.
CONVERSE, A.O.; WARE, W.. On the reactivity of cellulosic substrates in enzymatic

hydrolysis. In: IEA/BIOFOR Workshop on applicatons of Biotechnology in
Bioenergy Systems. Proceedings, 18-20 de Outubro, Ottawa, Canada, 1994.

10N



CONVERTI, A; PEREGO P.; TORRE, P.; SILVA, S.S. Mixed inhibitions by methanol,
furfural and acetic acid on xylitol production by Candida guilliermondii.

Biotechnology Letters, v. 22, p. 1861-1865, 2000.

COTRIM, A. Separacio e caracterizacdo de dleos provenientes da liquefacdo direta de

ligninas da hidrélise 4cida de eucalipto. Campinas: UNICAMP/ Instituto de Quimica,
1990. 115p. (Tese de Doutorado).

CUNHA, H.C.M. Caracterizacio do bagaco de cana pré-tratado por explosio a vapor:

identificacdo de inibidores potenciais de processos fermentativos € enzimaticos.

Lorena:FAENQUIL/DEBIQ, 1999. 109p. Tese de Mestrado.

CUNHA, H.C.M.; SILVA, F.T. Identification of low molecular weight aromatic
compounds present in the hydrolysate from sugar cane bagasse pretreated by steam
explosion. In: 6" BRAZILIAN SYMPOSIUM ON THE CHEMISTRY OF
LIGNINS AND OTHER WOOD COMPONENTS, Guaratingueta, SP, 25-28
october, 1999. Proceedings, p.288-294, 2001a.

CUNHA, H.C.M.; SILVA, F.T. Characterization of carbohydrates present in the
hydrolysate obtained from sugar cane bagasse pretreated by steam explosion. In: 6"
BRAZ. SYMP. CHEM. LIGNINS AND OTHER WOOD COMPON, Guaratingueta,
SP, 25-28 october, 1999. Proceedings, p.221-226, 2001b.

DEKKER, R.F.H. Kinetic, inhibition, and stability properties of a commercial B-D-
glucosidase (cellobiase) preparation from Aspergillus niger and its suitability in the
hydrolysis of lignocellulose. Biotechnology and Bioengineering, v.28, p.1438-1442,
1986.

DELGENES, J.P.; MOLETTA, R.; NAVARRO, J.M. Effects of lignocellulose
degradation products on ethanol fermentations of glucose and xylose by

Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, Pichia stipitis, and Candida

shehatae. Enzyme and Microbial Technology, v.19, p.220-225, 1996.

10"



DESCHAMPS, F.C.; RAMOS, L.P.; FONTANA, J.D. Pretreatment of sugar cane
bagasse for enhanced ruminal digestion. Applied Biochemistry and Biotechnology,

v. 57/58, p.171-182, 1996.

DIEN, B.S.; HESPELL, R.B.; WYCKOFF, H.A.; BOTHAST, R.J. Fermentation of
hexose and pentose sugars using a novel ethanologenic E. coli strain. Enzyme and

Microbial Technology, v. 23, p. 366-371, 1998.

DOMINGUEZ, J.M.; GONG, C.S.; TSAO, G.T. Pretreatment of sugar cane bagasse
hemicellulose hydrolysate for xylitol production by yeast. Applied Biochemistry and

Biotechnology, v. 57/58, p. 49-56, 1996.

DORAN, J.B.; ALDRICH, H.C.; INGRAM, L.O. Saccharification and fermentation of
sugar cane bagasse by K. Oxyfoca P2 containing chromosomally integrated genes
encoding the Z. mobilis ethanol pathway. Biotechnology and Bioengineering, v. 44,

p. 240-247, 1994.

DUFF, S.J.B.; MURRAY, W.D. Bioconversion of forest products industry waste

cellulosics to fuel ethanol: a review. Bioresource Technology, v. 55, p. 1-33, 1996.

du PREEZ, J. C.; BOSCH, M.; PRIOR, B. A. Xylose fermentation by Candida shehatae
and Pichia stipitis: effects of pH, temperature and substrate concentration. Enzyme

and Microbial Technology, v. 8, p. 360-364, 1986.

EKEN-SARACOGLU, N.; SRSLAN, Y. Comparison of different pretreatments in
ethanol fermentation using corn cob hemicellulosic hydrolysate with Pichia stipitis

and Candida shehatae. Biotechnology Letters, v. 22, p. 855-858, 2000.

EXCOFFIER, G.; TOUSSAINT, B.; VIGNON, M.R. Saccharification of steam-
exploded poplar wood. Biotechnology and Bioengineering, v.38, p.1308-1317, 1991.

FAIX, O. Classification of lignins from different botanical origins by FTIR
Spectroscopy. Holzforscgung, v. 45, p. 21-27, 1991.

1041



FENGEL, D.; WEGENER, G. Wood - Chemistry, Ultrastruture and Reactions. Berlin:
Walter de Gruyter, 1989, 613p.

FENSKE, J.J.; GRIFFIN, D.A; PENNER, M.H. Comparison of aromatic monomers in

lignocellulosic biomass prehydrolysates. Journal of Industrial Microbiology and

Biotechnology. n. 20, p. 364-368, 1998.

FERNANDEZ, N.; MORCK, R.; JOHNSRUD, S.; KRINGSTAD, K. Carbon-13 NMR
study on lignin from bagasse. Holzforschung, v. 44, p. 35-38, 1990.

FERRARI, M.D.; NEIROTTI, E.; ALBORNOZ, C.; SAUCEDO, E. “Ethanol
production from FEucalyptus wood hemicellulose hydrolysate by Pichia stipitis”.

Biotechnology and Bioengineering, v. 40, p. 753-759, 1992.

FERRAZ, A; SOUZA, J.; SILVA, F.; GONCALVES, A; BRUNS, R.; COTRIM, A
Controled release of 2,4-D from granule matrix formulations based on six lignins.

Journal of Agricultural on Food Chemistry, v. 45, p. 1001-1005, 1997.

FERRAZ, A.; MENDONCA, R.; COTRIM, A.R.; TEIXEIRA DA SILVA, F. The use
of white - rot decay as a pretreatement for organosolv delignification of Eucalyptus
grandis wood. In: INTERNATIONAL CONFERENCE ON BIOTECHNOLLOGY
IN THE PULP AND PAPER INDUSTRY. Proceedings. v.6, p. 1996, 221-224.

FOCHER, B.; MARZETTI, A.; BELTRAME, P.L; AVELLA, M. Steam exploded

biomass for the preparation of conventional and advanced biopolymer-based

materials. Biomass and Bioenergy, v. 14, n. 3, p. 187-194, 1998.

FORSS, K.; KOKKONNEN, R; SAGFORS, P. Determination of the molar mass
distribution of lignins by gel permeation chromatography. ACS Symposium Series,

v. 397, p. 124-133, 1988.

FURLAN, S. A.; BOUILLOUD, P.; de CASTRO, H. F. Influence of oxygen on ethanol
and xylitol production by xylose fermenting yeasts. Process Biochemistry, v. 29, p.

657-662, 1994.

108



GEPLACEA. Atlas del bagazo de la cana de azucar. GEPLACEA/PNUD, México,
1990.

GOLDSHMID, O. Ultraviolet spectra. In: Lignin - ocurrence, formation, structure and

reaction. K. V. Sarkanen e L. H. Ludwid. (ed). New York, Wiley/Interscience, 1977.

GONCALVES, A R. Oxidacdo de ligninas e modelos de lignina com oxigénio
molecular em meio acido. Campinas: UNICAMP/ Instituto de Quimica, 1995, 80p.
(Tese de Doutorado).

GUERRA, A.A. Polimerizag¢do de lignina solivel por polifenoloxidases e peroxidases
de rabanete/H,O,. Lorena: FAENQUIL/Departamento de Biotecnologia, 1998. 99p.

(Dissertag@o de Mestrado).

GUERRA, A.A. Biodegradacdo de madeira por Ceriporiopsis subvermispora:

caracterizacdo dos polimeros residuais. S3o Paulo: Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, 2002.143p. (Tese de Doutorado).

GUERRA, A; MENDONCA, R.; FERRAZ, A. Isolation and characterization of MWL
and enzymatically-liberated lignin from loblolly pine (Pinus taeda). In: 6" BRAZ.
SYMP. CHEM. LIGNINS AND OTHER WOOD COMPON, Guaratingueta, SP, 25-
28 october, 1999. Proceedings, p.304-309, 2001.

GULATI, M.; KOHLMANN, K.; LADISCH, M.R.; HESPELL, R. BOTHAST, R.J.
Assessment of ethanol production options for corn products. Bioresource

Technology, v. 58, p. 253-264, 1996.

GRASSI, G. Modern bioenergy in the European Union. In: Sustainable agriculture for

food, energy and industry. International Conference. Braunschweig-Alemanha, junho

1997. Proceedings, v.2, p. 829-836, 1998.

HAHN-HAGERDAL,B. Ethanolic fermentation of lignocellulose hydrolysates. Applied
Biochemistry and Biotechnology, v.57/58, p.195-199, 1996.

10L



HAHN-HAGERDAL, B.; LINDEN, T.,; SENAC, T. SKOOG, K. Ethanolic

fermentation of pentoses in lignocellulose hydrolysates. Applied Biochemistry and

Biotechnology, v. 28/29, p. 131-144, 1991.

HELLE, S.; CAMERON, D.; LAM, J.; WHITE, B.; DUFF, S. Effect of inhibitory
compounds found in biomass hydrolysates on growth and xylose fermentation by a

genetically engineered strain of Saccharomyces cerevisiae. Enzyme and Microbial

Technology, v. 33, p. 786-792, 2003.

HERRERO, A.A.; GOMEZ, R.F.; SNEDECOR, B.; TOLMAN, C.J.; ROBERTS, M.F..
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 22, n. 53, 1985.

HIGUCHI, T. Biosynthesis and biodegradation of wood components. Florida:
Academic Press, Inc., 1985, 679p.

HISHIYAMA, S.; SUDO, K. Degradation mechanism of lignin by steam-explosion. In:
6th ISWPC. Proceedings. 1989, p. 405-410.

HOLTZAPPLE, M.; COGNATA, M.; SHU, Y.; HENDRICKSON, C. Inhibition of

Trichoderma reesei cellulase by sugars and solvents. Biotechnology and

Bioengineering, v.36, p.275-287, 1990.

ICIDCA. La industria de los derivados de la cafia de azucar. Editorial Cientifico-

Técnica. La Habana, 1987.

INGRAM, L.O.; DORAN, J.B, Conversion of cellulosic materials to ethanol. FEMS
Microbiology Reviews, v. 16, p. 235-241, 1995.

JONSSON, L.J.; PALMQVIST, E.; NILVEBRANT, N.O.; HAHN-HAGERDAL, B.
Detoxification of wood hydrolysates with laccase and peroxidase from the white-rot

fungus Trametes versicolor. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 49, p. 691-
697, 1998.

1077



KOBAYASHI, F.; TAKE, H.; ASADA, C.; NAKAMURA, Y. Methane production
from steam-exploded bamboo. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 97, n.

6, p. 426-428, 2004.

KORAN, Z. Wood Fiber, v. 2, n. 3, p. 247, 1970.

LACORTE, M.C.G.; BURGI, R.; LACORTE, A.J.F. Bagagco de cana hidrolisado ja

utilizado em larga escala em confinamento. STAB, v. 5, n. 2, p. 43-52, 1986.

LARSSON, S.; PALMQVIST, E.;, HAHN-HAGERDAL, B.; TENGBORG, C.;
STENBERG, K.; ZACCHI, G.; NILVEBRANT, N. The generation of fermentation

inhibitors during dilute acid hyrolysis of softwood. Enzyme and Microbial

Technology, v. 24, p. 151-159, 1999.

LAWFORD, H.G.; ROUSSEAU, J.D. Effects of pH and acetic acid on glucose and
xylose metabolism by a genetically engineered ethanologenic Escherichia coli.

Applied Biochemistry and Biotechnology, v.39/40, p.301-322, 1993.

LEE, Y.Y.; McCASKEY, T.A. Hemicellulose hydrolysis and fermentation of resulting
pentoses to ethanol. Tappi Journal, v. 66, n.5, p.102-107, 1983.

LENZ, B. L. “Application of nuclear magnetic ressonance spectroscopy to

characterization of lignin”. TAPPI, v. 13, p. 363-369, 1968.

LIN, S.Y.; DENCE, C.W. Methods in lignin chemistry. Berlin: Springer-Verlag, 1992,
578p.

LOMAX, T.D.; MACKIE, K.L.; MEDER, R.; CROUCHER, M.; BURTON, R.J. Steam
explosion of Pinus radiata bark. Journal of Wood Chemistry and Technology, v.14,
n.4, p. 539-561, 1994.

100



LORA, J.H.; WAYMAN, M. Delignification of hardwoods by autohydrolysis and
extraction. Tappi, v.61, n.6, p.47-50, 1978.

MARCHESSAULT, R.H.; COULOMB, S.; HANAI T.; MORIKAWA, H. Monomers
and oligomers from wood. Pulp and Paper Magazine of Canada Transactions TR52-

TR56, 1980.

MARTIN, C.; WAHLBOM, F.; GALBE, M.; JONSSON, L.; HAHN-HAGERDAL, B.
Preparation of sugarcane bagasse hydrolysates for alcoholic fermentation by yeasts.
In: 6'" BRAZ. SYMP. CHEM. LIGNINS AND OTHER WOOD COMPON,
Guaratingueta, SP, 25-28, october, 2001. Proceedings, p. 361-367.

MARTIN, C.; GALBE, M.; WAHLBOM, C.F.; HAHN-HAGERDAL, B.; JONSSON,
L.J. Ethanol production from enzymatic hydrolysates of sugarcane bagasse using

recombinant xylose-utilising Saccharomyces cerevisiae. Enzyme and Microbial

Technology, v. 31, p. 274-282, 2002.

MARTINEZ, A.; RODRIGUEZ, M. E.; YORK, S. W.; PRESTON, J. F.; INGRAM, L.
O. Effects of Ca(OH), treatments (Overliming) on the composition and toxicity of
bagasse hemicellulose hydrolysates. Biotechnology and Bioengineering, v. 69, n. 5,

p. 526-536, 2000.

McDOUGALL, G.J.; MORRISSON, I.M.; STEWART, D.; WEYERS, J.D.B;
HILLMAN, J.R. Plant fibres: botany, chemistry and processing for industrial use.
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 62,. p. 1-20, 1993.

McMILLAN, J.D..Pretreatment of Lignocellulosic Biomass. In: HIMMEL, M.E.;
BAKER, J.O. AND OVEREND, R.P. Enzymatic Conversion of Biomass for Fuels

Production. New York: American Chemical Society, p. 292-324, 1994a.

McMILLAN, J.D..Conversion of Hemicellulose Hydrolysates to Ethanol. In: HIMMEL,
M.E.; BAKER, J.O. AND OVEREND, R.P. Enzymatic Conversion of Biomass for
Fuels Production. New York: American Chemical Society, p. 411-437, 1994b.

10N



MES-HARTREE, M.; SADDLER, J.N. The nature of inhibitory materials present in
pretreated lignocellulosic substrates which inhibit the enzymatic hydrolysis of

cellulose. Biotechnology Letters, v.5, n.8, p.531-536, 1983.

MEYRIAL, V.; DELGENES, J.; DAVISON, J.; SALMON, J.; MOLETTA, R;
GOUNOT, A. Relationship between effect of ethanol on proton flux across plasma

membrane and ethanol tolerance in Pichia stipitis. Anaerobe, v. 3, p. 423-429, 1997.
MICHALOWICZ, G.; TOUSSAINT, B.; VIGNON, M.R. Ultrastructural changes in
poplar cell wall during steam explosion treatment. Holzforschung, v.45, n.3, p. 175-

179, 1991.

MONTANE, J. Methods in Lignin Chemistry. Berlin: Springer-Verlag, 1992, 578p.

MURMANIS, L.; YOUNGQUIST, J.A.; MYERS, G. C. Wood and Fiber Science, V.
18, n. 3, p. 369, 1986.

NEDER, R. N. Microbiologia - Manual de Laboratorio. Sdo Paulo: Nobel, 1992, 138p.

NEGRO, M. J; MANZANARES, P.; OLIVA, J. M., BALLESTEROS, I;
BALLESTEROS, M. Changes in various physical/chemical parameters of Pinus

pinaster wood after steam explosion pretreatment. Biomass and Bioenergy, v. 25, p.

301-308, 2003.

NIGAM, J.N. Ethanol production from wheat straw hemicellulose hydrolysate by
Pichia stipitis. Journal of Biotechnology, v. 87, p. 17-27, 2001.

NIGAM, J.N. Bioconversion of water-hyacinth Euchhornia crassipes) hemicellulose
acid hydrolysate to motor fuel ethanol by xylose-fermenting yeast. Journal of

Biotechnology, v. 97, p. 107-116, 2002.

NISHIKAWA, N.K.; SUTCLIFFE, R.; SADDLER, J.N. The influence of lignin
degradation products on xylose fermentation by Klebsiella pneumoniae. Applied
Microbiology and Biotechnology, v.27, p.549-552, 1988.

10N



NOTICIAS FAPESP. Produgio de etanol utilizando bactéria recombinante.
http://www .fapesp.br/notfap30.htm. n. 30, abril 1998.

OLSSON, L.; HAHN-HAGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates
for ethanol production. Enzyme and Microbial Technology, v. 18, p. 312-331, 1996.

OVEREND, R. P.; JOHNSON, K. G. Lignin-carbohydrate complexes from poplar

wood - Isolation and enzymatic degradation. In: Enzymes in biomass conversion

Washington: American Chemical Society, 1991, 520 p.

PALMQVIST, E.;, HAHN-HAGERDAL, B.; GALBE, M.; LARSSON, Mj;
STENBERG, K.; SZENGYEL, Z.; TENGBORG, C.; ZACCHI, G. Design and
operation of a bench-scale process development unit for the production of ethanol

from lignocellulosics. Bioresource Technology, v.58, p.171-179, 1996 (a).

PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B.; GALBE, M.; ZACCHI, G. The effect of
water-soluble inhibitors from steam-pretreated willow on enzymatic hydrolysis and

ethanol fermentation. Enzyme and Microbial Technology, v.19, p.470-476, 1996 (b).

PALMQVIST, E.; GRAGE, H.; MEINANDER, N.Q.; HAHN-HAGERDAL, B. Main
and interaction effects of acetic acid, furfural, and p-hydroxybenzoic acid on growth

and ethanol productivity of yeasts. Biotechnology and Bioengineering, v. 63, n. 1, p.
46-55, 1999.

PANDEY, A; SOCCOL, C.R.; NIGAM, P.; SOCCOL, V.T. Biotechnological
potential of agro-industrial residues. I: sugar cane bagasse. Bioresource Technology,

v. 74, p. 69-80, 2000.

PAREKH, S.R.; PAREKH, R.S.; WAYMAN, M. Ethanol and butanol production by
fermentation of enzymatically saccharified SO,-prehydrolysed lignocellulosics.

Enzyme and Microbial Technology, v. 10, p. 660-668, 1988.

PARHAM, R.A. Ultra-structure and chemistry. In. HAMILTON, F; LEOPOLD, B.
Pulp and Paper Manufacture. Atlanta: TAPPI/CPPA, 1993. v. 3, p. 35-45.

101



PFEIFER, P.A.; BONN, G.; BOBLETER, O. Influence of biomass degradation
products on the fermentation of glucose to ethanol by Saccharomyces carlsbergensis

W 34. Biotechnology Letters, v.6, n.8, p.541-546, 1984.

PRIOR, B.A.; KILIAN, S.G.; DU PREEZ, J.C. Fermentation of D-xylose by the yeasts
Candida shehatae and Pichia stipitis. Process Biochemistry, v.24, p.21-32, 1989.

PULS, J.; POUTANEN, K.; KORNER, H.; VIIKARI, L. Biotechnical utilization of

wood carbohydrates after steaming pretreatment. Applied Microbiology and

Biotechnology , v.22, p.416-423, 1985.

RALPH, S.; RALPH, J. LANDUCCI, L. "NMR databasse of lignin and cell wall model
compounds. Available ar URL http://www.dfrc.wisc.edu/software.html, 1998.

RAMOS, L.P. The chemistry involved in the steam treatment of lignocellulosic
materials. Quimica Nova, v. 26, n. 6, p. 863-871, 2003.

RANATUNGA, T.D.; JERVIS, J.; HELM, R.F.; McMILLAN, J.D.; HATZIS, C.
Identification of inhibitory components toxic toward Zymomonas mobilis CP4(pZBS5)
xylose fermentation. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.67, p.185-198,
1997.

RIPOLI, T.C.C.; MOLINA JR., W.F.; RIPOLI, M.L.C. Energy potencial of sugar cane
biomass in Brazil. Scientia Agricola, v. 57, n. 4, p. 677-681, 2000.

ROBERT, D.; CHEM, C. L. Biodegradation of lignin in spruce wood by Phanerochaete
chrysosporium: quantitative analysis of biodegraded spruce lignins by '*C-NMR
Sprectroscopy. Holzforschung, v. 43, p. 323-333, 1989.

ROBERTO, I.C.; LACIS, L.S.; BARBOSA, M.F.S.; MANCILHA, 1.M. Utilization of
sugar cane bagasse hemicellulosic hydrolysate by Pichia stipitis for the production of

ethanol. Process Biochemistry, v. 26, p. 15-21, 1991.

10N



ROBERTO, I. C.; MANCILHA, I. M.; FELIPE, M. G. A. SILVA, S. S.; SATO, S.
Influence of the aeration and pH on the xylose fermentation to ethanol by Pichia

stiptis. Arquivos de Biologia e Technologia, v. 37, n. 1, p. 55-63, 1994.

ROBINSON, J.; KEATING, J. D.; MANSFIELD, S. D.; SADDLER, J. N. The
fermentability of concentrated softwood-derived hemicellulose fractions with and
without supplemental cellulose hydrolysates. Enzyme and Microbial Technology, v.

33, p. 757-765, 2003.

ROCHA, G.JM.; SILVA, F.T.; CURVELO, A.A.S.; ARAUJO, G.T. A fast and
accurate method for determination of cellulose and polyoses by HPLC. In: 5™
BRAZ. SYMP. CHEM. LIGNINS AND OTHER WOOD COMPON, Curitiba, PR,
31 agosto - 5 setembro. Proceedings. 1997, p.3-8.

RODRIGUEZ-CHONG, A.; RAMIREZ, J. A.; GARROTE, G.; VASQUEZ, M.
Hydrolysis og sugar cane bagasse using nitric acid: a kinetic assessment. Journal of

Food Engineering, v. 61, p. 143-152, 2004.

SASKA, M.; OZER, E. Aqueous extraction of sugarcane bagasse hemicellulose and

production of xylose syrup. Biotechnology and Bioengineering, v.45, p.517-523,
1995.

SCHULTZ, T.P.; BIERMANN, C.J.; McGINNIS, G.D. Steam explosion of mixed
hardwood chips as a biomass pretreatment. Industrial and Engineering Chemistry

Product Research and Development, v. 22, p.344-348, 1983.

SHORT, P. H.; LYON, D. E. Wood Fiber, v. 10, n. 2. p. 92, 1978.

SILVA, F.T. Obtencdo de insumos quimicos a partir do aproveitamento integral do

bagaco de cana. Campinas: UNICAMP/ Instituto de Quimica, 1995. 106p. (Tese de

Doutorado).

10D



SINEIRO, J.; DOMINGUEZ, H.; NUNEZ, M.J.; LEMA, J.M. Inhibition of cellulase

activity by sunflower polyphenols. Biotechnology Letters, v.19, n.6, p.521-524,
1997.

SIOSTROM, E. Wood Chemistry — Fundaments and Applications. London: Academic
Press, 2" Edition, 1993.

SJIOSTROM, E.; WESTRMARK, U. Chemical compostion of wood and pulps: basic

constituewnts and their distribution. In: Analytical methods in wood chemistry,

pulping and papermarking. Eero Sjostrom e Raimo Alén (eds.). Springer Series in

Wood Science, Helsinki, pp. 1-20, 1999.

SREENATH, H.K.; JEFFRIES, T.W. Effect of corn steep liquor on fermentation of
mixed sugars by Candida shehatae FPL-702. Applied Biochemistry and

Biotechnology, v. 57/58, p. 551-561, 1996.

SREENATH, H.K.; JEFFRIES, T.W. Production of ethanol from wood hydrolysate by
yeasts. Bioresource Technology, v. 72, p. 253-260, 2000.

STAMBURY, P.F.; WHITAKER, A.; HALL, S.J. Principles of Fermentation

Technology. New York: Pergamon, v. 2, cap. 2, 1995.

SUN, Y.; CHENG, J. Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: a

review. Bioresource Technology, v. 83, p. 1-11, 2002.

SUN, X. F.; XU, F.; SUN, R. C; WANG, Y. X.; FOWLER, P.; BAIRD, M. S.
Characteristics of degraded lignins obtained from steam exploded wheat straw.

Polymer Degradation and Stability, v. 2004.

TAI D. S.; TERAZAWA, M. CHEM, C. L. Lignin biodegradation products from birch
wood by Phanerochaete chrysosporium. Holzforschung, v. 44, p. 185-190, 1990.

10 A



TANAHASHI, M.; KARINA, M.; TAMABUCHI, K.; HIGUCHI, T. Degradation

mechanism of lignin accompanying steam explosion I. Mokuzai Gakkaishi, v.35, n.2,

p.135-143, 1989.

TRAN, A.V.; CHAMBERS, R.P. Lignin and extractives derived inhibitors in the 2,3-

butanediol fermentation of mannose-rich prehydrolysates. Applied Microbiology and

Biotechnology, v.23, p.191-197, 1986.

TRAN, A.V.;, CHAMBERS, R.P. Red oak wood derived inhibitors in the ethanol
fermentation of xylose by Pichia stipis CBS 5776. Biotechnology Letters, v.7, n.11,
p.841-846, 1985.

UNICA — Unido da Agroindustria Canavieira do Estado de S@o Paulo. Disponivel em:

www.fenasucro.com.br/ptbr/ip-nots.asp?id=2704. Acesso em: 01/06/2004.

VAN ZYL, C.; PRIOR, B.A.; DU PREEZ, J.C. Acetic acid inhibition of the xylose
fermentation by Pichia stipitis. Enzyme and Microbial Technology, v. 13, p. 82-86,
1991.

VON SIVERS, M.; ZACCHI, G. A techno-economical comparison of three processes
for the production of ethanol from pine. Bioresource Technology, v. 51, p. 43-52,

1995.

VON SIVERS, M.; ZACCHI, G. Ethanol from lignocellulosics: a review of the
economy. Bioresource Technology, v. 56, p. 131-140, 1996.

WATSON, N. E.; PRIOR, B. A.; du PREEZ, J. C,, LATEGAN, P. M. Oxygen
requirements for the xylose fermentation to ethanol and polyols by Pachysolen

tannophilus. Enzyme and Microbial Technology, v. 6, p. 447-450, 1984.

WEXLER, A. Characterization of lignosulfonates by ultraviolet spectrometry.
Analytical Chemistry, v. 36, p. 213-221, 1964.

A NaYS



WILSON J.J.; DESCHATELETS, L.; NISHIKAWA, N.K. Comparative fermentability
of enzymatic and acid hydrolysates of steam-pretreated aspenwood hemicellulose by
Pichia stipitis CBS 5776. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 31, p. 592-
596, 1989.

WONG, K.K.Y.; DEVERELL, K. F.; KEITH, L.M.; CLARL, T.A.; DONALDSON,
L.A. The relationship between fiber porosity and cellulose digestibility in steam-

exploded Pinus radiata. Biotechnology and Bioengineering, v. 31, p. 447-456, 1988.

WOOD, T.M.; SADDLER, J.N. Increasing the availability of cellulose in biomass
materials. Methods Enzymology, v. 160, p. 3-11, 1988.

ZALDIVAR, J.; INGRAM, L.O. Effect of organic acids on the growth and fermentation
of ethanologenic Escherichia coli LY 01. Biotechnology and Bioengeneering, v.66, n.
4, p.203-210, 1999.

ZALDIVAR, J.; MARTINEZ, A; INGRAM, L.O. Effect of alcohol compounds found
in hemicellulose hydrolysate on the growth and fermentation of ethanologenic

Escherichia coli. Biotechnology and Bioengeneering, v.68, n. 5, p. 524-530, 2000.

10 L



APENDICE 1



APENDICE 1

Espectros UV diferencial das fragdes organicas obtidas pelo procedimento de extragdo
liquido-liquido do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana pré-tratado por explosdo a
vapor. Espectro feito a partir de uma solugdo com 7,69 g/ de cada fragcdo orgéanica em

dioxano/agua 97%.
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentacgdo para o p-hidroxibenzaldeido (m/z=194).
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentacdo para a vanilina (m/z=224).

Background Subtract o NGCONDAT AN AMGFLUOR Date: 06/23/99 10:57:03
Comment: am. 5 <f fluoranteno (efluenti/eflubagl)
Average of: 273 tao 277 Minus: 297 to 301 100% = 33349
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagao para o siringaldeido (m/z=254).

Background Subtract o NGCONDAT AN AMI FLUOR Date: 06/29/99 12:15:47
Comment: am. 3 <f fluoranteno (efluent3/eflubagl)
Average of: 469 to 473 Minus: 495 to 499 100% = 6822
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentag@o para o 4cido p-hidroxibenzoico (m/z=282)

Background Subtract i NGCONDATANAML -2 B0 Date: 05/04,/99 17:49:25
Comment: am.l FO  (MaOH/ dicl.metanofacetato) (efluent3/eflubagll

Average of: 653 tao 657 Minus: 672 to &76 100% = 244085
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagdo para o acido trans-cumarico (m/z=308).

Background Subtract i NGCONDATANAML -2 B0 Date: 05/04/99 137:49:25
Comment: am.l FO  (MaOH/ dicl.metanofacetato) (efluentz/eflubagll
Average of: 1328 to 1332 Minus: 1348 to 1352 100% = 13230
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagao para o acido cis-cumarico (m/z=308).

Background Subtract i NGCONDATANAML -2 B0 Date: 05/04/99 137:49:25
Comment: am.l FO  (MaOH/ dicl.metanofacetato) (efluentz/eflubagll
Average of: 1328 to 1332 Minus: 1348 to 1352 100% = 13230
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagao para o acido feralico (m/z=338).

Background Subtract i NGCONDATANAML -2 B0 Date: 05/04,/99 17:49:25
Comment: am.l FO  (MaOH/ dicl.metanofacetato) Cefluentz/eflubagll
Average of: 1805 to 1803 Minus: 1777 to 1781 100% = 29041
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagdo para o acido vanilico (m/z=312)

Background Subtract 1 NGCONDATANAML -2 B0 Date: 05/04,/99 12:49:26
Comment: am.l FO  (NaoH/ dicl.metanofacetato) Cefluent3/eflubagl)
Average of: 1286 to 1290 Minus: 1268 to 1272 100% = 17319
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Apéndice 2

Espectro de massas e proposta de fragmentagdo para o acido siringico (m/z=342)

Background Subtract GOSN DAT AN AMZ FLUOR Date: 06/29/99 16:52:15
Comment: am. 2 <f fluoranteno (melich 2.0-280-10.0/ef Tubagl)
Average of: 1315 to 1319 Minus: 1310 to 1314 100% = 2354
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