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Resumo: A implementagdo do processo de conversao em larga escala da biomassa lignoceluldsica
em biocombustiveis e outros bioprodutos em biorrefinarias ainda apresenta desafios tecnologicos,
especialmente aqueles relacionados ao processo de pré-tratamento, no qual inibidores das reagdes
bioquimicas subsequentes sao liberados, com destaque para os compostos fendlicos e furaldeidos. A
lavagem do bagago de cana-de-agucar hidrotérmico pode ser utilizada como estratégia mitigadora
do efeito negativo dos inibidores soluveis durante reagdes bioquimicas na produgdo de etanol de
segunda geracdo (2@G). Entretanto, ainda ndo hd uma andlise técnica das condi¢des deste processo
nesta aplicac¢do. Neste sentido, o escopo deste trabalho foi avaliar diferentes protocolos de lavagem
€ seu impacto nas reagdes bioquimicas de conversdo da celulose em bioetanol. Resultados
preliminares mostraram que a lavagem sob condigdes brandas apresentou ganhos positivos no
rendimento tanto na hidrélise enzimdtica quanto na fermentacdo. A melhora progressiva da
conversao da hidrélise foi constatada a medida que houve aumento da remocao de inibidores. No
entanto, condi¢des extremas de operagdo, ou seja, agua de lavagem ou agitacdo em excesso,
impediram a catdlise enzimatica. As conclusdes iniciais mostram que a avaliagcdo técnica do
processo de lavagem ¢ crucial para o projeto do processo de lavagem na producao de etanol 2G na
industria.
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TECHNICAL FEASIBILITY OF SOLUBLE INHIBITORS REMOVAL FROM THE
SUGARCANE BAGASSE BY WASHING PROCESSES IN BIOREFINERIES

Abstract: The implementation of large-scale conversion process of lignocellulosic biomass into
biofuels and other bioproducts still presents technological challenges, especially those related to the
pre-treatment process, in which inhibitors of the subsequent biochemical reactions are released,
highlighting both phenolic and furaldehydes compounds. Washing the hydrothermally sugarcane
bagasse could be used to mitigate the negative effect of soluble inhibitors during biochemical
reactions in second generation (2G) of ethanol production. Nevertheless, an investigation of
operations conditions still unclear. In this context, the scope of the present work was to evaluate
different protocols of washing through their impact on conversion of cellulose to ethanol during
biochemical reactions. Preliminary results elucidate that washed biomass with soft operation
conditions presented positive gains in both enzymatic hydrolysis and fermentation yields.
Progressive improvement of hydrolysis conversion was observed by increasing inhibitors removal
during washing. However, extreme procedure conditions, in other words, high amounts of wash
liquor either agitation, led to none enzyme catalysis. The initial conclusions ensure that technical
evaluation of washing process is crucial for process design of washing step in 2G ethanol
production for industrial sites.

Keywords: Washing, Inhibitors Removal, Phenolic Compounds, Furaldehydes, Ethanol of Second
Generation (2G).
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1. Introducio

Implementar o processo de conversdo em larga escala da biomassa lignoceluldsica em
biocombustiveis e outros bioprodutos ainda apresenta desafios tecnoldgicos, principalmente aqueles
relacionados a etapa de pré-tratamento. Nesta etapa, frequentemente, ha a liberagdo de quantidades
elevadas de inibidores das reacdes bioquimicas subsequentes, com destaque para os compostos
fenolicos e furaldeidos. Em biorrefinarias, estratégias para mitigar e/ou bloquear o efeito negativo
dos inibidores liberados na etapa de pré-tratamento do material lignoceluldsico sdo essenciais para a
minimizag¢ao dos custos atrelados a reposicao de enzimas utilizadas na hidrolise dos carboidratos e a
baixa eficiéncia da fermentagdo na producao do bioetanol. A reconfiguracao de processos a partir
da implementacdo de técnicas de pré-tratamento, detoxificagdo de inibidores soluveis ou emprego
de agentes atenuadores/ bloqueadores da lignina insoluvel sdo alguns exemplos de estratégias
sugeridas para contribuir para a viabilidade das biorrefinarias com producdo de primeira e segunda
geragao integradas (1G-2G) (Kim, 2018).

A remocao de inibidores soltiveis presentes na biomassa por lavagem, por exemplo, ¢ uma
estratégia para mitigar o efeito de inibi¢do nas enzimas e também na levedura S. cerevisiae durante
a hidrolise enzimatica e fermentagdo alcodlica, respectivamente. Atuar na preparacdo da biomassa
inserindo a etapa de lavagem a quente (80°C < Temperatura < 90°C) do material lignoceluldsico
apos o pré-tratamento resultou no dobro de eficiéncia da sacarificagdo na hidrélise enzimatica em
estudos realizados por Kim et al. (2009). A mesma estratégia levou a alta solubilizacdo de
inibidores, como os fenoélicos e furaldeidos, no licor da lavagem a quente da biomassa pré-tratada
por explosdao a vapor (Kim et al., 2013). Apesar de haver diferentes opgdes de rotas de processo
para solucionar o efeito negativo da presenca de inibidores nos bioprocessos envolvidos na
producao do etanol 2G (Li e Zheng; Kim, 2018), ainda nao ha estudos que fornecam métricas para
discriminar quais rotas de processo seriam mais adequadas do ponto de vista técnico do processo de
lavagem no ambito industrial.

Neste sentido, a avaliacdo da viabilidade técnica de diferentes condi¢des de operagdo do
processo de lavagem torna-se crucial para a futura aplicagdo na industria desta etapa durante a
producdo de etanol 2G. A fim de estabelecer a condicdo de operagdo da lavagem responsavel pelo
maior aumento na eficiéncia das reagdes bioquimicas durante a produgdo de etanol 2G, dois
processos de lavagem foram comparados. O impacto nos rendimentos de hidrélise enzimadtica e
fermentagdo devido a remocdo da lignina solivel da biomassa foi avaliado para condigdes de
lavagem brandas e severas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Processos da Producdo de Etanol 2G
2.1.1. Pré-tratamento e Lavagem

O bagaco de cana-de-agucar in natura (Ipiranga Agroindustrial, Unidade Descalvado - SP,
Brasil) foi seco até, aproximadamente, 10% de umidade (T~30°C), moido no moinho de facas e, em
seguida, peneirada, resultando em particulas com diametro inferior a 2 mm (peneira de 10 Mesh). O
pré-tratamento hidrotérmico do bagaco foi realizado no reator de SL da Parr Instruments (Modelo
4580) por 10 minutos, a 195 °C e 15% de so6lidos de bagaco de cana-de-acucar seco (m:m). Ao
final, a fracdo liquida foi separada por filtracdo simples.

A biomassa foi lavada em bateladas a 90 °C apods o processo de filtragdo. Condicdes
extremas de lavagem foram consideradas no primeiro protocolo (LAV.'): cada estagio durou 10
minutos sob agitacdo de 10.000 rpm, totalizando 7 etapas com 3% de sélidos por etapa, garantindo
a estabilizagdo do pH do filtrado. J4 para o segundo protocolo (LAV.?), consideraram-se condigdes
de lavagem amenas: homogeneizagao por tempo inferior a 1 minuto, 10% so6lidos em cada um do 3
estagios de lavagem. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.1.2. Hidrélise Enzimatica
Na etapa de hidrolise foram testados a celulose comercial (Solka Floc®), o bagaco tratado
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hidrotermicamente e o bagaco tratado e lavado. Triplicatas de experimentos foram conduzidas em
agitador orbital por 24h a 200 rpm, 50°C, 15% solidos (m:m) e 10 FPU de Cellic® CTec2
(Novozymes) por grama de bagago seco no tampao citrato de sodio (50 mM, pH=5,0). A atividade
do extrato enzimatico comercial utilizado foi de 230 FPU/ mL (Ghose, 1987; Sluiter et al., 2008).

2.1.3. Fermentacdo Alcodlica

A fermentagdo alcodlica foi realizada a 34°C, 250 rpm e 10 g/L (base seca) de levedura S.
cerevisiae em erlenmeyers com 45 mL de meio reacional (Fleischmann®, Brasil) (Sonego et al.,
2014).

A performance da producdo de etanol a partir das biomassas lavadas foram comparadas com
a nao lavada calculando-se a produtividade volumétrica (P) pela razao entre a concentragdo final de
etanol (g/L) e o tempo total (h).

2.2. Caracterizagdo da Fragdo Liquida

Apos filtragdo (0,20pm), os aglcares redutores totais (ART) foram quantificados pelo
método do acido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). A quantificagdo de lignina soluvel em pH
acido (LSA) baseou-se no protocolo do “National Renewable Energy Laboratory (USA)” com
absorbancia medida no comprimento de onda de 240 nm (Espectrofotometro Thermo Fisher
Scientific, modelo Genesys 10-S) e absortividade padrao (g) igual a 25 L/(g.cm) (Sluiter et al.,
2008). A quantificagdo de glicose (GLI) e etanol (EtOH) foram realizadas por HPLC-RID ( Sluiter
et al., 2008). Utilizou-se a coluna Rezex ™ ROA-Organic Acid (H" 8%) (Phenomenex”, 300 cm x
7,8 mm) na temperatura de 60 °C com detector de indice de refracdo (Refractive Index Detector,
RID). Fase mdvel isocratica de acido sulfurico 5mM. O tempo de retengdo considerado foi de 35
minutos. A vazdo da coluna foi mantida constante em 0,6 mL/min. Apods a aquisi¢do dos dados,
considerou-se o equilibrio de 10 min. Os componentes quimicos utilizados como padrdes foram
comprados da Sigma-Aldrich®.

3. Resultados e Discussiao

Ambos os protocolos de lavagem foram eficientes na remocdo de inibidores soluveis do
bagago hidrotérmico. A remog¢do dos inibidores totais, representado pela lignina solivel (LSA), e
dos agucares redutores totais (ART) estd apresentada nos balangos de massa de cada etapa de
lavagem da Figura 1.
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Apos o processo de lavagem a biomassa foi hidrolisada por enzimas para liberagcdo dos
acucares soluveis. Embora a LAV.! tenha removido a totalidade de inibidores ao final do sexto
estagio (Figura 1 —A), este processo levou ao bloqueio da catalise enzimatica mesmo em condigdes
de hidrolise sob menor carga de solidos e/ou maior concentracdo de enzimas. A causa deste efeito
pode estar relacionada com mudancas na morfologia da biomassa durante a lavagem (Espirito Santo
etal.,2018).

Ja o segundo protocolo de lavagem (LAV.?) além de remover os inibidores, impactou
positivamente na hidrélise enzimatica. Os perfis temporais da concentragdo de glicose e etanol
foram aferidos para o hidrolisado advindo da lavagem do bagaco de cana-de-agucar com maxima
remocao de inibidores soluveis (LAV.? com 3 estagios). Os resultados foram apresentados na Figura
2.
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Figura 2. Perfil temporal do consumo de glicose e formacao de etanol na fermentacdo com S.
cerevisiae para o hidrolisado da celulose comercial, bem como do bagaco hidrotérmico lavado
(LAV.% com 3 estagios) e ndo lavado.

J& a taxa de produg¢do de etanol teve um aumento ainda mais significativo, chegando a ~22%
ao considerar o bagaco lavado sob condi¢cdes amenas (LAV.2, P=2,82 g/L.h) em relacdo ao ndo
lavado (P=2,20 g/L.h). O aumento de 22% na produtividade foi consequéncia direta do ganho na
conversao de hidrolise do bagago lavado. Este efeito pode ser decisivo na viabilidade economica da
biorrefinaria integrada para producdo de etanol de primeira e segunda gerac¢do (1G-2G) (Longati et
al., 2018). Assim sendo, o processo de lavagem da biomassa torna-se uma op¢ao de rota factivel
tecnicamente com impacto positivo notavel na produgdo do bioetanol.

4. Conclusdes

A otimizacdo da producao de etanol 2G a partir das condi¢des de operacao adequadas do
processo de lavagem ¢ crucial para viabilizar a remocgdo eficaz de inibidores soliveis com ganho
nas conversdes de hidrolise enzimatica e fermentagdo alcoodlica, visto que estas podem impactar
positiva ou negativamente na conversao global do processo em biorrefinarias 1G-2G.
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