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Resumo: A implementagdo do processo de conversdo 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 bagaco de cana-de-agticar hidrotérmico ou adigdo de proteinas de sacrificio sdo
exemplos de estratégias implementadas para mitigar o efeito negativo de inibidores soltiiveis e da
pseudo-lignina nas reagdes bioquimicas envolvidas na producao de etanol de segunda geragdo (2G).
Todavia, ainda nao ha uma andlise técnica que contemple a configuragdo dos processos utilizando a
lavagem concomitantemente com proteinas de sacrificio. Neste sentido, o escopo deste trabalho foi
avaliar o impacto nas reagdes bioquimicas de conversao da celulose em glicose com esses diferentes
protocolos de mitigagcdo de inibidores soluveis e insoluveis. Os resultados mostraram que tanto a
adi¢do de proteina de soja como a lavagem apresentaram ganhos positivos paralelos no rendimento
da hidrélise quando analisados separadamente. Os impactos positivos da mitigagao no rendimento
de glicose foram somados, chegando a ganhos de, aproximadamente, 50%, quando a lavagem do
bagaco hidrotérmico foi associada a adi¢do de proteina de soja na hidrolise enzimatica.

Palavras-chave: Lavagem do Bagago, Remog¢ao de Inibidores Soluveis, Proteina de Soja, Pseudo-
lignina, Etanol de Segunda Geragao (2G).

MITIGATION OF THE NEGATIVE IMPACT OF INHIBITORS ON THE PRODUCTION OF
CELLULOSIC ETHANOL IN BIORFINERIES BY WASHING PROCESS ASSOCIATED
WITH THE ADDITION OF SOYBEAN PROTEIN

Abstract: The implementation of the 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 hydrothermal sugarcane
bagasse or soybean protein addition in enzymatic hydrolysis could be used to mitigate the negative
effect of soluble inhibitors and insoluble pseudo-lignin during biochemical reactions in the second
generation (2G) of ethanol production. However, up to now, there is none study of the technical
viability of association of washing process and sacrificial protein addition in enzymatic hydrolysis.
Then, the main scope of this work was to investigate different protocols of soluble inhibitors and
insoluble pseudo-lignin mitigation and their impact on cellulose conversion to glucose in enzymatic
hydrolysis. The glucose produced after bagasse washing was the same for the hydrothermal bagasse
in buffer with protein. This means that either bagasse wash and soybean protein addition promotes
parallel impact on final yields of glucose. Impressively, washing hydrothermal sugarcane bagasse
associated with soybean protein addition resulted in glucose yields improvements around 50% with
a supplement of both mitigation effects.
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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 reagdes 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 lignocelulosico sdo essenciais para a
minimizag¢do dos custos atrelados a reposicao de enzimas utilizadas na hidrélise dos carboidratos e a
baixa eficiéncia da fermentagdo na producao do bioetanol. A reconfiguragao 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 producao de primeira e segunda
geracdo integradas (1G-2G) (KIM, 2018).

A remocao de inibidores soluveis 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 alcoodlica, 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 er 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 explosao a vapor (KIM et al., 2013). Por outro lado, de acordo com a literatura, a utilizagao da
proteina de soja resultou em ganhos na conversdo da celulose durante a hidroélise de, no minimo,
33%, quando o bagaco de cana-de-acucar foi submetido a diferentes condigdes de hidrolise e de
pré-tratamento (BRONDI et al., 2019; FLORENCIO et al., 2019). Ademais, Florencio et al (2019)
reportaram um ganho maximo de aproximadamente 76% quando 12% (m/m) de proteina de soja foi
empregada durante a hidrélise enzimatica do bagaco de cana hidrotérmico, utilizando 5 FPU/g do
coquetel enzimatico comercial Cellic CTec2®. Apesar de haver diferentes opgdes de rotas de
processo para solucionar o efeito negativo da presenca de inibidores nos bioprocessos envolvidos na
producdo do etanol 2G (KIM, 2018; LI e ZHENG, 2017), ainda ndo ha estudos que comparem a
mitigacdo de inibidores soluveis e insoliveis no processo de producao do etanol celulosico.

Assim, a avaliacdo da viabilidade técnica da aplicagdo da lavagem concomitante com a
adi¢do de proteinas de sacrificio torna-se crucial para a futura aplicagdo na industria de produgdo de
etanol 2G. Além do efeito sinérgico dos processos de mitigacdo, o impacto do processo de lavagem
a quente e da adi¢do de proteina de soja na hidrolise enzimatica nos rendimentos de glicose foram
comparados com solubilizagdo do bagago hidrotérmico sem nenhum pds-processamento.

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 didmetro inferior a 2 mm (peneira de 10 Mesh). O
pré-tratamento hidrotérmico (do inglés, Liquid Hot Water) do bagaco foi realizado no reator de 5L
da Parr Instruments (Modelo 4580) por 10 minutos, a 195 °C e 15% de s6lidos de bagago de cana-
de-actcar seco (m:m). Ao final, a fragdo liquida foi separada por filtracdo simples.

A biomassa hidrotérmica (LHW) foi lavada em bateladas a 90 °C apds o processo de
filtragdo. Na lavagem consideraram-se a mistura da biomassa a dgua com homogeneizagdo por
tempo inferior a 1 minuto, 10% soélidos para 3 estagios de lavagem (PINTO ef al, 2019). Os
experimentos de pré-tratamento e lavagem foram realizados em triplicata.
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2.1.2. Hidrolise Enzimatica e Adi¢do de Proteina de Sacrificio
Na etapa de hidrolise foram testados a celulose comercial (Solka Flock®), o bagago

hidrotérmico e o bagago hidrotérmico lavado. Triplicatas de experimentos foram conduzidas em
agitador orbital por 48h 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 soédio (50 mM, pH 5,0). A atividade
do extrato enzimatico comercial utilizado foi de 230 FPU/ mL (GHOSE, 1987; SLUITER et al.,
2008).

Utilizou-se a concentragdo de 12% de proteina de soja por grama de bagaco pré-tratado (m/m)
(proteina isolada com teor proteico > 90%, Bremil®, Brasil) de acordo com a metodologia descrita
por (FLORENCIO et al., 2019).

2.2 Impacto na Hidrdlise Enzimdtica com os Processos de Mitigacio de Inibidores
2.2.1. Quantificagdo de Glicose

A quantificagdo de glicose no hidrolisado foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia de acordo com o protocolo do “National Renewable Energy Laboratory (USA)”
{Sluiter, 2008, Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass ;Pinto, 2019,
Viabilidade técnica da remogao de inibidores do bagaco de cana-de-aglicar por processo de lavagem
em biorrefinarias. }.

2.2.2. Ganho no Rendimento de Hidrolise

A fim avaliar o impacto dos processos de mitigacdo na hidrolise enzimatica, calculou-se o
ganho de hidrolise. Este parametro refere-se ao aumento percentual do rendimento de glicose
observado para cada processo de mitigacdo em relagdo ao bagaco hidrotérmico nao lavado.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra o perfil temporal de glicose (g/L) durante a hidrélise enzimatica para a
producdo de etanol 2G, sendo o bagaco hidrotérmico o controle dos tratamentos. Os resultados
mostram que ha ganhos significativos com a mitigacao de inibidores soluveis e insoluveis.
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Figura 3. Perfil temporal para a concentragao de glicose durante a hidrolise enzimatica (15% sol., de
Oh - 48h, 10 FPU/g de bagaco seco, 12% de proteina de sacrificio (massa de proteina de soja/massa

de bagaco hidrotérmico seco).

265




Simposio Nacional de
/ ‘ SIAGRO o Instrumentacao Agropecuaria-2019

O perfil temporal de concentracdo de glicose mostra que nas primeiras 12 h de hidrélise ¢
notavel uma tendéncia de aumento para o bagaco hidrotérmico com a adi¢ao da proteina comparado
ao controle (34%). A concentracdo de glicose igual a 41,77 g/L no tempo de 24h superou aquelas
obtidas somente por meio da lavagem, 31,88 g/L., ou com a adi¢ao da proteina de sacrificio, 34,10
g/L. Para tempos superiores a 24 h verifica-se que tanto o efeito da proteina de sacrificio quanto da
lavagem da biomassa foram equivalentes, com ganho médio de, aproximadamente, 26% no maximo
tempo de hidrolise (Figura 1). Em contrapartida, a mitigagdo de inibidores por lavagem
concomitantemente com a proteina de sacrificio levou a ganhos de conversdo na hidrolise de,
aproximadamente, 50 % no tempo de 48h.

4. Conclusoes

Os ganhos positivos nas conversoes de hidrolise pela mitigacdo de inibidores tanto pelo
processo de lavagem quanto pela adi¢do de proteina de sacrificio sdo promissores e devem ser
avaliados paralelamente a andlise de custos com consumo de utilidades, 4gua e proteina de
sacrificio nos processos envolvidos na biorrefinaria 1G-2G.
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