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RESUMO

O bagaco de cana-de-acgucar compreende um dos principais residuos
agroindustriais produzidos no Brasil, e que pode ser utilizado como matéria
prima para producdo de etanol. Devido a sua natureza heterogénea, pré-
tratamentos tem sido propostos para desestruturar a biomassa lignocelulésica
e assim maximizar a eficiéncia da etapa de hidrdlise enzimatica para obtencao
de acucares fermentesciveis. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
do tratamento de deslignificacdo alcalina na sacarificagdo e fermentacao
simultanea (SSF) de bagaco de cana-de-acuUcar, pré-tratado por explosdo a
vapor, para producédo de etanol. Foram utilizados materiais ndo deslignificados
(ND) e deslignificados com 0,5 e 1 % de NaOH (D 0,5 % e D 1 %). As SSF em
batelada foram conduzidas em erlenmeyers de 250 mL, com 8 g de bagaco,
100 mL de tampdéo citrato de sédio (pH 4,8) e preparacbes comerciais de
celulases e B-glicosidase, 10 FPU/g de celulose e 5% v/v, respectivamente.
Inicialmente foi realizada uma etapa de pré-sacarificacdo a 50°C e 150 rpm
durante 6 horas, e logo ap0s este periodo, a temperatura e a agitagdo foram
reduzidas para 37°C e 80 rpm respectivamente, em que foi inoculada uma
suspensao de S. cerevisiae UFPEDA 1238. Para aumentar a producao de
etanol também foi realizada uma batelada alimentada iniciando-se com 8 g de
bagaco e adicionando-se 1 g a cada 24 horas até 120 horas. A etapa de
deslignificacdo alcalina seguida do pré-tratamento por explosdo a vapor
contribuiu para a remocao de 52 % e 77 % da lignina para o material D 0,5 % e
D 1 %, respectivamente. O material D 0,5 % apresentou valores de conversao
de celulose em etanol ndo significativamente diferentes dagueles obtidos com o
material D 1 %. A reducédo do teor de lignina alcancado na deslignificacdo com
0,5 % de NaOH, associada a SSF em batelada alimentada, permitiu 0 aumento
da producéo de etanol em 700 % em relacdo ao material ndo deslignificado e
em 102 % em relag&o ao material deslignificado com o dobro de NaOH.

Palavras-chave: Explosédo a vapor. Deslignificacdo alcalina. SSF. Batelada

alimentada.



ABSTRACT

Bagasse from sugar cane comprises a major agroindustrial waste produced in
Brazil, and which can be used as raw material for ethanol production. Due to its
heterogeneous nature, pretreatments have been proposed to disrupt the
lignocellulosic biomass, maximize the efficiency of enzymatic hydrolysis step for
obtaining fermentable sugars. This study aimed to evaluate the treatment effect
of alkaline delignification in simultaneous saccharification and fermentation
(SSF) of bagasse cane sugar, pretreated by steam explosion, for ethanol
production. Materials have been used not deslignification (ND) and
deslignification with 0.5 and 1% NaOH (D 0.5 % and 1 %).The SSF batch were
conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks with 8 g of bagasse, 100 ml of sodium
citrate buffer (pH 4.8) and commercial preparations of cellulase and [-
glucosidase, 10 FPU/g cellulose and 5% v/v, respectively. Initially a pre-
saccharification step at 50 °C and 150 rpm for 6 hours, and after this period, the
temperature and agitation were reduced to 37 °C and 80 rpm respectively in a
suspension that was inoculated with S. cerevisiae UFPEDA 1238. To increase
ethanol production was also performed a fed batch starting with 8 g of bagasse
and adding 1g every 24 hours to 120 hours. The alkaline delignification stage
pretreatment followed by steam explosion contributed to the removal of 52 %
and 77 % lignin for the material D 0.5 % and 1 % respectively. Material D 0.5 %
had values of conversion of cellulose to ethanol does not significantly different
from those obtained with the material D 1 %. The reduction of lignin content in
the delignification achieved with 0.5 % NaOH, SSF associated with the fed-
batch, allowed increased ethanol production by 700 % over the material does
not deslignification and 102 % compared with the material deslignification twice
NaOH.

Keywords: Steam explosion. Alkaline deslignification. SSF. Fed batch.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento gradual no preco do
petréleo, determinado pela reducdo da oferta prevista para médio e longo
prazo. Além disso, o aquecimento global, ocasionado pelo acimulo de gases
do efeito estufa na atmosfera, € uma realidade que impulsiona o
desenvolvimento de processos industriais a base de matérias-primas
renovaveis. Seguindo a tendéncia mundial, a industria sucroalcooleira brasileira
tem manifestado interesse em tecnologias sustentaveis que possam ser
agregadas a sua cadeia produtiva (Pinto, 2010). O etanol tem se mostrado uma
das melhores alternativas para reducdo do uso de combustiveis derivados do
petréleo, o Brasil se destaca mundialmente pelo pioneirismo na producédo deste
combustivel a partir do caldo de cana-de-agucar (Oliveira, 2010). Dentro deste
contexto, a importancia do desenvolvimento e melhoria das tecnologias para a
producdo de combustiveis renovaveis, tais como etanol, vem sendo aprimorado
(Ferreira-leitdo et al., 2010).

A crescente demanda pelo etanol produzido a partir da fermentacédo da
sacarose, dito de primeira geracdo, depende da expansdo das plantacdes de
cana-de-acucar e no aumento em paralelo do niumero de destilarias. Contudo,
no futuro proximo, espera-se que parte desta producdo seja feita a partir de
biomassa da cana (bagaco e palha). Esta matéria-prima € vantajosa devido a
suas quantidades excedentes nas usinas e mais importante, porque eles séo
estrategicamente localizados perto das unidades produtores de acucar e
etanol. Ainda, a utilizacdo desses residuos nao € prejudicada pela exigéncia de
terras araveis para producdo de alimentos e pasto (Ferreira-leitdo et al., 2010).

As biomassas lignocelulosicas, como o bagaco de cana-de-aguUcar, séo
as fontes de carboidratos mais abundantes na natureza, participando em
aproximadamente 50 % de toda biomassa terrestre. O termo estrutura
lignoceluldsica esta relacionado a parte do vegetal que forma a parede
celular. Geralmente, estdo disponiveis sob a forma de residuos agricolas,
agroindustriais, residuos urbanos e madeiras. A composi¢ao basica do material
lignocelulésico depende do vegetal de origem, da espécie da planta, da regido

de cultivo, idade, periodo da colheita do material, entre outros fatores (CGEE,



2010). Constitui um material complexo, cuja estrutura €& principalmente
representada pela interacao fisico-quimica da celulose, um polimero linear de
glicose, da hemicelulose, heteropolimero altamente ramificado de acucares, e
da lignina, macromolécula com elevado peso molecular e de constituicdo
aromética.

Para a eficiente conversdo dessa biomassa em etanol, alguns passos
devem ser compreendidos, tais como: pré-tratamento, hidrolise das cadeias
polissacaridicas, fermentacdo dos acucares, e finalmente, a recuperacao e
purificagdo do produto. A tarefa de hidrolisar a lignocelulose em
monossacarideos fermentesciveis é ainda tecnicamente problemética, porque
a digestibilidade da celulose é dificultada por muitos fatores fisico-quimicos,
estrutural e composicional. Devido a estas caracteristicas, o pré-tratamento é
um passo essencial para a obtencdo desses acucares. O objetivo dos pré-
tratamentos sao essencialmente, retirar a hemicelulose (quando se quer
trabalhar com a celulose), quebrar a estrutura da lignina e desestruturar a
fracdo cristalina da celulose para favorecer a acessibilidade das enzimas
através da hidrolise enzimatica (Mosier et al., 2005).

As investigacbes de pré-tratamentos de biomassa apresentam-se
amplamente desenvolvidas. Logo, a necessidade dos produtos a serem obtidos
€ que direcionard 0 mecanismo reacional a ser empregado para o melhor
aproveitamento da matéria-prima. Uma vez que diferentes materiais
lignocelulésicos tém diferentes propriedades fisico-quimicas, € necessario
adotar tecnologias adequadas de pré-tratamentos baseados nas propriedades
de cada matéria-prima. Além disso, a escolha de certos pré-tratamentos tem
um grande impacto em todas as etapas subsequentes, em termos de
digestibilidade da celulose, geracdo de compostos toxicos potencialmente
inibitérios para fermentacdo, e demanda de energia no processo (Alvira et al.,
2010; Cristofoletti, 2010).

O pré-tratamento por explosdo a vapor tem sido largamente aplicado no
tratamento de materiais lignocelulésicos, tais como os residuos agroindustriais.
Tem por finalidade, promover a hidrélise dos polissacarideos, principalmente
da hemicelulose e a degradacao parcial da lignina. Uma etapa opcional e

posterior ao pré-tratamento por explosdo a vapor € a deslignificacdo alcalina,



que tem por finalidade retirar grande parte da lignina presente no complexo e
expor ainda mais a celulose ao ataque enzimatico. O reagente quimico que tem
sido mais utilizado no processo de deslignificacdo € o hidréxido de sédio, onde
as condicbes como concentracdo de soda e tempo de exposicdo, Sd0 0sS
principais fatores que interferem no rendimento do produto final (Cristofoletti,
2010; Alvira et al., 2010; Kumar et al., 2009).

Apés a etapa de pré-tratamento, que pode incluir ou ndo a
deslignificacdo, a hidrélise enzimatica da celulose € realizada por um conjunto
de enzimas celuloliticas, composto de uma mistura de endo-p-1,4-
glucanhidrolases, exo-B-1,4-glucancellobiohidrolases e [-glucosidase. As
celulases quebram a celulose em celobiose, que subsequentemente é clivada
em glicose pela B-glucosidase. As celulases e a B-glucosidase séo inibidas
pelos seus produtos finais, diminuindo a eficiéncia da hidrélise (Palmqvist &
Hahn-Hagerdal, 2000).

Para evitar a inibicdo pela glicose, uma estratégia adequada é realizar a
hidrolise enzimética simultaneamente com a fermentacao, a qual € denominada
de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF). Este processo evita a
inibicdo, pois a medida que a glicose é formada, também é consumida para a
producéo de etanol, levando a uma maior conversdo da celulose (Martin et al.,
2008; Olofsson et al., 2008).

A sacarificacdo e fermentacdo simultdnea pode ser realizada em
batelada simples ou alimentada. A batelada alimentada foi proposta para
aumentar a producdo de etanol através da adicdo gradual de substrato ao
processo e, assim diminuir o gasto de energia na etapa de destilacdo. As
condicbes no tempo de adicdo e concentracdo de substrato sdo fatores que
devem ser estudados e otimizados quando se planeja aumentar o rendimento
em etanol (Rudolf et al., 2005).



2. OBJETIVOS

Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o efeito do teor de lignina no

bagaco de cana-de-aglcar, pré-tratado por explosdo a vapor, apos

deslignificacdo alcalina com hidroxido de sodio, na producdo de etanol por

sacarificacdo e fermentacéo simultanea.

Especificos

Deslignificar o bagaco de cana-de-acucar com 0,5 e 1 % de NaOH para
comparar a produgcao de etanol entre estes materiais e o material ndo

deslignificado;

Caracterizar quimicamente o bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por
explosdo a vapor com e sem deslignificacdo para conhecer os teores de

celulose, hemicelulose e lignina nestes materiais;

Selecionar o material que apresentar melhor conversao de celulose em
etanol durante sacarificacdo e fermentacdo simultanea do bagaco de
cana-de-acUcar, pré-tratado por explosdo a vapor, com e sem

deslignificagéo;

Realizar sacarificagdo e fermentacdo simultdnea em batelada
alimentada do material selecionado para aumentar a produgdo de

etanol.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéao de Etanol na Matriz Energética Brasileira

O interesse pela utilizacdo e transformacao do caldo de cana-de-acucar
em alcool, para movimentacdo de veiculos, remonta o periodo bem anterior a
década de 1970. No inicio da década de 1920, foram feitas as primeiras
tentativas de usar o alcool como combustivel. Entre as décadas de 1950 e
1970, esse combustivel perde importancia no mercado nacional gracas a
disponibilidade e ao baixo preco do petrdleo e seus derivados. S6 a partir de
1973 essa situacdo se altera, com a mudanca do cenario internacional,
promovido pelo primeiro choque do petroleo, exigindo politicas alternativas e
substitutivas de energia (Jimenes-Flores et al., 2010).

Em 14 de novembro de 1975, o presidente Ernesto Geisel, diante da
crise energética decorrente da alta do petréleo, busca alternativas e, pelo
decreto n° 76.593, cria 0o Programa Nacional do Alcool ou Proéalcool. Seu
objetivo era estimular a producdo do alcool, visando o atendimento das
necessidades do mercado interno e externo e da politica de combustiveis
automotivos. Devido a iniciativa, houve entdo a expansdo da oferta de
matérias-primas, com especial énfase no aumento da producdo agricola,
modernizacdo e ampliacdo das destilarias existentes e da instalacdo de novas
unidades produtoras, anexa a usinas ou autbnomas, e de unidades
armazenadoras (Vasconcelos, 2010).

Neste programa, a cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) foi
consolidada como a matéria-prima ideal para producdo de etanol e, como
consequéncia, estudos no ambito tecnolégico e agriculturais foram
intensificados, levando o Brasil a uma posicdo favoravel em termos de
seguridade energética (Soccol et al., 2010).

De acordo com o Ministério de Minas e Energia, o Brasil devera atingir o
consumo de cerca de 65 bilhdes de litros de etanol em 2020, o que representa
acrescimo de 10,5 % ao ano. Para chegar aos 65 bilhdes de litros, €
fundamental que o setor sucroenergético siga investindo na renovacdo de

canaviais, na ampliacdo da producgédo, seja por meio de novas usinas ou



elevando a capacidade instalada das unidades ja existentes e, em especial, em
inovacao tecnoldgica (UNICA, 2012).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2012), a quantidade total de cana moida na safra 2011/2012 foi cerca de
571.471 milhGes de toneladas. Para a producao de etanol, foram esmagadas
cerca de 287,6 milhdes de toneladas, que produziu 22.857,6 bilhGes de litros. A
Figura 3.1, apresenta um grafico da producdo de etanol do setor
sucroenergético brasileiro, durante os periodos das safras 2010/2011 e
2011/2012, que ocorre entre os meses de abril a novembro. A producdo de
etanol hidratado é maior devido ao destino final deste produto, que é
empregado na induastria farmacéutica, alcoolquimica e de bebidas. Assim
como, sua utilizagdo como combustivel automotivo.

Os dados do grafico foram segundo a fonte do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) e

elaborado pelo Ministério de Minas e Energia (MME).
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Figura 3.1: Producé&o de etanol carburante durante as safras 2010/2011 e
2011/2012 (CONAB, 2012).




Atualmente, o etanol é obtido da fermentacdo de uma variedade de
fontes de biomassa, tais como material rico em amido, como milho e trigo, ou
de sacarose, como a cana-de-acucar (Brethauer & Wyman, 2010). Para se
produzir o etanol a partir da cana-de-acgucar, é essencial um trabalho conjunto
entre a lavoura e a industria, de forma bem planejada nas etapas de corte,
escolha de variedades adequadas, com maiores teores de acglcares e 0O
processamento quase imediato para evitar deterioracdo e perdas de acucar. A
sacarose € produzida e armazenada pela propria planta, cabendo a industria
realizar sua extracdo e purificacdo e, no caso do alcool, sua transformacao
(Amorim, 2005).

O etanol estd em expansdo por ser um combustivel ainda barato,
renovavel e cujo emprego como alternativa para a matriz energética mundial
estd em fase de crescimento. A tendéncia do aumento da producéo de etanol
no Brasil ocorre por vérios fatores, como o aumento da frota de carros
bicombustiveis (demanda interna), Protocolo de Kyoto (demanda externa) e

aumento do preco do petroleo (Oliveira, 2010).

3.2 O Bagaco de Cana-de-acucar como Fonte Alternativa de Matéria-prima

O bagaco de cana-de-acucar proveniente do processo de extracdo da
sacarose da cana-de-acucar é um material lignocelulésico e abundante fonte
renovavel de carbono. O Brasil é o maior produtor mundial de aglcar e alcool a
partir da cana-de-acUcar e esta induUstria gera uma grande quantidade de
residuos solidos (palha e bagaco). As primeiras ideias de utilizacdo do bagaco
de cana foram como combustivel para geracdo de vapor atendendo a
necessidade de aproveitar esse residuo industrial. Esforcos estdo atualmente
sendo direcionados para incluir também a palha (deixada no campo) no ciclo
de producéo (Christofoletti, 2010).

O processo de cogeracdo de energia no setor sucroalcooleiro consiste
em aproveitar o vapor produzido (energia térmica) pela queima do bagaco em
caldeiras, para movimentar os equipamentos da propria unidade industrial e,
simultaneamente, acionar conjuntos geradores de energia elétrica
(Christofoletti, 2010).



Contudo, nos recentes anos, tem havido uma tendéncia crescente para
utilizacdo dos residuos agroindustriais como fonte de matéria-prima para
producdo de etanol. E um dos mais utilizados tem sido o bagaco de cana-de-
acucar. Durante a safra 2011/2012, mais de 571.471 milhdes de toneladas de
cana-de-agucar foram moidas e geraram cerca de 142,86 milhdes de toneladas
de bagaco (CONAB, 2012).

Mesmo com a queima de grande parcela desses residuos nas usinas
sucroalcooleiras, o excedente ainda € bastante significativo. Isso permitira que
0 bagaco seja utilizado para a producédo de etanol (segunda geracdo) e de
outros insumos renovaveis através de rotas baseadas na alcoolguimica e na
sucroquimica, gerando beneficios econdmicos, sociais e ambientais (Canilha et
al., 2011).

Outras formas de residuos séo os das industrias de papel se celulose
que empregam a madeira como fonte de fibra vegetal. Esse emprego é
favorecido nas regibes onde ha grande extensGes de reflorestamento,
enquanto nas regides onde predomina a agricultura ocorre uma maior
utilizacdo de fibras provenientes de residuos agricolas, como o bagaco de
cana-de-acucar (Christofoletti, 2010).

O interesse pelo desenvolvimento de tecnologias para producdo do
etanol de bagaco tem aumentado devido a sua utilizagdo como combustivel,
mas ainda € considerado um desafio (Ferreira-Leitdo et al., 2010; Martin et al.,
2007). A comercializagdo plena do etanol celuldsico vai demorar alguns anos,
mas sua promessa de dobrar a produtividade dos produtores brasileiros de
etanol de cana-de-acucar € mais um sinal positivo em um setor cujo potencial
de gerar energia limpa abundante é virtualmente impossivel de ser equiparado
por qualquer outra fonte de combustiveis (UNICA, 2012).

O fator limitante € que simplesmente ainda ndo ha tecnologias de
processamento de baixo custo para converter de forma eficiente uma fragao
significativa da energia contida na biomassa lignocelulésica em combustiveis
liquidos (Pinto, 2010).

O material lignocelulésico é um termo genérico para descrever 0S
constituintes principais dos vegetais, ou seja, a celulose, a hemicelulose e a

lignina, cuja composicado depende nédo apenas do tipo de vegetal, mas também



de condicbes de crescimento, de parte da planta escolhida, da idade de
colheita, dentre outros fatores (Ogeda & Petri, 2010). O bagaco de cana-de-
acucar € composto principalmente por celulose (40-50%), hemicelulose (30-
35%), lignina (20-30%), cinza (3,22-5,5%), enxofre (0,10-0,15%), potassio
(0,73-0,97%) (Banerjee & Pandey, 2002).

Biomassa lignoceluldsica

Ceélula vegetal

s
.....

Microfibrila
celuldsica

Moleculas de
glicose

Figura 3.2: Arquitetura da parede celular vegetal (Kondo, 1997).
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3.3 Composicdo Quimica dos Materiais Lignocelul6sicos

A celulose, constituinte mais abundante da parede celular vegetal, € um
homopolissacarideo constituido por unidades de D-glicose unidas entre si por
ligagdes glicosidicas B(1—4). Internamente, as fibrilas da fracdo celulésica,
encontram-se dispostas linearmente, de forma a conferir forga e flexibilidade ao
material. Sob condi¢cdes normais, a celulose é extremamente insolivel em
agua, 0 que € necessario para sua propria funcdo como sustentacao estrutural
nas paredes celulares vegetais (Castro & Pereira, 2010; Canilha et al., 2011).

Ainda que a celulose funcione como o componente rigido e sustentador
de peso da parede celular, a rigidez da microfibra celuldsica é reforcada dentro
de uma matriz de hemicelulose (Ojeda & Petri, 2010). Na Figura 3.3,
apresenta-se a estrutura quimica da celulose, que possui a celobiose como

unidade repetitiva.

OH OH
OH OH
0 0
u g | o o | O
OH O oy ul
L _ n

Figura 3.3: Estrutura quimica da celulose (Castro & Pereira, 2010).

A hemicelulose consiste em um heteropolissacarideo composto por D-
glicose, D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido D-glucurdnico e
acido 4-O-metil-glucurdnico (Figura 3.4). A hemicelulose atua como um elo

guimico entre a celulose e a lignina e a totalidade celulose-hemicelulose e



11

lignina garante maior rigidez a parede celular da planta. (Hendriks & Zeeman,
2009).

Acredita-se que a hemicelulose esteja envolvida na regulacdo da
elongacdo e modificacdo da parede, e que as interacdes entre hemicelulose e
as microfibrilas de celulose sejam mais fortes do que as interacdes entre a
hemicelulose e a lignina. A composicao quimica e as caracteristicas estruturais
da hemicelulose variam amplamente através de espécies e estagios de

desenvolvimento das plantas (Ojeda & Petri, 2010).

HO -\ \ ~H  Kbse

Figura 3.4: Representacdo esquematica da hemicelulose (Santos et al.,
2012a).

A lignina € uma macromolécula (Figura 3.5), formada principalmente
pela polimerizacdo radicalar de unidades fenil-propano (alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e alcool sinapilico). Constitui a fracdo ndo polissacaridica
mais abundante da lignocelulose. Envolve as microfibrilas celulosicas,
conferindo protecdo a degradacdo quimica e/ou biologica, e pode formar
ligacdes covalentes com a hemicelulose (Canilha et al., 2011). A aplicacao de

transformacdes fisico-quimicas na lignina, permite gerar insumos de interesse
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industrial como vanilina, acido galico, 6leos, fenol, entre outros (Saliba et al.,

2001).
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Figura 3.5: Representacdo esquematica da lignina de eucalipto Eucalyptus
grandis (Pil6-Veloso et al., 1993).

3.4 Pré-tratamento por Explosdo a Vapor e Deslignificacdo Alcalina da

Biomassa Vegetal

Do ponto de vista tecnoldgico, os agucares contidos na fragéo celulésica
(glicose) e hemicelulésica (xilose, arabinose, glicose, manose e galactose)
representam os substratos que podem ser utilizados para a producéo de etanol
por via fermentativa. Entretanto, conforme ilustrado na Figura 3.2, a intima
associagdo entre as trés fracdes principais (celulose, hemicelulose e lignina) é
tal que impde dificuldades para a recuperacdo dos acgucares constituintes na

forma de monémeros com elevado grau de pureza. A partir disso, varios
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tratamentos sdo propostos para desestruturar os componentes da biomassa
em seus acucares constituintes. O conceito geral envolve pré-tratar a matéria
bruta para, entdo, submeté-la a hidrolise enzimatica e posterior fermentacao

para producédo de etanol (Figura 3.6) (Sun & Cheng, 2002; Canilha et al., 2010;
CGEE, 2010).

CELULOSE

—— LIGNINA

HENICELIROSE 1—]

PRE - TRATAMENTO

R e e s

CELULOSE

HIDROLISE

- g
l’""’f
GLICOSE )

FERMENTACAO

ETANOL

Figura 3.6: Representacdo esquematica geral da producédo de etanol a partir
de biomassa lignocelulésica (Santos et al., 2012a).
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Os principais requisitos para um pré-tratamento eficiente sdo: (A)
aumentar a liberacdo de acucares ou a habilidade para subsequente hidrolise
enzimatica; (B) evitar a degradacdo ou perda de carboidratos; (C) evitar a
formacdo de subprodutos inibitérios para uma posterior hidrélise ou
fermentacao e (D) ter um baixo custo efetivo. O pré-tratamento pode ser fisico
(moagem da biomassa, aplicacdo de radiagcdo), quimico (hidrotérmico,
oxidacdo Umida, em meio acido ou basico), bioldgico (microrganismos
decompositores de madeira) ou a combinacdo desses (Sun & Cheng; Galbe &
Zanchi, 2002).

Uma das tecnologias de pré-tratamentos mais amplamente difundida € a
explosdo a vapor, que tem sido aplicada com sucesso em varios tipos de
biomassa celuldsica (madeiras macias e duras, além de residuos agricolas).
Esse processo pode ocorrer com ou sem a presenca de catalisadores quimicos
(acido sulfarico, dioxido de enxofre, e amobnia). A operacdo se da a altas
temperaturas (160-260°C) e pressdo, durante certo periodo de tempo (de
alguns segundos até varios minutos), seguindo-se de uma rapida reducao da
pressdo, 0 que permite que o0s materiais sofram uma explosdo por
descompressao (Sun & Cheng, 2002; Ojeda & Petri, 2010).

Quando nédo existe adicdo de catalisador, o pré-tratamento a vapor é
conduzido por auto-hidrélise e a clivagem das ligacdes glicosidicas é realizada
principalmente pelos catalisadores acidos da prépria biomassa. Embora o acido
acético, considerado o principal catalisador em auto-hidrélises, liberado a partir
de acetilados da hemicelulose, outros acidos tais como os acidos férmicos e
levulinicos também sao produzidos e podem efetuar um papel importante na
eficiéncia do pré-tratamento. Este processo tem sido comparado a outros
meétodos usados no pré-tratamento de residuos de madeira, como irradiacao
por micro-ondas, trituracdo, hidrolise com acido diluido ou amoénia, no qual
demonstrou ser mais eficiente. Enfatizando, que dentre esses tratamentos, o
pré-tratamento por explosdo a vapor se destaca por ter menor efeito na
degradacéo dos acucares em compostos inibitorios (Ramos, 2003).

A Figura 3.7 apresenta os produtos gerados no pré-tratamento por

explosdo a vapor no material lignocelulésico.
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Figura 3.7: Hidrdlise de 4-O-metil-glucuranoxilana e celulose. (1) Arabinose, (2)
Xilose, (3) Xilooligbmeros acetilados, (4) Xilooligbmeros de grande massa
molecular, (5) Oligossacarideos, (6) Glicose, (7) Celobiose, (8) Celooligbmeros,
(9) Furfural, (10) Hidroximetilfurfural, (11) Acido levulinico, (12) Furano e (13)
Acido furanoéico. (Adaptado de Ramos, 2003).
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Algumas limitacdes no pré-tratamento por explosédo a vapor incluem a,
ruptura incompleta da matriz carboidrato-lignina, e geracdo de compostos que
podem ser inibitérios (furfural e hidroximetilfurfural) para a etapa de
fermentacdo. Devido a formacéo de produtos de degradacao, a biomassa pré-
tratada pode ser lavada com agua para a remoc¢ao dos compostos residuais. A
lavagem diminui o rendimento da sacarificacdo devido a remocao dos acucares
sollveis, como aqueles que sdo gerados da hidrélise da hemicelulose.
Tipicamente, 20-25% do conteudo inicial da matéria seca € perdida na agua de
lavagem (Sun & Chen, 2002).

No pré-tratamento a vapor, a recuperacao dos acucares da hemicelulose
é alta, embora a hemicelulose residual dificulte o acesso da enzima a celulose
(Hsu, 1996). Com a solubilizacédo e hidrolise parcial da hemicelulose, a lignina
presente no residuo € redistribuida e uma fracdo deste material também é
removida. O efeito do tratamento por explosdo a vapor sobre a organizacao
estrutural da celulose aumenta consideravelmente sua area superficial e, por
conseguinte, a susceptibilidade a hidrolise enzimatica (Pan et al., 2005; Ohgren
et al., 2007).

Uma etapa adicional ao pré-tratamento por explosdo a vapor é a
deslignificacdo, que tem por finalidade retirar a fracdo da lignina presente no
complexo lignoceluldsico e expor ainda mais a celulose ao ataque enzimatico.
Hidroxidos de sddio, potassio, calcio e ambnia sdo agentes de pré-tratamentos
mais adequados para uso. Destes quatro, o hidréxido de sédio é o que tem
sido mais utilizado (Kumar et al.,, 2009). O tratamento com NaOH causa
inchaco do material, levando ao aumento da area de superficial, diminuicdo no
grau de polimerizacdo da celulose, diminuicdo no grau de celulose cristalina,
separacao das ligacdes estruturais entre lignina e carboidratos, e quebra da

estrutura da lignina (Fan et al., 1987).
3.5 Hidrolise Enzimatica e Fermentacdo do Bagaco de Cana-de-agucar
ApOs a etapa de pré-tratamento, que pode incluir ou ndo a

deslignificacdo, a hidrélise enzimatica da celulose é realizada por um conjunto

de enzimas celuloliticas, composto de uma mistura de endo-B-1,4-glucanases,
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exo-B-1,4-glucanases (EGs) e [-glucosidase (BGs) (Palmgvist & Hahn-
Hagerdal, 2000).

Estas enzimas atuam em diferentes sitios da cadeia celulosica de forma
sinérgica (Figura 3.8): as exo-glucanases, também conhecidas como
celobiohidrolases, atuam clivando ligagcbes glicosidicas nas extremidades da
cadeia, obtendo-se as unidades de celobiose; as endo-glucanases clivam
regides amorfas internas da cadeia celuldsica e as [B-glucosidases clivam a

celobiose em unidades de glicose (Galbe & Zacchi, 2002).

endo-glucanase

Mo

celobiohidrolases

B-glucosidases

Figura 3.8: Esquema ilustrativo da atuacéo das enzimas celuloliticas nas

cadeias de celulose (Adaptado de Kumar et al., 2008).

A conversao da celulose presente na biomassa vegetal é influenciada
pelas caracteristicas estruturais do material utilizado. A lignina pode promover
intensa adsorgao inespecifica das enzimas utilizadas para hidrolise da celulose
e/ou da hemicelulose. Isto inclusive impede a reciclagem das enzimas, uma
estratégia que tem um grande impacto na viabilidade econémica do processo.
A cristalinidade é outro fator estrutural que interfere na conversdo enzimatica,
além de outros fatores tais como a temperatura, pH do meio, tampé&o de reacao
e concentracdo do produto (Canilha et al., 2011; Oliveira, 2010).



18

Quando a fermentacgéo ocorre sequencialmente a hidrolise a operacéo é
designada de SHF — Hidrdlise e Fermentacdo Separadas. O problema nesta
operacdo é que a glicose e a celobiose permanecem no mesmo meio que as
enzimas. Dessa forma, a medida que vai aumentando a concentracdo da
glicose e celobiose, estas podem inibir suas respectivas enzimas cataliticas. As
celulases sao inibidas pela celobiose, enquanto a B-glicosidase é inibida pela
glicose (Palmqvist & Hahn-Hagerdal, 2000).

Para evitar a inibicdo pela glicose, uma estratégia adequada é realizar a
hidrélise enzimatica simultaneamente com a fermentacao, a qual € denominada
de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultdneas (SSF), termo descrito
primeiramente por Takagi et al. (1977). Este processo evita a inibicdo, pois a
medida que a glicose é formada, também é consumida para a producédo de
etanol, levando a uma maior conversdo da celulose (Martin et al., 2008;
Olofsson et al., 2008).

Uma das dificuldades deste processo refere-se a diferentes
temperaturas 6timas para a hidrolise enzimatica (45-50°C) e para fermentacao
(28-35°C) (Martin et al., 2008; Soccol et al., 2010). Além disso, também &
necessario que seja estabelecida uma condicao intermediaria de agitacao, visto
qgue a fermentacao alcodlica apresenta maior producéo de etanol em condicdes
de anaerobiose (Lima et al., 2001) e a sacarificacdo é realizada geralmente a
150 rpm (Adsul et al., 2005).

Santos et al. (2010a), em fermentacBes de sacarose para producdo de
etanol, por quatro linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae, variando
a temperatura (30, 37 e 45°C) e a agitacao (80 e 150 rpm), obtiveram a maior
producdo pela linhagem UFPEDA 1238, quando utilizaram 37°C e 80 rpm.
Dando continuidade a este trabalho, Santos et al. (2012b), em SSF de bagaco
de cana-de-acucar deslignificado com a linhagem UFPEDA 1238, obtiveram
maior producdo de etanol com as mesmas condicdes de temperatura e
agitacao anteriormente selecionadas.

Santos et al. (2010b) comparando os processos de SSF e SHF do
bagaco de cana-de-acUcar concluiram que o processo de SSF leva um tempo
menor de realizagdo (40 horas) comparado com a SHF (72 horas). Além disso,

a glicose nao necessita ser separada do meio reacional como ocorre com a
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etapa da sacarificacdo em separado, evitando assim a perda de glicose
(Wingren et al., 2003).

Aumentar o conteudo de matéria seca na SSF € uma forma de aumentar
a concentracdo final de etanol. Diante disso, o estudo de SSF em batelada
alimentada foi proposto para permitir o aumento na concentracdo de substrato
e consequente aumento na concentracdo de acgucar no hidrolisado, elevando a
producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, minimizando a
energia de consumo e perdas durante a evaporacdo e destilagdo (Wingren et
al., 2003; Rudolf et al., 2005). Além disso, a batelada alimentada promove a
reducdo de problemas de mistura e transferéncia de calor devido as
propriedades reologicas da suspenséao fibrosa bastante densa (Rudolf et al.,
2005), uma vez que o substrato € adicionado gradualmente, a medida que é
consumido, o que mantém a viscosidade da reacdo num nivel baixo (Chen et
al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bagaco de cana-de-acucar

Foi utilizado bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosao a vapor
a 200°C, por 7 minutos, cedido pelo Departamento de Biotecnologia da Escola
de Engenharia da USP, proveniente da Usina Vale do Rosario em Sao Paulo.
O material (ND — néo deslignificado) foi lavado com agua destilada aquecida
para retirada da hemicelulose que ainda estivesse aderida ao bagaco. As
hidrélises enziméticas e sacarificacdes e fermentagbes simultdneas foram

realizadas com este material deslignificado ou nao.

4.2 Enzimas

Foram usadas preparacdes comerciais de celulases (Celluclast 1,5 L) e
B-glucosidase (Novozym 188), ambas produzidas pela Novozymes A/S
(Bagsveerd, Dinamarca). As atividades enzimaticas da Celluclast (69,5 FPU/mL
e 13,7 CBU/mL) e da B-glucosidase (13,4 x 10? CBU/mL) foram determinadas
de acordo com a metodologia descrita por Ghose (1987). As enzimas foram
gentilmente cedidas pelo Departamento de Biotecnologia da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL-USP).

4.3 Micro-organismo

Foi utilizada a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae
UFPEDA 1238, pertencente a Colecdo de Culturas do Departamento de
Antibidticos da UFPE.

4 .4Meios de Cultura

O meio de cultura utilizado para a conservacdo, em tubo de ensaio

inclinado, foi composto de glicose (20 g/L), extrato de levedura (4 g/L), peptona
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(3 g/L) e &gar (15 g/L). Na preparagdo do inoculo, também foi utilizado a
mesma composicdo de meio, mas sem adicao de agar. O pH foi ajustado para
7,0 em ambos 0s meios.

As hidrolises enzimaticas e sacarificacdes e fermentacdes simultaneas
foram realizadas utilizando um meio de cultura contendo (NH4).SO,4 (1 g/L),
KH,PO4 (2 g/L), MgS0O4.7H,O (0,75 g/L) e extrato de levedura (4 g/L). A
preparacdo deste meio foi em tampdao citrato de sodio a 50 mM e pH 4,8. A
fonte de glicose derivou da celulose presente no bagaco de cana-de-aglcar

com e sem deslignificagéo.

4.5 Preparo do Inoculo

A linhagem de S. cerevisiae UFPEDA 1238 foi repicada em tubos de
ensaio contendo o meio de conservagao (item 4.4), o qual foi mantido em
estufa a 30°C durante 24 horas. Apds esse periodo, o inoculo foi transferido
para frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio de inoculo
(item 4.4), o qual foi submetido a 250 rpm e 30°C, por 12 horas, em mesa
incubadora rotativa da New Brunswick Scientific C25KC. Posteriormente, todo
o volume de suspensao do frasco de Erlenmeyer, foi filtrado em membrana de
0,45 um. A biomassa foi resuspendida em 10 mL agua destilada estéril e, em
seguida, o volume equivalente a 1 g/L foi transferido para o frasco de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de meio de SSF (item 4.4).

4.6 Deslignificacdo do Bagaco Pré-tratado por Explosédo a Vapor

O processo de deslignificacéo foi realizado em reator do tipo autoclave
eletrdnica, modelo: AU/E-20, do fabricante REGMED INDUSTRIA TECNICA
DE PRECISAO LTDA. Foram transferidos para o reator, 0,5 Kg de bagaco pré-
tratado por explosao a vapor (massa seca) e 10 L de 4gua destilada. A massa
de NaOH foi de 50 (D 0,5 %) e de 100 g (D 1 %). A mistura, para a menor
concentracdo de soda (D 0,5 %), permaneceu a 90° C, durante 30 minutos
(Oliveira et al., 2011). Enquanto que, a mistura de maior concentracéo (D 1 %),
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permaneceu a 100° C, durante 60 minutos (Santos et al., 2010b). Apds o
término do tempo reacional, a fracdo solida misturada ao licor negro foi
transferida para um saco de algodao que funcionou como meio filtrante, sendo
posteriormente lavado exaustivamente com agua destilada aquecida (~70 °C)
para retirada da lignina soltvel residual. Em seguida, todo o bagaco foi
espalhado em lona para secagem a temperatura ambiente.

O rendimento da deslignificacdo (Equacdo 4.1) relaciona a massa de
bagaco seco recuperado ao final do processo e a massa utilizada no inicio
deste, ou seja, o material pré-tratado por explosdo a vapor. Cadinhos
previamente tarados foram pesados com 3 g de bagaco antes e depois da

deslignificacéo e levados a estufa a 80°C por 4 horas para retirada da umidade.

Mb
% Massa:ﬂ 100

(Mbg;) Eq. 4.1

Onde:

Mpgi - Massa do bagago seco no inicio deslignificagéo (em g)
Mpgt — Massa do bagago seco apos a deslignificagéo (em g)
% Massa — Rendimento da deslignificacéo

4.7 Caracterizacdo Quimica do Bagaco de Cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-acucar foi caracterizado, quanto aos teores de
celulose, hemicelulose e lignina, segundo a metodologia descrita por Rocha et
al. (1997) e, recentemente validada por Gouveia et al. (2009). Primeiramente,
amostras de 2 g (moida a 20 mesh em moinho Wiley) dos bagacos pré-tratados
por explosdo a vapor sem (ND) e com deslignificacéo (D 0,5 % e D 1 %), foram
transferidas para béqueres de 100 mL e tratadas com 10 mL de H,SO4 72%
v/v, sob vigorosa agitacdo manual, em um banho termostatizado (Tecnal,
modelo TE-2005) a 45° C por 7 min.
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Posteriormente, as amostras foram transferidas para frascos
Erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se o volume de 275 mL de &agua
destilada. Para a hidrélise dos oligbmeros restantes, os frascos foram fechados
com papel aluminio e autoclavados por 30 min a 121 °C. Apos a
descompressdo da autoclave, os frascos foram retirados e resfriados até
temperatura ambiente, sendo a fragdo solida separada da fragéo liquida por
filtracdo em papel de filtro quantitativo faixa preta. A fracao liquida foi coletada
em baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente
completado com &gua destilada. A solucdo foi armazenada para analises
posteriores de carboidratos, &cidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural
(HMF), por cromatografia liquida de alta eficiéncia e, a lignina soltvel, por

absorbancia.
4.7.1 Determinacdo dalignina soluvel e insoluvel

A lignina insolavel (Equacédo 4.2), foi determinada de acordo com o
meétodo Klasson modificado por Rocha et al. (1997). O material retido no papel
de filtro foi lavado com 1500 mL de agua destilada e transferido para pesa-

filtros para secagem em estufa a 100°C até peso constante.

%Ly, = M*loo
M

A Eq.4.2

Onde:

%L — Lignina Klason insoltvel

My — massa de lignina insolGvel seca (em g)
Mc — massa de cinzas (em Q)

Ma - massa da amostra de bagaco seca (em Q)

A metodologia da quantificacdo das cinzas € encontrado no item 4.2.5. A
quantidade de lignina soluvel foi determinada pela medida de absorbancia a
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280 nm em espectrofotdmetro (Femto, modelo 700 plus). O calculo da lignina

soluvel foi determinado conforme a Equacao 4.3 (Rocha et al., 2012).

Cy

g = 4187 =107%(4, —A,;) — 3,279 =107* Eq.4.3

Onde:

C”g _concentracao de lignina soluvel (em g/L)

Ar - absorbancia da solugéo de lignina junto com os produtos de degradagéo,
em 280 nm

Apd=c g +C,e, = absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicéo
dos aclcares em furfural e HMF, cujas concentracdes c, e c, foram
determinadas previamente por CLAE e ¢, e ¢, sdo as absortividades e valem,

respectivamente, 146,85 e 114,00 g/L™*.cm™.
4.7.2 Determinacdo do conteudo de cinzas

ApOGs a determinacgdo da lignina insoltvel, o papel de filtro contendo a
amostra seca, foi transferido para um cadinho de porcelana previamente
pesado. A amostra foi calcinada lentamente até 300°C e mais 2 horas a 800°C,
em uma mufla (FORNITEC, modelo MDS 15X15X30). Na determinacédo das
cinzas totais, foram pesados 2 g dos bagacos com e sem deslignificacao,
sendo estes ndo hidrolisados com acido sulfurico, em cadinho de porcelana
previamente pesado. Por diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina

insolavel e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacao 4.4.

) M
% Cinzas = —=*100 Eq. 4.4
A
Onde:
% Cinzas — percentual em massa de cinzas
Mc — massa de cinzas (em Q)

Ma — massa da amostra de bagaco seca (em Q)
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Antes da determinacdo de carboidratos e de acidos orgéanicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos
de extracdo em fase soélida Sep-Pak Cig (Phenomenex), num sistema de
filtracdo manifold conectado a uma bomba de vacuo. Para as analises de
furfural e de HMF, uma amostra do hidrolisado foi filtrada em membrana de
0,45 um. Ao determinar carboidratos, acidos orgéanicos, furfural e HMF, é
possivel se calcular os teores de celulose e de hemicelulose utilizando os
seguintes fatores de conversao (Gouveia et al., 2009): celulose (0,90 x massa
de glicose; 0,95 x massa de celobiose; 1,20 x massa de HMF; 3,09 x massa de
acido férmico); hemicelulose (0,88 x massa de xilose; 0,88 x massa de
arabinose; 0,72 x massa de &cido acético; 1,37 x massa de furfural). As
condicbes para determinacdo dos carboidratos, acidos organicos,

hidroximetilfurfural e furfural estdo descritos no item 4.2.9.

4.8 Determinacgao das Atividades Enziméticas

As determinacfes das atividades das celulases (endo e exoglucanases)
e B-glucosidase foram realizadas conforme as metodologias propostas por
Ghose (1987).

Para as celulases foram preparados tubos ensaios, controles, brancos e
padrdes da glicose. Os tubos de ensaios continham 50 mg do substrato (Papel
de filtro de celulose Whatman), 1 mL do tampao citrato de sodio (50 mM, pH =
4,8) e 0,5 mL da enzima diluida. Os tubos controles da enzima ndo continham
0 substrato e o tubo controle do substrato ndo continha a enzima. Os tubos
padrdes da glicose continham 0,5 mL da diluicdo da glicose e 1 mL do tampao.
Foram feitas quatro diluicbes, em tampdo de citrato de sédio, da solucéo
estoque de glicose (3,35 mg/0,5mL; 2,5 mg/0,5 mL; 1,65 mg/0,5 mL; 1,0 mg/0,5
mL). Os tubos foram incubados em banho termostéatico (Tecnal, modelo TE-
2005) a 50°C por 60 min. Apés o periodo de incubagéo, foram adicionados 3
mL de &cido dinitrossalicilico (DNSA) para interromper a reacdo enzimética.
Para dosar os acucares redutores, os tubos foram colocados exatamente por 5

min em banho de agua fervente. Em seguida, os tubos foram resfriados até
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atingir a temperatura ambiente. Antes de proceder a leitura da absorbancia no
espectrofotometro (Femto, modelo 700 plus) a 540 nm, foram adicionados 5 mL
de &gua destilada. A curva de calibragcdo de glicose foi obtida através do gréfico
com os valores de absorbancia e de concentracéo de glicose.

Usando a curva de calibracdo da glicose, foi possivel determinar a
concentracdo de glicose liberada em cada reacdo enzimatica. A concentracéo
da enzima foi estimada para exatamente 2 mg de glicose liberada durante a
reacao enzimatica (definicdo de Filter Paper Unity - FPU), pela equacao da reta
entre as concentracdes de glicose apos cada reacdo e os logaritmos das
respectivas diluicbes da enzima. O calculo para a atividade celulolitica foi

obtido a partir da Equagéo 4.5.

11U =1mol.min " de substrato convertido = 0,18mg.min " quando o produto é glicose

A quantidade absoluta de glicose liberada na medida em FPU a uma

diluicao critica € 2 mg, assim,

2mg dli cose = 2/(0,18*0,5*60) umol. min ™" mL™ = 0,37 pmol. min ™ mL™

Portanto, a quantidade estimada de enzima, que libera 2 mg de glicose

na reacao contem 0,37 unidades, é:

FPU= —— _ 0’37' _ Eq. 4.5
Diluicdo da enzima que libera 2mg de gli cose

A determinagdo da atividade da p-glucosidase foi realizada pela
quantificacdo da glicose liberada na reacéo, utilizando-se celobiose como
substrato. As analises de tal enzima foram feitas em duas etapas. Inicialmente
foi realizado o ensaio enzimatico, o qual consistiu na incubacdo, em tubos de

ensaio, de 1,0 mL das amostras das diluicbes da enzima, com um 1,0 mL de
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uma solucdo de celobiose a 15 mM (preparada em tampao citrato de sédio 50
mM, pH 4,8) em banho-maria (Tecnal, modelo TE-2005) a 50°C, durante 30
minutos. ApoOs este periodo, os tubos foram levados para a agua fervente,
durante 5 minutos, para interrupcdo da reacdo enzimatica, sendo logo apds,
resfriados em banho de gelo.

A segunda etapa consistiu na determinacao da concentracao de glicose
formada no ensaio enzimatico. Esta quantificacéo foi realizada utilizando-se um
kit de glicose (GLICOSE PAP Liquiform, da Labtest), o qual contém o reagente
GOD-POD composto por um sistema enzimatico (glicose oxidase e
peroxidase), responsavel pela reacdo com as moléculas de glicose e formacao
de compostos de cor vermelha, cuja intensidade € proporcional a concentracao
deste carboidrato presente. Dessa forma, 30 uL das amostras resultantes dos
ensaios enzimaticos foram incubados com 3,0 mL do reagente GOD-POD, em
banho-maria (Tecnal, modelo TE-2005) a 37°C, durante 15 minutos. Nas
analises também foram preparados tubos controles das enzimas, isto é, sem
celobiose.

O kit também contém um padréo composto por glicose a 100 mg/dL, o
qual também foi incluido nas anélises. Um volume de 30 uL do padrdo reagiu
com 3,0 mL do reagente GOD-POD, também a 37°C, durante 15 minutos.

Assim, as absorbancias de todas as amostras foram determinadas em
espectrofotometro (Femto, modelo 700 plus) a 505 nm. Antes de tais leituras, a
absorbancia zero do espectrofotdmetro foi estabelecida, através da leitura do
branco, composto, apenas, do reagente GOD-POD. A concentracao da glicose

liberada foi estimada pela Equacao 4.6:

Aborbincia teste
* 100

Glicose: Eq. 4.6

Absorbincia padrio

As absorbancias do teste foram obtidas subtraindo-se as absorbancias
das amostras resultantes apds reacdes enzimaticas pelas absorbancias dos
controles das enzimas. Os valores de glicose obtidos em mg/dL foram

convertidos em mg/mL. Dessa forma, foi possivel determinar a concentragédo
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de glicose liberada em cada reagdo enzimética. A atividade enziméatica foi
estimada para exatamente 1 mg de glicose liberada durante a reacao
enzimatica (unidade de celobiose, CBU), através da equacao da reta entre as
concentraces de glicose apds cada reacdo e os logaritmos das respectivas
diluicdes da enzima.

A atividade da B-glucosidase foi estimada pela Equagédo 4.7. A
quantidade absoluta de glicose liberada na medida em CBU a uma diluicdo

critica € 1 mg, assim, é

1mg glicose =0,5/(0,18*1*30) zmol.min " mL™ =0,0926 zmol.min " mL™

Portanto, a quantidade estimada de enzima, que libera 1 mg de glicose

na reacao, é:

B 0,0926
Diluicéo da enzima que libera Img de gli cose

Eq. 4.7

4.9 Sacarificacao e Fermentacao Simultanea

Foram realizadas as sacarificacdes e fermentacdes simultaneas (SSF)
em batelada simples e alimentada, em frascos Erlenmeyers de 250 mL, com 8
g de bagaco, 90 mL de tampdo citrato de so6dio (50 mM e pH 4,8) e
preparacdes comerciais de celulases e B-glicosidase. As cargas enzimaticas
foram 10 FPU/g de celulose e 5 % v/v do volume utilizado da Celluclast sendo
de B-glucosidase. A batelada alimentada também iniciou com 8 g de bagaco e
foi adicionado 1 g a cada 24 horas, totalizando 12 g ao final das 120 horas do
experimento.

Inicialmente, os frascos foram mantidos em mesa incubadora rotativa
(TECNAL), a 50 °C e 150 rpm por 6 horas, periodo denominado de preé-
sacarificacdo. ApoOs este periodo, a temperatura e agitacdo foram reduzidas
para 37°C e 80 rpm e 10 mL de uma suspensdo microbiana foram adicionados,

dando-se inicio a sacarificagédo e fermentagcdo simultanea propriamente dita. A
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concentracéo inicial de biomassa foi de 1 g/L. Todas as amostras foram
centrifugadas (Eppendorf, Minispin) por 10 minutos a 10.000 rpm, sendo os
sobrenadantes, filtrados em membrana de 0,45 pm e utilizados para a
quantificacdo de carboidratos, glicerol, etanol e acidos organicos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.10 Hidrolise Enzimatica

Foram realizadas hidrélises enzimaticas sob as mesmas condi¢des de
temperatura e de agitacao das sacarificacoes e fermentacdes simultaneas, isto
€, houve uma fase inicial de 6 horas a 50 °C e 150 rpm e, ap0s esse periodo, a
temperatura e agitacdo foram reduzidas para 37°C e 80 rpm, sem adicdo da
suspensdo microbiana. Estas hidrolises foram realizadas para se conhecer os
perfis de glicose que seria liberado sob as mesmas condicdes das
sacarificacfes e fermentacfes simultaneas. Os experimentos das hidrolises

enzimaticas e SSF foram realizados em duplicata.

4.11Determinacdo de Carboidratos, Acidos organicos, Etanol.

Hidroximetilfurfural e Furfural

As concentracdes de carboidratos, acidos organicos e etanol foram
determinados por Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando
um cromatégrafo liquido da Agilent HP 1100. As condi¢cBes foram: coluna HPX-
87H", &cido sulfarico 5 mM como fase movel, deteccdo por indice de refracéo,

vazdo de 0,6 mL/min e 50°C.

A determinacao de hidroximetilfurfural e de furfural também foi realizada
por CLAE. Foram utilizadas as seguintes condi¢des: coluna C-18 (Beckman),
acetonitrila 12 % v/v e &cido acético 88 % v/v como fase movel, detecgdo UV

em 274 nm, vazéo de 0,8 mL/min e 25°C.
4.12 Parametros Cinéticos da Fermentacéao

4.12.1 Rendimento (Ypss)
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O coeficiente de rendimento (Ypss) relaciona a producao de etanol com a

concentracdo do substrato (Equacao 4.8).

AP
AS

P/S
Eq.4.8

Onde:
AP - (P;— Pj): Variagédo da concentracdo de etanol (em g/L)

AS - (Si — Sy): Variacéo da concentracdo de glicose (em g/L)

4.12.2 Eficiéncia da fermentacéo (Ey)

A eficiéncia fermentativa é calculada pela relacdo entre o rendimento
real do processo e o rendimento teorico definido pela literatura, igual a 0,511

(Equacéo 4.9).

Y . )r
fz—( 012" 100
(Yp/s)t Eq. 4.9

Onde:
(Yp,s)r: rendimento real (em g/qg)

(Yp,s)t: rendimento tedrico = 0,511 (em g/qg)

4.12.3 Produtividade volumétrica maxima em produto (Qp)

A produtividade volumétrica foi calcula baseada na concentragédo

méaxima de etanol em fung&o do tempo respectivo (Equacéo 4.10).

Q3 :Emax

Cax Eq. 4.10
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Onde:

E .. : cOncentracdo maxima de etanol (em g/L)

L. : tempo referente & concentracdo maxima de etanol (em h)

4.13 Converséo de Celulose em Etanol (ECC)

A conversdo enzimatica de celulose em etanol (ECC) durante as
sacarificacOes e fermentacfes simultaneas foi determinada pela Equacéo 4.11
(Martin et al., 2008):

ecc= =B Eq. 4.11
C,.0,57
Onde:
E:. concentracdo de etanol em cada tempo (em g/L)
Ei: concentracao inicial de etanol (em g/L)
Ci: concentragédo inicial de celulose (em g/L)

O fator 0,57 é o rendimento estequiométrico de etanol a partir da celulose.

4.14 Conversao de Celulose em Glicose (Cc)

A conversao enzimética da celulose em glicose durante as hidrélises
enzimaticas foi determinada pela equacgéo 4.12:

Ce09 449

Ce (%) =
s-Te Eq.4.12

Onde:
Cc: concentragéo de glicose no hidrolisado enzimatico (em g/L)
0,9: fator da converséao de celulose em glicose

Cs: concentragdo da biomassa lignoceluldsica no experimento (em g/L)
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Tc: teor de celulose na biomassa lignocelulésica (em %)
4.15 Andlise de Variancia

Andlises de variancia, no nivel de 95 % de confianca e utilizando o
programa Origin 6.0, foram aplicadas para avaliar a significancia estatistica das
conversbes de celulose em etanol nas sacarificacbes e fermentacdes
simultaneas dos materiais deslignificados.

Se nao ha diferenca entre os tratamentos, entdo a Variancia Entre deve
ser igual a Variancia Dentro e a razdo F entre elas é 1. Para testar a
significancia do valor de F obtido no experimento, isto €, verificar se o valor de
F calculado difere de 1 ao acaso ou por efeito dos tratamentos, compara-se
este valor com um F tabelado. Este ultimo estipula o limite para uma diferenca
aleatdria entre as variancias Entre e Dentro. Se F calculado for menor que F
tabelado, conclui-se que ndo ha diferenca entre os tratamentos, ja que a
variagdo observada entre tratamentos é da mesma ordem daquela observada
dentro dos tratamentos. Se F calculado for maior do que F tabelado, entdo ha
diferenca significativa entre os tratamentos.

Para obter 0 Fcaculado Utiliza-se a Equacéo 4.13.

F st = Eq. 4.13
calculado — g. 4.
MQ,

MQEe € a Média Quadrética Entre Grupos e MQp é a Média Quadréatica Dentro
dos Grupos. A Tabela 4.1 apresenta todas as equacdes utilizadas para a

analise de variancia.

Tabela 4.1 Equac0es utilizadas para a analise da variancia (Callegari-Jacques,
2003).
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Causas de SQ GL MQ ~calculad  Ftabelado
variagcao

Entre grupos k IR gle =k -1 SQ: MQ: F,
(tratamentos) Qe = ; M [X i Xj k-1 MQ,

grupos SQp = _
(residuo)

Dentro dos Zk:{ (x _Xiﬂ gl = (3 n, )k (%Dr

SQ - Soma Quadrética, SQg — Soma Quadréatica Entre Grupos, SQp — Soma
Quadrética Dentro Grupos, GL — Graus de Liberdade, MQ — Média Quadratica,
k — numero total de grupos, nj — numero de observacdes em cada grupo,

F

a,9le,9lp

Valor de F tabelado.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

— Valor do teste F tabelado, Fcacuado — Valor de F calculado, Fiapelado —
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5.1 Conversdo de Celulose em Glicose durante Hidrélises Enzimaticas

dos Materiais com Diferentes Teores de Lignina

Inicialmente foram caracterizados o0s materiais antes e apos a
deslignificagdo alcalina. Os teores de celulose, hemicelulose e lignina
encontrados nos materiais sdo apresentados na Tabela 5.1. O maior teor de
celulose foi encontrado no material deslignificado com maior percentual de
soda (D 1 %), seguido do material deslignificado com 0,5 % (D 0,5 %) e do
material ndo deslignificado (ND).

Tabela 5.1: Celulose, hemicelulose e lignina nos materiais sem (ND) e

com deslignificacdo (D 0,5 % e D 1 %).

Componente ND D05% D1%
Celulose (%) 45,46 + 1,39 64,79 £ 2,99 87,30 £ 2,22
Hemicelulose (%) 15,33+ 1,64 13,72 + 0,34 6,88 + 0,69
Lignina (%) 24,67 £0,91 11,88 + 0,55 5,68 + 0,13
Cinzas (%) 5,46 + 0,39 5,53+0,12 3,19+0,31

Enquanto o material D 1 % apresentou menor teor de lignina (5,68 %), o
que equivale a uma reducao de 77% em relagcdo ao material ND, o material D
0,5 % apresentou reducéo de 52 %. O teor de hemicelulose diminui ainda mais
apos a deslignificacdo alcalina com 1 % de NaOH. A metade de soda utilizada
no material D 0,5 % proporcionou a obtencdo do dobro do teor de lignina
encontrado no material D 1 %.

Barcelos et al. (2012), utilizando 4 % de NaOH, observaram uma
remocdo de 54 % de lignina em bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com
acido sulfurico diluido e em autoclave. Entretanto, varios trabalhos (Santos et
al., 2010b; Santos et al., 2012b; Rocha et al., 2012; Wanderley, 2012) também
utilizando 1 % de NaOH, encontraram semelhante remocé&o de lignina daquela

do material D 1 %. Provavelmente a maior remogao observada nestes
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trabalhos em relacéo ao de Barcelos et al. (2012) foi a etapa de pré-tratamento
por explosdo a vapor que antecedeu a deslignificacdo alcalina. No preé-
tratamento por explosdo a vapor, ocorre a hidrdlise parcial e solubilizacdo da
hemicelulose e, a lignina é redistribuida no material (Pan et al., 2005).

A Figura 5.1, apresenta a concentragdo de glicose e a conversdo de
celulose durante as hidrolises enziméticas dos materiais deslignificados (D 0,5
% e D 1%) comO0,5% e 1% de NaOH, variando a temperatura e a agitacdo
(item 4.2.8). Estas hidrolises foram realizadas para se conhecer os perfis das
concentracbes de glicose liberadas sobre as mesmas condicbes da

sacarificacao e fermentacédo simultanea que foram realizadas posteriormente.

55
50 | v
45 - fiéi
L ¥ A
40 | 7 /
S .. [ R
Sl 7/ i
O - ¥ L
O 30} *
5010 | ——
"5-, 25 B I ./ .d_—__.!___f—f';)
— | F/_J/-’_/J f”
3 20| - "
S o
o V[ : —a— Glicose D 0,5%
10 | —&— Glicose D 1%
5 I l —&— Conversdo D 1%
i : —w— Converséo D 0,5%
0O ] J ] . ] . I . ] . ] . ] .
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (h)

Figura 5.1: Concentragéo de glicose e conversao de celulose durante as
hidrolises enzimaticas dos materiais deslignificados (D 0,5 % e D 1 %). A linha
tracejada apresenta o momento da reducao da temperatura e da agitacao.

As concentracfes de glicose nas hidrolises destes materiais, com 36
horas, foram 27,2 e 32,5 g/L para D 0,5 % e D 1 %, respectivamente. A
diferenca na concentracdo de glicose entre os materiais deslignificados foi de
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15 % apds 30 horas, com a maior concentragdo alcancada na hidrélise do
material D 1 %, uma vez que este continha maior teor de celulose (Tabela 5.1).
Na hidrolise enzimética do material D 1 %, mas sem reducdo da temperatura
ou da agitacdo, a concentracdo de glicose com 36 horas foi 39,4 g/L
(Wanderley, 2012). A mudanca da temperatura e da agitacdo provocou uma
reducdo de 17,5 % na concentracdo de glicose em comparacdo a Wanderley
(2012). Isto ocorreu, pois as condi¢cdes Gtimas de temperatura e agitacdo para
a sacarificacdo sao 45-50 °C e 150 rpm, respectivamente (Adsul et al., 2005;
Martin et al., 2008).

A conversédo de celulose em glicose foi semelhante durante todo o
processo, apesar do teor de lignina no material D 0,5 % ser o dobro daquele
encontrado no material D 1 %. As maximas conversdes alcancadas foram 49 e
45 % na hidrolise do material D 0,5 % e D 1 %, respectivamente.

Barcelos et al. (2012), na hidrolise de bagaco de cana-de-acucar pré-
tratado com acido diluido em autoclave e com posterior deslignificacdo com 4
% de NaOH, mas sem variar a temperatura e a agitacdo, observaram uma
conversdo de 50 %. A semelhante conversao (49 e 45 %) obtida no presente
trabalho com materiais deslignificados com menores teores de soda (D 0,5 % e
D 1 %) foi provavelmente devido ao pré-tratamento por explosédo a vapor, antes
da deslignificacdo, que redistribuiu a lignina e aumentou a area superficial do

material, facilitando a hidrolise enzimética (Pan et al., 2005).

5.2 Conversao de Celulose em Etanol durante as SSF dos Materiais com

Diferentes Teores de Lignina

Apoés as hidrélises enzimaticas dos materiais com diferentes teores de
lignina sobre as condi¢cbes de temperatura e de agitacdo que séo utilizadas na
SSF, deu-se prosseguimento ao estudo, com a realizacdo de sacarificacoes e
fermentacdes simultaneas com os trés bagacos (ND, D 0,5 % e D 1 %). Na
Figura 5.2, as concentragdes iniciais de glicose, que corresponde ao ponto zero

no grafico, foram alcancadas a partir da etapa de pré-sacarificacdo a 50 °C e
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150 rpm, durante 6 horas. Neste ponto, foram reduzidas as condi¢cdes para

37°C e 80 rpm, respectivamente, além de adicionado o inoculo.
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Figura 5.2: Concentracao de glicose durante as sacarificacfes e fermentacdes

simultaneas utilizando os materiais ND, D 0,5 % e D 1 %.

A concentracgao inicial de glicose para o bagaco D 0,5 % e D 1 % foi de
19,5 e 23,5 g/L, respectivamente. Para o ND, cerca de 8 g/L foram liberados. A
analise de variancia mostrou que nao houve diferenca significativa nas
concentracdes iniciais dos materiais deslignificados (F = 0,06; a = 0,05).

Na producao de etanol, os bagacos deslignificados apresentaram perfis
semelhantes nas SSF (Figura 5.3). A producdo de etanol foi 15 % maior na
SSF do bagaco D 1 % em relacdo a producdo na SSF do bagaco D 0,5 %,
novamente por este material conter maior teor de celulose. As concentragdes
finais de etanol foram 8,7 e 10,3 g/L, na SSF dos materiais D 0,5 % e D 1 %,
respectivamente. Entretanto, a analise de variancia mostrou que a producéo de

etanol com 24 horas, néo foi significativamente diferente (F = 6,43; a = 0,05)
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para os materiais deslignificados. A SSF do material ND alcancou a

concentracdo maxima de 2,7 g/L de etanol em 12 horas de fermentacéo.
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Figura 5.3: Concentracao de etanol durante as sacarificacdes e fermentacdes

simultdneas dos materiais ND, D 0,5% e D1%.

Santos et al., (2010b), realizando sacarificacdo e fermentacao
simultanea nas mesmas condi¢bes da SSF D 1 %, mas com 25 FPU/g de
celulose e 16 horas de pré-sacarificacdo, encontraram em 24 horas,
semelhante producdo de etanol (12 g/L). Cargas enzimaticas maiores que 15
FPU/g de celulose ndo permite um aumento da conversdo, uma vez que O
excesso de enzima adsorvido sobre o substrato limita a difusdo da glicose
atraves da estrutura lignocelulésica (Carrillo et al., 2005).

Quanto as conversbes de celulose em etanol (ECC), estas
acompanharam o mesmo perfil de etanol, isto €, a conversdo maxima com o
material ND foi alcangada com 12 horas e com os materiais deslignificados,

ainda estava em ascensdao com 24 horas (Figura 5.4). As conversdes de
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celulose em etanol nas SSF dos materiais deslignificados, com 24 horas,

também nao foram significativamente diferentes (F = 1,62; a = 0,05).
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Figura 5.4: Converséao de celulose em etanol nas sacarificacdes e

fermentacdes simultaneas dos materiais ND, D 0,5% e D 1%.

Os rendimentos em etanol (Yp/s) € as eficiéncias das fermentagoes (Ey)
nas SSF foram calculados a partir das concentracdes de glicose obtidas nas
hidrolises enzimaticas (Figura 5.1), variando a temperatura e a agitacao. A
Tabela 5.2 apresenta a produtividade, o rendimento e a eficiéncia encontrada
nas SSF dos bagacos deslignificados. Os valores de rendimentos e eficiéncias
encontrados sdo caracteristicos de fermentacfes de etanol sem auséncia
completa de oxigénio. Isso ocorreu devido a leve aeracdo promovida pela
agitacdo de 80 rpm. Para o célculo da produtividade volumétrica, foi
considerado o tempo de fermentacdo da SSF, sem levar em conta o tempo da
pré-sacarificacdo. Dessa forma, o tempo da produtividade volumétrica maxima
foi de 24 horas.
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Tabela 5.2: Produtividades (Qp), rendimentos (Yg/s) e eficiéncias (Ef) nas SSF

dos materiais deslignificados.

SSF Qr (g/L.h) Ypis Er (%)
(g etanol/g glicose)

D 0,5% 0,36 0,35 68,98

D 1% 0,43 0,33 65,06

Visando aumentar a producao de etanol, foi realizada SSF em batelada
alimentada adicionando-se 1 g de bagaco de cana-de-acucar com intervalo de
24 horas, até 120 horas. Foi utilizado apenas o material D 0,5 %, uma vez que
as conversoes de celulose em etanol ndo foram significativamente diferentes
entre os materiais deslignificados. Como todas as SSF até entdo realizadas
tinham sido até 24 horas, além da batelada alimentada, também foi realizada
SSF em batelada e até 120 horas (Figuras 5.5 e 5.6).
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Figura 5.5: Concentragéo de glicose e de etanol em SSF do bagaco D 0,5 % e

em batelada.
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Figura 5.6: Concentragao de glicose e de etanol em SSF do material D 0,5 % e

em batelada alimentada.

Como pode ser observado nos graficos das bateladas, a glicose foi
totalmente consumida em 24 horas de fermentacdo. Nao havendo acumulo
durante a batelada alimentada. O fato é que, a taxa de absorcdo da glicose
pelas leveduras excedeu a taxa de hidrélise pelas enzimas. Assim foi verificado
por Rudolf et al., (2005), que realizou SSF em batelada alimentada com
coniferas. Os autores partiram de uma carga de 6 % de substrato até 10 %,
similar as concentracfes deste trabalho.

Uma grande quantidade de substrato inicial pode causar problemas de
mistura e transferéncia de calor devido as propriedades reoldgicas de uma
suspensdao muito densa e fibrosa (Rudolf et al., 2005). No processo em
batelada alimentada, esses problemas podem ser evitados, uma vez que 0
substrato adicionado € hidrolisado gradualmente e a viscosidade da mistura
diminui (Chen et al., 2007).

A concentracdo de etanol com 24 horas, foi cerca de 11 g/L para as

bateladas simples e alimentada, uma vez que a primeira alimentacdo sé iniciou
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apos retirar a amostra com 24 horas. Na batelada simples, nao foi observado
aumento na producao de etanol apos 48 horas. A concentracdo maxima de
etanol neste caso 16 g/L. Por outro lado, a concentracdo maxima de etanol na
SSF em batelada alimentada foi 20,8 g/L com 120 horas, o que equivale a um
aumento de 24 %.

A andlise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade
(p>0,05) que ndo houve diferenca significativa na producdo de etanol, quando
comparados os intervalos de 24 até 120 horas para a batelada simples. Os
testes F para cada intervalo de tempo foram: F = 8,94 (24 — 48 h), F = 0,05 (48
— 72 h), F=047 (72 - 96 h) e F = 0,02 (96 — 120 h). No entanto, para a
batelada alimentada, houve diferenca significativa apenas para os resultados
com 24 e 48 horas (F = 51,82), quando foi feita a primeira alimentagcdo com 1 g
de bagaco. Nos trés ultimos intervalos ndo houve diferenca significativa.

A partir dos valores de etanol, foram calculadas as conversbes de
celulose em etanol (Figura 5.7), que foram levemente maiores na SSF em
batelada do que em batelada alimentada, alcancando o valor maximo de 60 %
com 48 horas. Comparando-se este valor com aquele obtido com 24 horas (40
%), observa-se que a ECC em batelada alimentada foi 50 % maior com 48

horas do valor encontrado com 24 horas.
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Figura 5.7: Converséo de celulose em etanol nas SSF do material D 0,5

% em batelada e em batelada alimentada.
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5.3 Comparagéo entre as Sacarificagdes e Fermentagdes Simultaneas

A Figura 5.8 apresenta as concentragcbes maximas de etanol e suas
respectivas produtividades em todas as sacarificacbes e fermentacbes
simultaneas realizadas neste trabalho. A maior producdo de etanol ocorreu
quando foi utilizado o material deslignificado com 0,5 % de NaOH (D 0,5 %) e a
SSF foi em batelada alimentada, onde no grafico é representado pela letra (E).
Apesar da produtividade volumétrica em etanol neste caso ter sido menor que
aguela observada na SSF com o material ndo deslignificado. Por outro lado, a
maior produtividade foi observada na SSF com o material D 1 % (C).
Entretanto, comparando-se os valores maximos de etanol encontrados na SSF
(E) (20,9 g/L) e na SSF C (10,4 g/L), verifica-se que a producéo de etanol foi

duas vezes maior na SSF (E).
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Figura 5.8: Concentragdo maxima de etanol e respectivas produtividades
volumétricas encontradas nas sacarificacdes e fermentacdes simultaneas,
onde: A (ND), B (D 0,5 %), C (D 1 %), D (D 0,5 % - batelada) e E (D 0,5 % -

batelada alimentada).
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A Figura 5.9 apresenta o aumento na produgéo de etanol na SSF (E) em
relacdo as demais sacarificacdes e fermentacdes simultaneas, isto €, 30 % em
relacdo a SSF D, 102 % em relacdo a SSF C, 139 % em relacdo a SSF B e
700% em relacdo a SSF A. Observando a Figura 5.9, verifica-se que a SSF do
material D 0,5 % em batelada alimentada proporcionou maior producéo de
etanol que todas as demais estratégias utilizadas neste trabalho.

900

800

700

600

500

400

300

200

Aumento da producao de etanol (%)

100

-

E/A E/B E/C E/D
Comparagao entre as SSF

Figura 5.9: Aumento da producao de etanol em batelada alimentada (E) em
relagdo as demais Sacarificacfes e fermentacdes simultaneas: A (ND), B (D
0,5%), C (D 1 %), D (D 0,5% - batelada).

Para que o etanol celulésico seja uma alternativa economicamente
competitiva aos combustiveis fosseis € necessario reduzir os custos de
producdo, uma vez que a recuperacao de etanol por destilacdo é uma das
etapas de maior gasto de energia. Assim, 0s custos da destilacdo diminuem
quando a concentracao de etanol aumenta e, isto ocorre na producao a partir
de material lignocelulésico, quando se aumenta o substrato (Wingren et al.,

2003). Dai a importancia dos resultados obtidos na batelada alimentada, em
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que a producao de etanol aumentou (Figura 5.9) e a alta viscosidade de uma
SSF em batelada, com 12 % de solidos, foi evitada. Aléem disso, tentativas de
se realizar SSF em batelada e com concentracdes de substrato maiores que 8

% foram realizadas, mas sem sucesso.
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6. CONCLUSOES

O pré-tratamento por explosao a vapor, antes da deslignificacdo, permite
que o menor uso de soda na deslignificacdo promova semelhante
conversao de celulose em glicose ou em etanol, daquela encontrada com
o material deslignificado com o dobro de soda;

As conversdes de celulose em glicose ou etanol, nas hidrélises dos
materiais deslignificados (D 0,5 % e D 1 %) foram semelhantes devido a
redistribuicdo da lignina no material que ocorre com o pré-tratamento por
exploséo a vapor, e ndo apenas ao teor de lignina;

A conversao de celulose em glicose ou etanol na hidrélise do material nao
deslignificado (ND) foi menor que as conversdes dos materiais
deslignificados, devido a presenca de lignina que limitou o acesso das
enzimas;

Uma eficiente conversdo de celulose em glicose depende do teor de
lignina, bem como da sua distribuicdo no material,

A reducao do teor de lignina alcancado na deslignificagcdo com 0,5 % de
NaOH, associada a SSF em batelada alimentada permitiu 0 aumento da
producado de etanol em 700 % em relacdo ao material ndo deslignificado e

em 102 % em relagdo ao material deslignificado com o dobro de NaOH.
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