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RESUMO

A hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-acucar foi realizada com bagaco pré-
tratado por explosdo a vapor, com e sem deslignificagdo com hidroxido de sadio.
ApoOs a deslignificacdo, o teor de celulose na fracédo solida aumentou (74,98 %) e o
de lignina diminuiu (83,35 %). A hidrdlise do bagaco utilizando celulases (10 FPU/g
de celulose) e B-glucosidase (5 % ou 10 % v/v do volume adicionado de Celluclast
1.5L), resultou na formacéo de 16,79 g/L e 40,58 g/L de glicose para o bagaco néo-
deslignificado (ND) e deslignificado (D), respectivamente. Na hidrélise enzimatica em
batelada alimentada, foram iniciados experimentos com 8 g de bagaco, e 1gde
material foi adicionado periodicamente apés 12, 24 ou 48 horas. Maiores
concentracbes de glicose foram obtidas quando foi utilizado o intervalo de
alimentacao de 12 horas, apesar da conversdo ser a menor dentre os trés casos. A
concentragéo de glicose alcangou 59,69 g/L quando foi utilizado material pré-tratado
e deslignificado, com 12 horas de intervalo de alimentacdo. Fermentacdes dos
hidrolisados foram realizadas utilizando um inéculo padronizado contendo 8 g/L de
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238. As produtividades volumétricas em etanol
nas fermentagcdes dos hidrolisados dos materiais ND e D foram: 0,42 g/L.h e
0,97 g/L.h, respectivamente, ambos com intervalo de 12 horas. Apesar da
recuperacdo em massa apos a deslignificacéo ter sido cerca de 50%, a producédo de
etanol por tonelada de bagaco foi superior na fermentagcéo do material deslignificado
para todos os diferentes intervalos de alimentacdo. A anélise de variancia mostrou
que a utilizacdo do bagaco D, com intervalo de alimentacdo de 12 horas, foi a que

apresentou o melhor resultado na producéo de etanol por tonelada de bagaco.

Palavras-chave : bagaco de cana-de-aglcar, hidrélise enzimatica, etanol,

Saccharomyces cerevisiae, batelada alimentada.



ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis of steam explosion sugar cane bagasse with and without
delignification with sodium hydroxide was performed. After the delignification,
cellulose content in the solid fraction increased (74.98%) and the content of lignin
decreased (83.35%). The hydrolysis of sugar cane bagasse using cellulases (10
FPU/g cellulases) and B-glycosidase (5 % v/v or 10 % of the added Celluclast 1.5L
amount), resulted in releasing 16.79 g/L and 40.58 g/L sugars for non-delignified
(ND) and delignified (D) bagasse, respectively. In fed-batch enzymatic hydrolysis,
experiments were started with 8 g bagasse, and 1 g of material was added
periodically after 12, 24 or 48 h. Glucose concentrations were higher when the
addition period was 12 h, although the conversion have been lower. Glucose
concentration reached 59.69 g/L after 60 h in the experiment with the delignified
bagasse. Fermentations of hydrolysates were performed using inoculum of 8 g/L of
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238. Ethanol volumetric productivities in the
fermentations of the hydrolysates ND and D material were: 0.42 g/L.h (12-h addition
period) and 0.97 g/L.h (12-h addition period), respectively. Despite the mass
recovery after delignification have been about 50 %, the production of ethanol per ton
of bagasse was higher in the fermentation of the delignified material. Analysis of
variance showed that the use of delignified bagasse with 12 hours of feeding interval

obtained the best result in the production of ethanol per ton of bagasse.

Keywords : sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis, ethanol, Saccharomyces

cerevisiae, fed-batch.
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1 INTRODUCAO

O Brasil encontra-se em posi¢ao privilegiada para assumir a lideranca no
aproveitamento integral das biomassas, pelo fato de ser um dos maiores potenciais
de matérias-primas renovaveis do planeta, pela grande disponibilidade de culturas
agricolas de grande extensdo, com destaque para a industria canavieira, possuir
imensa radiacdo solar, diversidade de clima e pioneirismo na producdo de
biocombustivel em larga escala, o etanol (CGEE, 2010).

Materiais lignocelulésicos, como o bagaco de cana-de-acucar, sdo 0S mais
abundantes complexos orgéanicos de carbono na forma de biomassa de planta e
consistem, principalmente, de trés componentes: celulose, hemicelulose e lignina
(Badhan et al., 2007). A biomassa lignocelulosica fornece matéria-prima de baixo
custo para producdo de combustiveis e produtos quimicos (Rabelo et al., 2011). O
bagaco de cana-de-acucar, para a maior parte dos paises tropicais, € um dos
principais materiais lignocelulésicos utilizados em estudos para a bioconversdo em
etanol, uma vez que apresenta alta concentracdo de carboidratos, baixo contetdo
relativo de lignina, facil utilizacdo, baixo custo de colheita, de transporte e de
armazenagem (Pandey e Soccol, 2000).

A hidrolise do bagaco de cana-de-acucar € necessaria para a conversao dos
polissacarideos em acuUcares fermentesciveis, para posterior fermentacdo e
producdo de bioetanol (Martin et al., 2007). A idéia de usar a hidrolise enzimatica
como forma de obtencdo de acUcares fermentaveis, em contraposicdo a hidrolise
acida, deve-se a necessidade de buscar ndo s0 maiores eficiéncias, mas também
desenvolver um processo brasileiro aceitavel em termos ecoldgicos. Outro fator
consideravel € a importancia que se minimizem os riscos normalmente associados
as altas pressbes e temperaturas, presenca de liqguidos e gases corrosivos e da
necessidade de normas especiais de construcdo, manutencdo e operacao dos
equipamentos que normalmente fazem parte das instalacdes de hidrélise acida.

A hidrélise enzimatica desses materiais € conduzida por celulases, sendo que
os dois maiores grupos de celulases que estdo envolvidos no processo de hidrolise
sdo: endoglucanases e exoglucanases (Sun e Cheng, 2002). As celulases quebram
a celulose em celobiose, que é subsequentemente clivada a glicose pela [3-
glucosidase (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000). A concentracdo de substrato € um



dos fatores que afeta a producdo e a velocidade inicial da hidrolise enzimatica da
celulose, uma vez que altas concentracbes de substrato podem causar inibicdo
pelos produtos formados (Sun e Cheng, 2002).

A hidrdlise enzimatica para que seja eficiente, é necessario primeiramente
submeter o material lignocelulésico a um pré-tratamento, para disponibilizar a
celulose ao ataque enzimatico. Os processos de pré-tratamentos de materiais
lignocelulésicos podem ser térmicos, quimicos, fisicos, biolégicos ou uma
combinacéo de todos esses, 0 que dependera do grau de separacdo requerido e do
fim proposto (Adsul et al., 2005). Devido as condicbes empregadas nos pre-
tratamentos térmicos e quimicos, também é originada uma série de compostos que
podem atuar como inibidores potenciais tanto da hidrolise enzimatica, quanto da
fermentacao (Palmqvist e Hahn- Hagerdal, 2000).

A hidrélise do bagaco de cana-de-acucar e a fermentagcdo por
Saccharomyces cerevisiae podem ser conduzidas separadas, um processo
conhecido como hidrélise e fermentacdo em separado (SHF) ou juntas, conhecido
como Sacarificacdo e Fermentagao Simultaneas (SSF) (Olofsson et al., 2008).

O tema relacionado ao presente trabalho é bastante atual. Entretanto, ha uma
escassez de trabalhos na literatura relacionados a SHF, dificultando a discussao dos
resultados, principalmente no que diz respeito a utilizagdo do baga¢o de cana-de-

acucar.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar a producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae utilizando
hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosédo a

vapor com e sem deslignificacéo.

2.2 Objetivos especificos

a) Realizar hidrolises enziméticas do bagaco de cana-de-acucar com e sem
deslignificacdo para definir o intervalo de tempo de alimentacdo em batelada

alimentada;

b) Realizar hidrélises enzimaticas, em batelada alimentada, do bagaco de cana-
de-acucar com e sem deslignificacdo para determinar a influéncia da adicao

de substrato durante o processo;

c) Selecionar uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae, utilizando

trés concentracdes de biomassa no inoculo e duas linhagens;

d) Realizar fermentagbes dos hidrolisados enzimaticos pela levedura

selecionada para analisar a fermentabilidade dos mesmos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fontes Energéticas

Um fendmeno importante do inicio do século 21 é a transicdo para uma
atividade industrial menos dependente do petrdleo, no sentido oposto ao que foi
observado ao longo do século 20 (Galembeck et al., 2009).

A busca de fontes de energia sustentaveis e materiais renovaveis é cada vez
mais frequente. O aumento da demanda energética, o esgotamento de combustiveis
foésseis e 0 acumulo de CO, atmosférico devido a sua queima sdo 0s principais
motivos que explicam esse fato (Zhang, 2008).

No ano de 1975, o Governo Federal brasileiro impulsionou a industrializacao
do &lcool com a criagcdo do Proéalcool (Programa Nacional do Alcool) devido a crise
internacional do comeércio de petroleo iniciada nos anos 70. O programa foi
responsavel pela grande expansdo do cultivo de cana-de-agucar. A proposta era
substituir a gasolina pelo alcool, além de estabelecer cotas de producgéo e controles
de precos (Prudente et al., 2010).

O etanol de primeira geracao é obtido a partir da cana-de-acucar no Brasil, e
do milho nos Estados Unidos, e possuem tecnologias bem estabelecidas. Apesar
disso, a producédo de etanol a partir do milho € mais complexa devido as etapas
adicionais ao processo, como gelatinizacdo através do calor e hidrélise enzimatica
antes da fermentacéo da glicose a etanol (Ferreira-Leitdo et al., 2010a).

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) é considerada uma das principais
culturas produzidas no Brasil. De acordo com a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a &rea de cana-de-acucar colhida destinada a atividade
sucroalcooleira, esta estimada em 8.167,5 mil hectares, distribuidos em todos
Estados produtores, como Sao Paulo, que ocupa o primeiro lugar entre o0s
produtores do pais, seguido do Parana, Goias, Alagoas, Mato Grosso do Sul e
Pernambuco. Nos demais Estados, embora as areas de cultivo sejam menores,

apresentam bons indices de produtividade (Brasil, 2010). A cana-de-acucar é



composta por 12-18% de acgucar, 12-14% de fibras, 0,1-0,3% de cera e 2-3% de
cinzas (Banerjee e Pandey, 2002).

Entretanto, algumas questfes tém sido discutidas acerca da producdo do
etanol de primeira geracdo, como disponibilidade e precos de matéria-prima e
abastecimento, alimento versus combustivel, area para plantio e uso da agua,
intensa utilizacdo de insumos agricolas, entre outras (Kumar e Murthy, 2011).

A industria sucroalcooleira gera residuos, como o0 bagaco e a vinhacga, que
sao reutilizados na tentativa de minimizar os custos de producdo. O bagaco € um
tipo de material lignocelul6sico excedente das destilarias e usinas e é utilizado como
fonte de energia em industrias de varios setores (Cortez et al., 1992).

Nos ultimos anos, o interesse pelo desenvolvimento de tecnologias de
producdo de etanol de segunda geracdo a partir de materiais lignocelulésicos tem
aumentado devido a sua utilizagdo como combustivel, mas ainda é considerado um
desafio (Ferreira-Leitdo et al., 2010b; Martin et al., 2007). Além do que, € necessario
gue haja uma melhoria das técnicas para conversao de biomassa em etanol antes

de sua comercializacao (Arantes e Saddler, 2011).

3.2 Materiais Lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos vém sendo estudados como fonte de acucares
fermentaveis para a producéo de etanol devido a sua disponibilidade e baixo custo
(Martin et al., 2007; Kumar e Murthy, 2011), além disso, seu uso reduz a emissao de
carbono para a atmosfera, sdo biodegradaveis e contribuem para a sustentabilidade
(Hahn-Hagerdal et al., 2006). A utilizacao integral dos componentes do bagaco tem
sido desejada tanto por razGes econdmicas como relacionadas ao meio ambiente
(Rocha et al., 2011).

As trés fracBes poliméricas que constituem as biomassas lignocelulésicas
sdo: celulose, lignina e hemicelulose, que sao unidas entre si por ligacdes
covalentes, formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos. Em
termos percentuais, o bagaco € constituido por 32-48% de celulose, 19-24% de
hemicelulose, 23-32% de lignina, 3,22-5,5% de cinza, 0,10-0,15% de enxofre, 0,73-
0,97% de potassio (Banerjee e Pandey, 2002).



A celulose é um polimero linear associado por ligacdes B-1,4-glicosidicas que
possui a celobiose como unidade repetitiva do polimero (Zhang, 2008), como
observado na Figura 3.1. Suas moléculas encontram-se dispostas como espirais,
ligadas por pontes de hidrogénio inter e intramoleculares, conferindo forca e
flexibilidade ao material e tornando a celulose altamente resistente a hidrolise 4cida,
alcalina ou enzimética (Castro e Pereira, 2010).
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Figura 3.1 Fracdo celulésica de materiais lignocelulésicos (Castro e Pereira, 2010).

A hemicelulose (Figura 3.2) € um polissacarideo ramificado formado pela
combinacdo de varios acucares como pentoses (xilose, raminose e arabinose),
hexoses (glicose, manose e galactose), &cidos wurdnicos (acidos 4-O-
metilglucurénico e galacturbnico) e desoxiexoses. Também chamada de poliose. De
acordo com o0s acucares presentes na cadeia principal do polimero, séo
classificadas como xilanas, glucomananas e galactanas (Fengel e Wegener, 1989).

A cadeia principal pode ser um homopolimero, como no caso das xilanas, ou
um heteropolimero, como no caso das glucomananas e podem apresentar
arabinose, galactose, acido 4-O-metilglucurénico e grupos acetil ligados a cadeia
principal. As madeiras moles apresentam maior proporcdo de galactoglucomananas
do que xilanas, enquanto as madeiras duras sdo mais ricas em xilanas (Fengel e
Wegener, 1989). A composicdo de xilanas de gramineas foi estudada por varios
autores, entre eles por (McDougall et al.,1993). Uma representacdo esquematica de

uma xilana tipica de gramineas se encontra na Figura 3.2.
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Figura 3.2 Representacdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando
alguns grupos substituintes. Xyl = D-xilopiranose; Ara = L-arabinofuranose; (4-Me)-
GIcA = acido (4-O-metil)-D-glicopiranurénico; Ac = acetil; FA = &cido ferulico; DDFA
= acido desidroferulico (McDougall et al., 1993).

Formada por ligacdes éter biologicamente estveis, a lignina aumenta a
resisténcia mecanica das plantas e é uma das macromoléculas organicas mais
importantes e abundantes dentre os materiais lignoceluldsicos. E gerada a partir da
polimerizacdo desidrogenativa dos alcodis hidroxicinamilicos: p-cumarilico,

coniferilico e sinapilico (Figura 3.3) (Fengel e Wegener, 1989).

O o OH
OCH; OCHZ QCHy
H OH OH
Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 3.3. Estrutura dos alcodis precursores da lignina (adaptado de Yu et al.,
2008).

O bagaco é um residuo que esta presente em grande volume em uma usina.



Apesar da sua utilizagcdo como fonte de energia elétrica em caldeiras, uma grande
guantidade de biomassa remanescente é queimada, contribuindo para o aumento da
acidez no solo e provocando poluicdo atmosférica na forma de fumaca e particulas
suspensas no ar, deteriorando a qualidade ambiental da regiao (Aquino et al., 1999).

A biomassa, entretanto, pode ser processada para obtencdo de diversos
subprodutos. Os materiais lignocelulésicos ndo contém monossacarideos
prontamente disponiveis para a bioconversdo. Sao compostos formados por
polissacarideos, como celulose e hemicelulose, que precisam ser hidrolisados por
acidos ou enzimas, a acucares fermentaveis (Martin et al., 2007).

Para obtencdo rapida da hidrélise enzimatica da biomassa com um
rendimento alto de acuUcares (tanto hexoses como pentoses), as duas principais
camadas de protecdo em torno da celulose — hemicelulose e lignina — precisam ser
removidas ou alteradas sem que haja degradacdo dos acucares da hemicelulose
(Ohgren et al., 2007).

3.3 Pré-Tratamentos do Bagago de Cana-de-Acgucar

Devido a estrutura recalcitrante da lignocelulose, uma etapa de pré-
tratamento € necessaria antes da hidrélise enzimatica para tornar a celulose mais
acessivel ao ataque das enzimas (Galbe e Zacchi, 2002). Em pré-tratamentos pouco
severos, como O pré-tratamento a vapor, a recuperacdo dos acUcares da
hemicelulose € alta, embora a hemicelulose residual dificulte 0 acesso da enzima a
celulose. O mesmo acontece com a lignina, que forma uma barreira fisica ao ataque
enzimatico, e ndo é removido totalmente no pré-tratamento a vapor (Hsu, 1996). O
efeito do tratamento por explosdo a vapor sobre a organizacao estrutural da celulose
aumenta consideravelmente sua area superficial e, por conseguinte, sua
susceptibilidade a hidrélise acida e/ou enzimatica. Por esta razdo, este método de
pré-tratamento tem sido proposto para a conversdao de biomassa lignocelulosica a
etanol (Ohgren et al., 2007). A Figura 3.4 apresenta um esquema de pré-tratamento

de material lignocelulésico.
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Figura 3.4. Esquema de pré-tratamento (Hsu et al., 1980).

Os processos de pré-tratamento e deslignificacdo tém o objetivo de romper o
complexo celulose-hemicelulose-lignina, e s&o etapas importantes para o0
fracionamento dos materiais lignocelulésicos em seus componentes principais, logo,
estdo de acordo com a filosofia da biorrefinaria (Chandra et al., 2007; Martin et al.,
2007; Mussatto et al.; 2006; Rocha, 2000; Saad et al., 2008).

Os pré-tratamentos tradicionais séo realizados de forma severa, destrutiva e
nao eficientes o bastante. Foram descritos métodos inovadores capazes de separar
0s trés principais constituintes poliméricos da biomassa lignocelulésica e
descristalizar a celulose com a minima alteragdo quimica da hemicelulose e lignina
(Kumar et al., 2009; Yang e Wyman, 2008).

A deslignificacéo alcalina é um processo empregado com hidroxido de sodio
para extrair a maior parte da lignina, deixando um sélido rico em celulose (Fengel e
Wegener, 1984). Esse processo causa um inchago no material lignocelulésico, o que
leva a um aumento na &rea superficial interna, uma diminuicdo no grau de
polimerizacdo, separacdo das ligacdes estruturais entre lignina e carboidratos e
ruptura da estrutura da lignina (Fan et al.,, 1982). Rocha et al. (2011) realizaram
deslignificacdo alcalina do bagaco de cana-de-acucar com o objetivo de diminuir os
efeitos inibitérios das enzimas celuloliticas devido a presenca da lignina.
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3.4 Hidrdlise Enzimatica do Bagaco de Cana-De-Aguca r

A hidrélise com acido diluido é um processo mais rapido e mais facil do que a
hidrolise enzimatica. Entretanto, o rendimento em etanol pode diminuir devido a
presenca de inibidores para a etapa posterior de fermentacdo, tais como acidos
organicos fracos, derivados furanicos e compostos fendlicos gerados durante a
hidrolise da lignocelulose (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Rabelo, et al., 2011).

A hidrélise enzimatica é realizada em condi¢des mais amenas, geralmente em
pH igual a 4,8 e temperatura entre 45-50 C e n&o a presenta problemas de corrosao,
como observado nas hidrolises com acidos e/ou com bases (Duff e Murray, 1996;
Rivera et al., 2010). Além disso, a especificidade das enzimas é um fator relevante,
pois evita a degradacéo do produto final de interesse, o etanol (Rabelo et al., 2011).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacdes
glicosidicas, e classificam-se de acordo com seu local de atuacdo no substrato
celulésico. As endoglucanases agem de forma aleatoria, clivando ligacdo beta,
dentro da molécula da celulose; as celobiohidrolases (exoglucanases) removem as
unidades de celobiose a partir das extremidades da cadeia da celulose e a B-
glucosidase quebra celobiose em duas unidades de glicose (Lima et al., 2005).

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou
seja, quando atuam isoladamente. Tal efeito é conhecido como sinergia. S&o
conhecidas pelo menos trés formas de sinergia entre as celulases (Olsson e Hahn-
Hagerdal, 1996; Moloney et al., 1985):

1) sinergia endoglucanase-exoglucanase: a endoglucanase, atuando nas
regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais redutores e nao redutores
para atuacdo de celobiohidrolase | (CBH 1), que hidrolisa terminais
redutores (R), e celobiohidrolase II (CBH IlI), hidrolisa terminais n&o
redutores (NR).

2) sinergia exoglucanase-exoglucanase: as CBH | e CBH Il atuam
simultaneamente na hidrélise dos terminais redutores e ndo redutores
liberados por acéo da endoglucanase;

3) sinergias exoglucanase-B-glucosidase e endoglucanase-B-glucosidase:
como seus produtos de hidrolise, a celobiohidrolase e a endoglucanase
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liberam celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sao substratos

para a B-glucosidase (Castro et al., 2010).

A Figura 3.5 ilustra a acdo sinérgica entre exoglucanases, endoglucanase e [3-

glucosidase na hidrdlise da fibra celulésica.

a/C)Celobiohidrolasel AA Celobiohidrolasell @ B-glucosidase AA:) Endoglucanase

O Glicose sem poder redutor @ clicose com poder redutor
Figura 3.5. Modo de acao das enzimas do complexo celulolitico. A endoglucanase
atua nas regides amorfas da fibra, disponibilizando terminais redutores e nao
redutores para atuacdo de CBH | e CBH II, respectivamente, que liberam celobiose,

substrato para a B-glucosidase (adaptado de Castro et al., 2010).

Na producdo de etanol celuldsico, a hidrélise enzimatica e a fermentagéo
podem ser realizadas de duas formas: em um processo sequencial de hidrolise e
fermentacdo (do inglés Separate Hydrolysis and Fermentation - SHF), ou em um
processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (do inglés Simultaneous
Saccharification and Fermentation - SSF). Drissen et al. (2009) afirmam que a
escolha entre um dos dois processos € uma solucdo de compromisso entre
temperaturas 6timas da enzima e concentracdes inibitorias de glicose de um lado
(SHF), versus temperaturas sub-6timas e inibicdo enziméatica por etanol do outro
(SSF).

O principal objetivo da SSF € evitar a inibicdo enzimatica da B-glucosidase
pelo produto final, a glicose (Olofsson et al., 2008; Martin et al., 2008; Santos et al.,
2010). Alguns trabalhos recentes mostram a aplicacdo da SSF com a utilizacao do

bagaco de cana-de-acucar (Santos et al., 2010; Santos et al., 2012).
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Na SHF é possivel a otimizacdo da temperatura de hidrolise enzimatica,
independentemente da temperatura de fermentacdo. J& na SSF, as leveduras néo
podem ser reutilizadas devido a problemas de separacéo apos contato com a lignina

apos a fermentacéo (Olofsson et al., 2008).

3.5 Hidrdlise Enzimatica em Batelada Alimentada

A batelada alimentada permite o aumento na concentracdo de substrato e
consequente aumento na concentragcdo de acucar no hidrolisado, elevando a
producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, minimizando a energia de
consumo e perdas durante a evaporacao e destilacdo (Wingren et al., 2003; Rudolf
et al., 2005). Outra vantagem da batelada alimentada € a reducéo de problemas de
mistura e transferéncia de calor devido as propriedades reologicas da suspensao
fibrosa bastante densa, como a composta pelo material lignocelulésico (Rudolf et al.,
2005), uma vez que nesse processo, 0 substrato é adicionado gradualmente, a
medida que vem sendo consumido, mantendo a viscosidade da reacdo em baixo
nivel (Chen et al., 2007).

A quantidade de substrato solido utilizado nas reacdes de hidrélise enzimatica
€ considerada um parametro fisico importante que afeta a eficiéncia da hidrélise da
celulose. Alguns autores investigaram o aumento de producdo de etanol através do
aumento da quantidade de substrato, e foi verificado que essa alternativa ndo se
apresentou inteiramente satisfatoria. Varga et al. (2004), realizando o processo de
sacarificacao e fermentagéo simultaneas, concluiu que uma maior concentracdo de
substrato foi responséavel pela inibicdo fermentativa.

Vargas et al. (2004) sugeriram que a reducdo na producdo de etanol ocorreu
em razdo de que o aumento na quantidade de massa nao transferida na reacao
provavelmente causou a formacdo de uma goma hidratada. Dessa forma, em
concentracOes altas do substrato, a enzima nédo foi capaz de liquefazer o material
fibroso pré-tratado, determinando uma baixa taxa de sacarificacdo e consequente
menor producao de etanol.

Na producado de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, a concentragcédo
de etanol deve ser a mais alta possivel com o intuito de minimizar o consumo

energeético durante a evaporacao e destilacdo (Wingren et al., 2003). Aumentando a
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concentragcdo do substrato, a concentracdo de acucar também aumenta. Entretanto,
uma grande quantidade de substrato inicial pode causar problemas de mistura e
transferéncia de calor devido as propriedades reologicas de uma suspensdo muito
densa e fibrosa (Rudolf et al., 2005). No processo em batelada alimentada, alguns
problemas podem ser evitados, uma vez que o substrato adicionado é hidrolisado
gradualmente e a viscosidade da mistura diminui (Chen et al., 2007).

A hidrélise em batelada alimentada tem sido considerada como um processo
promissor para a hidrélise de material lignocelulésico por alguns autores (Liao et al.,
2005; Chen et al., 2008; Hodge et al., 2009), que recomendam 0 uso e a otimizacao
deste processo.

Chen et al. (2007) realizaram hidrélises enziméticas em batelada alimentada
com o amido de milho como fonte de substrato e reportaram que houve aumento da
concentragédo de glicose nos hidrolisados comparados aos realizados em batelada
simples, logo, o rendimento em etanol também foi maior. Além disso, houve reducéo
da dosagem de enzimas utilizada no processo em batelada alimentada. Para
degradacédo de substrato equivalente, a batelada alimentada diminuiu o tempo de
reacdo e aumentou a produtividade em etanol comparada a batelada simples (Chen
et al, 2007).

Kuhad et al. (2010) conduziram experimentos em batelada alimentada
utilizando papel de jornal como matéria-prima e comprovaram que dessa forma,
houve uma melhora na producéo de acgucares e consequentemente, um aumento no

rendimento em etanol.

3.6 Producao de Etanol por Saccharomyces cerevisiae

Os principais microrganismos utilizados na producgéo industrial de etanol sédo
as leveduras. Dentre as mais utilizadas, estdo as do género Saccharomyces que
utilizam hexoses como matéria-prima. Leveduras como Kluyveromyzes fragilis e
Candida sp. utilizam lactoses e pentoses. Algumas bactérias, como as do género
Zymomonas também sdo capazes de produzir etanol (Shuler e Kargi, 2002).

Saccharomyces cerevisiae possui alta eficiéncia fermentativa na producédo de

etanol. Este fato tem permitido a selecao de linhagens industriais com caracteristicas
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adquiridas que as tornam superiores produtores de etanol mais tolerantes aos
produtos da fermentacdo (Amorim, 2005). Algumas dessas caracteristicas sao: nao
necessitam de oxigenacao, apresentam pH oOtimo baixo e sdo tolerantes a alta
concentracéo de etanol (Martin et al., 2002).

A fermentacao alcodlica € um processo biolégico no qual a energia fornecida
por reagcbes de oxidacao parcial pode ser utilizada para o crescimento de leveduras
e a oxidacao parcial anaerobia da hexose na producédo de alcool e CO, (Lima e
Marcondes, 2002). Ap0s a conversdo da glicose em piruvato, pela glicélise, o
piruvato é convertido em etanol e CO, em um processo de dois passos. No primeiro
passo, o piruvato sofre uma descarboxilagdo em uma reacgéo irreversivel catalisada
pela piruvato descarboxilase. Essa reacdo é uma descarboxilacdo simples e nao
envolve a oxidacdo do piruvato. A piruvato descarboxilase requer Mg e tem uma
coenzima firmemente ligada, a tiamina pirofosfato. No segundo passo, por acdo da
alcool desidrogenase, o acetaldeido é reduzido a etanol, com o NADH derivado da
ativadade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase fornecendo o poder redutor
(Figura 3.6) (Nelson e Cox, 2002).

(o) (0) Cco, NADH + H'
2/ = . )
C TPP ? 0 H | k;\l) (I)“
Mg* f w S /
(L O -/ - \(I' _\-_d/_h (.I‘II-
(J‘II_., CH,4 CH,
Piruvato Acetaldeido Etanol

Figura 3.6. Esquema representativo da fermentacédo alcodlica (Nelson e Cox, 2002).

De maneira simplificada, a estequiometria da fermentacéo alcodlica pode ser
representada pela equacdo abaixo, utilizando a glicose como fonte de carbono
(Shuler e Kargi, 2002).

CeH1206 + 2 ADP + 2 pj_microrganismo, 5 ¢ H-OH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,O

Dessa forma, temos que o rendimento teérico em etanol a partir da glicose &
de 0,511 Qetanol/dgiicose, €Nquanto que o rendimento de CO, é de 0,489 gco-/Jgiicose-
Anaerobicamente, o metabolismo do agucar pela levedura gera uma forma de

energia (adenosina trifosfato — ATP) que sera empregada na realizacéo de diversas
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funcbes fisioldgicas (absorcdo, excrecdo e outras) e biossinteses necessarias a
manutencgao da vida, crescimento e multiplicagdo. O etanol e CO, resultantes
constituem produtos de excrecdo para a célula na auséncia de oxigénio (Lima et al.,
2001).

Durante a fermentacdo, as leveduras podem sofrer alguns estresses como
deficiéncia nutricional, altas temperaturas, contaminagdes, acumulo de etanol. Tais
fatores influenciam no crescimento celular e producdo de etanol e podem afetar
severamente as leveduras, reduzindo a viabilidade celular e diminuindo o
rendimento em etanol (Bai et al., 2008).

A formacado de subprodutos durante a fermentacdo depende de uma série de
fatores. Os principais sdo o tipo de matéria-prima, a linhagem de levedura
empregada e o processo de fabricacdo de etanol. Freqliientemente encontram-se 0s
seguintes produtos, considerados inibidores da fermentagdo: glicerol, &cido
succinico, acido acético, alcodis superiores, ésteres, aldeidos, cetonas, acidos
graxos, gas sulfidrico e furfural (Menezes, 1980; Martin et al., 2007).

O glicerol € um subproduto, cuja formagcdo compete pela utilizagcdo do poder
redutor do NADH (Figura 3.7). O objetivo da producédo do glicerol é a regeneracao
do excesso de NADH produzido na biossintese e manutencdo do balango redox
intracelular (Palmqvist et al.,1999). A formacdo de glicerol pela levedura esta
relacionada com a estabilizagdo osmoética do organismo (Munene et al., 2002), j&
que é dada como resposta ao estresse osmotico ao qual a célula esta sendo
submetida, devido a alta concentracdo de acgucar no mosto de fermentacéo (Yalgin;
Ozbas, 2004). Comparando-se o metabolismo em termos energéticos, a via aerdbia
€ mais eficiente em producéo de energia que a via anaerodbia, gerando assim mais

ATP para manutencéao celular (Martins, 2009).
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Figura 3.7. Regeneracgédo de NAD na formagéao de glicerol (Fonte: Nelson e Cox,
2002 modificada).

O etanol também possui efeito inibitdrio para a fermentacdo alcodlica.
Alteracdes da composicdo da camada lipidica da membrana, sintese de proteinas
estressoras, modulagcdo dos processos de troca i0Onica, reducao de atividades
metabdlicas que conduzem a inibicdo do transporte de glicose, diminuindo a
viabilidade, formacdo de produto e causando estresse hidrico (Hallsworth, 1998;
Martini et al., 2004). A toxicidade do etanol em concentracdes elevadas (acima de
10% p:v) limita o rendimento e a produtividade durante a fermentacao industrial e
diminui a tolerancia da levedura a temperaturas mais altas (Walker-Capriolo et al.,
1985).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Bagaco de cana-de-agucar

Foi utilizado bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor a
200<C, por 7 minutos, proveniente da Usina Vale do Rosario, em Sao Paulo, cedido
pelo Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia da USP. Antes de ser
utilizado, este material (ND — ndo deslignificado), foi lavado com agua destilada
aquecida, para a remoc¢ao de parte da hemicelulose que apds o pré-tratamento com
vapor ainda fica aderida ao material e pode diminuir a eficiéncia da hidrolise da
celulose (Oghren et al., 2007). O rendimento do processo de pré-tratamento com
vapor foi de 66% (Rocha & Silva, 2006). As hidrolises enziméticas foram realizadas

com este material deslignificado ou néo.

4.1.2 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 (1897). As enzimas foram gentilmente cedidas pelo

Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP).
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4.1.3 Microrganismo

Foram utilizadas as linhagens de Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238 e
UFPEDA 1324 (Pedra 2), pertencentes a Colecao de Culturas do Departamento de

Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1.4 Meios de cultura

O meio de cultura utilizado para a conservacao da levedura continha: glicose
(20 g/L), extrato de levedura (4 g/L), peptona (3 g/L) e agar (15 g/L). Na preparacao
do inoculo foi utilizado o mesmo meio, mas sem adicdo de agar. O pH foi ajustado
para 7,0 em ambos 0s meios.

Os meios de fermentacdo para padronizacdo do inoculo foram preparados a
base de glicose (100 g/L), e suplementados com (NH4).SO,4 (1 g/L), KH2PO4 (2 g/L),
extrato de levedura (4 g/L) e MgSO,4.7H,0 (0,75 g/L). Os meios de fermentacdo a
base de hidrolisado enzimético foram feitos nas mesmas condi¢des da padronizagéo
do indculo, exceto pela adicdo de glicose. O pH dos meios de fermentacao foi

ajustado para 5,5.

4.2 Deslignificacdo do Bagaco Pré-Tratado por Explo  séo a Vapor

O processo de deslignificacdo 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
com vapor, 10 L de 4gua destilada e 100 g de NaOH. A mistura permaneceu a 100°
C, durante 1 hora, sob leve agitacdo. Apos a deslignificacdo, o material pré-tratado
foi separado do licor, por filtracdo. Foram efetuadas lavagens com agua destilada
aquecida, para a retirada da lignina que ainda estivesse impregnada no material, o
gual, posteriormente, foi seco em estufa a 60T (Sa ntos & Gouveia, 2009).



19

4.3 Hidrélises Enziméaticas

Foram realizadas hidrélises enziméticas em batelada e em batelada
alimentada, em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, com 8 g de bagaco, 100 mL de
tampdo citrato de sédio (pH 4,8) e preparacdes comerciais de celulases e -
glucosidase. A carga de enzimas foi de 10 FPU/g celulose para ambos os bagacos,
5 % V/V do volume utilizado da Celluclast (Santos, 2011; Santos et al, 2012), de [3-
glucosidase para ambos os bagacos.

Os frascos, em todas as hidrolises enzimaticas, foram mantidos em mesa
incubadora rotativa (New Brunswick Scientific Incubator Shaker C25KC), a 50 °C e
rotacdo 0,64 g. Todas as amostras foram centrifugadas (Eppendorf, Minispin) por 10
min na rotagao de 2844,8 g, sendo os sobrenadante, filtrado em membrana de 0,45
pum e utilizados para a quantificacao de carboidratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A partir das hidrélises em batelada simples foram definidos os intervalos

de tempo e a massa de bagaco utilizada na batelada alimentada.

4.4 Padronizagédo do In6culo

Nesta etapa, foram avaliadas trés diferentes concentracdes de biomassa de
duas linhagens de S. cerevisiae, denominados de inoculo I, Il e Ill, com base em
experimentos anteriores desenvolvidos no Laboratério de Processos Biotecnologicos
(LPB), que puderam definir tanto as duas melhores linhagens de S. cerevisiae bem
como as concentracdes de biomassa utilizadas. Os experimentos foram conduzidos
em duplicata. As linhagens foram repicadas em tubos de ensaio contendo o meio de
conservagao (item 4.1.4), o qual foi mantido em estufa a 30C durante 24 horas.
ApoOs esse periodo, o inéculo foi preparado através de outro repique em frascos de
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio de inoculo (item 4.2.4), o qual foi
submetido a rotagdo de 1,78 g e a temperatura de 30C, por 12 horas, em mesa
incubadora rotativa da New Brunswick Scientific C25KC.

No Indculo I, um volume de 10 mL da suspensao microbiana foi transferido

para um frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL do meio de fermentacao
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(item 4.1.4). No Inéculo Il, todo o volume de suspenséo de um frasco de Erlenmeyer,
apos 12 horas, foi filtrado em membrana de 0,45 um de porosidade. A biomassa foi
re-suspensa em 10 mL 4gua destilada estéril e, em seguida, transferida para um
frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de meio de fermentagdo. No
Inéculo I, foi repetido o procedimento do inoculo 11, sendo filtrado todo o volume de
suspensdo de dois frascos de Erlenmeyer. Foi realizada a quantificacdo do

crescimento nos trés diferentes tipos de indculo.

4.5 Fermentacgdes

Para selecionar o in6culo adequado, as fermentagBes foram realizadas com
as concentragbes dos componentes do meio de cultura descritos no item 3.1.4. Nas
fermentacdes com os hidrolisados enziméticos, o meio de cultura foi preparado
dissolvendo-se os componentes, com excecao da glicose, no hidrolisado.

A linhagem de Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238 foi repicada em
tubos de ensaio contendo o0 meio de conservacgao (item 4.1.4), o qual foi mantido em
estufa a 30C durante 24 horas. Apés esse periodo, o indculo foi preparado através
de outro repique em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio de
inoculo (item 4.2.4), o qual foi acondicionado a rotacdo de 1,78 g e a 30C, por 12
horas, em mesa incubadora rotativa da New Brunswick Scientific C25KC.

ApOs esse periodo, todo o volume de suspensédo de um frasco de Erlenmeyer,
com 12 horas de crescimento, foi filtrado em membrana de 0,45 pm. A biomassa foi
re-suspensa em 10 mL agua destilada estéril, ficando a uma concentracao de 40 g/L
de biomassa. Em seguida, uma aliquota do concentrado de células foi transferida
para os frascos de fermentacdo de maneira que todos o0s experimentos fossem
conduzidos em uma concentracdo de 4 g/L de biomassa.

Todas as fermentacdes foram realizadas em duplicata a 34°C, durante 24
horas de acordo com experimentos préevios realizados no LPB, que determinaram

essa temperatura como a ideal devido a contaminacéo no processo industrial.
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4.6 Meétodos Analiticos

4.6.1 Caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-a cucar

Para a caracteriza¢do quimica dos materiais lignoceluldsicos foi utilizada uma
metodologia descrita por Rocha et al. (1997) e, recentemente validada por Gouveia
et al. (2009). Amostras de 2 g (moida a 20 mesh em moinho Wiley) de bagaco pré-
tratado com vapor deslignificado ou ndo, foram transferidas para béqueres de 100
mL e tratadas com 10 mL de H,SO,4 72% v/v, sob vigorosa agitagdo, em um banho
termostatizado (Tecnal, modelo TE-2005) a 45° C por 7 min. As amostras foram
transferidas para frascos de Erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se o volume de
275 mL de agua destilada. Para a hidrélise dos oligbmeros restantes, o0s
Erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e autoclavados por 30 min a 121
C. ApOs a descompressao da autoclave, os frascos f oram retirados e resfriados até
a temperatura ambiente, sendo a fracdo solida separada da fracdo liquida por
filtracAo em papel de filtro quantitativo faixa preta. A fracdo liquida foi transferida
para baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve o0 seu volume posteriormente
completado com agua destilada. A solucéo foi armazenada para analises posteriores
de carboidratos, acidos organicos, furfural, HMF e lignina soltvel.

Lignina insoluvel foi determinada de acordo com o método Klasson
modificado por Rocha et al. (1997). O material retido no papel de filtro foi lavado com
1500 mL de agua destilada, transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a
100 € até massa constante. A percentagem de lignina insolavel foi calculada em

relacdo a massa de amostra seca conforme a Equacao 4.1.:

%L, :%*100 Eq. 4.1

A

Onde:
%L — Lignina Klason insoluvel
My — massa de lignina insoluvel seca

Mc — massa de cinzas
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Ma - massa da amostra seca

A guantidade de lignina soluvel foi determinada pela medida de absorbancia a
280 nm em espectrofotdmetro (Femto, modelo 700 plus). O célculo da lignina solavel

foi determinado conforme a Equacéo 4.2 (Rocha et al., 2011).
Ciig = 4,187*10°%(Ar-Apg)-3,279*10™ Eq. 4.2

Onde:

C”g _concentracéo de lignina soluvel, em g/L.

Ar - absorbancia da solugédo de lignina junto com os produtos de degradacdo, em
280 nm.

Apd=c g +CyE, = absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicdo dos
acucares (furfural e HMF), cujas concentragbes c, e c, foram determinadas
previamente por CLAE e € e €, sdo as absortividades e valem, respectivamente,

146,85 e 114,00 L.gt.cm™

Antes da determinacdo de carboidratos e de &cidos organicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de
extracdo em fase soélida Sep-Pak C;s (Phenomenex), num sistema manifold
conectado a uma bomba de vacuo. Para as analises de furfural e de
hidroximetilfurfural, uma amostra do hidrolisado foi filtrada em membrana de 0,45
um. Ao determinar carboidratos, acidos organicos, 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 acido acetico;
1,37 x massa de furfural).

Apds a determinacdo da lignina insoluvel em meio &cido, o papel de filtro
contendo o bagaco foi transferido para um cadinho de porcelana, previamente
pesado. A amostra foi calcinada lentamente até 300°C e mais 2 horas a 800C, em
uma mufla (Fornitec, modelo MDS 15X15X30). Na determinagéo das cinzas totais,

foram pesados 2 g do bagaco em cadinho de porcelana previamente pesado. Por
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diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina insolivel e das cinzas totais foi

determinado conforme a Equagéo 4.3.

. M
% Cinzas= —=*100 Eq. 4.3
M A

Onde:

% Cinzas — percentual em massa de cinzas;
Mc — massa de cinzas (em Q);

Ma — massa da amostra base seca (em Q).

4.6.2 Analise do bagac¢o por microscopia eletronica de varredura

Inicialmente, as amostras do bagaco foram presas em um suporte com auxilio
de fita de carbono e submetidas ao recobrimento metalico com ouro, de espessura
de 7 um, com uma voltagem de 40 mA sob atmosfera de argonio.

As amostras metalizadas foram submetidas a analise de MEV em um
microscopio eletrbnico de varredura modelo LEO 1450 VP, equipamento disponivel
no Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia do Laboratério Nacional Tecnologia de
Luz Sincrotron, operando a 20 kW e utilizando detector de elétrons secundario. As
amostras foram dispostas de forma que fosse possivel observar as modificacdes
superficiais das fibras do bagaco antes e depois da deslignificagdo, bem como apés

as hidroélises enzimaticas.

4.6.3 Andlise de Area Superficial do Bagaco

O modelo de BET (Brunauer, Emmett e Teller) € muito usado para analises de
area superficial. O método se baseia em um modelo de adsor¢cdo multicamadas
(Gelb & Gubbins, 1998). A equacao fundamental de BET (Brunauer, 1938) é descrita

por:
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R, 1 _l_c—l[Pj
- D Eq. 4.4
n(l— pj n,c n,clP, q

0

(P/Po) é a pressao relativa
n € a quantidade de massa adsorvida
Nnm € a capacidade da monocamada de BET

c é geralmente relacionado com o calor de adsor¢éo, e é dado por:

st _
c= exp% Eq. 4.5

Onde:
g™ é o calor de adsorcdo da monocamada
gL € o calor de condensacao
R é a constante universal dos gases

T é a temperatura em Kelvin

De acordo com Gelb & Gubbins (1998), os dados de adsorcdo sao

convencionalmente plotados por:
R ( Pj
o Eq. 4.6
P P

E o0 n, € 0 ¢ sdo parametros determinados a partir da inclinacdo e
interceptacao da reta resultante do grafico.

Foram obtidos dados de area superficial especifica calculada pela equacéo de
BET utilizando-se um porosimetro por adsor¢cdo de nitrogénio (N.) da Micromeritics
(ASAP 2020). As amostras de bagaco deslignificado foram tratadas por 22 horas
para retirada de toda agua remanescente. A isoterma de adsorcéo foi construida na

faixa de presséo relativa (Po - P) de 0,01 a 0,35.
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4.6.4 Determinagdo das atividades enzimaticas

As determinacdes 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 Watman), 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 o substrato e o tubo
controle do substrato ndo continha a enzima. Os tubos padroes da glicose
continham 0,5 mL da diluicdo da glicose e 1 mL do tampao. Foram feitas quatro
diluicbes, em tampédo de citrato de sédio, da solugdo 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 termostatico (Tecnal, modelo TE-2005) a 50C por 60 min.
Apés o periodo de incubacgdo, foram adicionados 3 mL de &cido dinitrossalicilico
(DNSA) para interromper a reagdo enzimatica. Para dosar os agucares redutores
totais, os tubos foram colocados exatamente por 5 min em banho de agua fervente.
Em seguida, os tubos foram resfriados até atingir a temperatura ambiente. Antes de
proceder a leitura da absorbancia no espectrofotbmetro (Femto, modelo 700 plus) a
540 nm, foram adicionados 5 mL de 4gua destilada. A curva de calibracao de glicose
foi obtida através do grafico com os valores de absorbancia e de concentragcédo de
glicose.

Usando a curva de calibragcdo da glicose, foi possivel determinar sua
concentracéo liberada em cada reacdo enzimatica. A concentracdo da enzima foi
estimada para exatamente 2 mg de glicose liberada durante a reacdo enzimatica
(definicao de Filter Paper Unity - FPU), pela equagéo da reta entre as concentragbes
de glicose ap0s cada reacao e os logaritmos das respectivas diluicdes da enzima. O

calculo para a atividade celulolitica foi obtido a partir da Equacao 4.7.

11U =1pmolmindesubstrateonvertide= 018mgmin™quandmprodutoé glicose

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

critica é 2 mg, assim,
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2mg glicose = 2/(018*05*60) umol.min™* mL™" = 037pmol.min™ mL™

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

reacdo contem 0,37 unidades, é:

U= 037 Eq. 4.7.

B DiluicAodaenzimaquelibera 2ngdeglicose

A determinacédo da atividade da [3-glucosidase foi realizada pela quantificacéo
da glicose liberada na reacéo, utilizando-se celobiose como substrato.

As analises de tal enzima foram realizadas em duas etapas. Inicialmente foi
realizado o ensaio enzimatico, o qual consistiu na incubagdo, em tubos de ensaio,
de 1,0 mL das amostras das diluicbes da enzima, com um 1,0 mL de uma solucéo
de celobiose a 15 mM (preparada em tampéao citrato de sodio 0,05 M, pH 4,8) em
banho-maria (Tecnal, modelo TE-2005) a 50C, durante 30 minutos. ApoOs este
periodo, os tubos foram levados para a agua fervente, durante 5 minutos, para
interrupcdo da reacao enzimatica, sendo logo apos, resfriados em banho de gelo.

A segunda etapa consistiu na determinacdo da concentracdo de glicose
formada no ensaio enzimatico. Esta quantificagdo 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 reagcdo com as moléculas de glicose e formacdo de compostos de
cor vermelha, cuja intensidade € proporcional a concentracdo deste carboidrato
presente. Dessa forma, 30 yuL das amostras resultantes dos ensaios enzimaticos
foram incubados com 3,0 mL do reagente GOD-POD, em banho-maria (Tecnal,
modelo TE-2005) a 37T, durante 15 minutos. Nas analises também foram
preparados tubos controles das enzimas, isto €, sem celobiose.

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

Assim, as absorbéancias de todas as amostras foram determinadas em

espectrofotometro (Femto, modelo 700 plus) a 505 nm. Antes de tais leituras, a
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absorbancia zero do espectrofotdbmetro foi estabelecida, através da leitura do
branco, composto, apenas, do reagente GOD-POD.

A concentracdo da glicose liberada foi estimada pela Equacao 4.8:

Absorvana do teste 10
Absorvancadopadrao

Glicose =

Eqg. 4.8.

As absorbéancias do teste foram obtidas subtraindo-se as absorbancias das
amostras resultantes apos reacfes 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 concentracdo de glicose liberada em cada reagéo
enzimatica. A atividade enzimatica foi estimada para exatamente 1 mg de glicose
liberada durante a reacdo enzimatica (unidade de celobiose, CBU), através da
equacdo da reta entre as concentracdes de glicose apds cada reagdo e 0S
logaritmos das respectivas diluicdes da enzima.

A atividade da B-glucosidase foi estimada pela Equacdo 4.9. A quantidade
absoluta de glicose liberada na medida em CBU a uma diluicdo critica € 1 mg,

assim, é

Imgglicoee= 05/(018*1*30)pmolmin™*mL™* = 0,0926molmin*mL*

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

reacao, €:

CBU= 00926 Eqg. 4.9.

- DiluicAoda enzimaqueliberaImg de gli cose

4.6.5 Quantificacdo do crescimento

A quantificacdo do crescimento foi realizada de duas formas, dependendo da

etapa realizada. Na padronizacdo do inéculo, o crescimento microbiano foi
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guantificado por absorbancia a 660 nm em espectrofotdmetro (Femto, modelo 700
plus). Na etapa das fermentacdes dos hidrolisados enzimaticos, a quantificacéo foi
por analise gravimétrica. Um volume de 5 mL de suspensdo microbiana foi filtrado
em membrana de 0,45 um, a qual foi seca em estufa, a 80C, até massa con stante.

A concentracdo de biomassa (X — em g/L) foi obtida utilizando-se a Equacao 4.10:

m, —m
X = % Eg. 4.10.

Onde:
m, = massa da membrana com a biomassa, apds secagem (em Q);
m; = massa da membrana sem biomassa (em Q);

V = Volume da amostra utilizado na filtracdo (em L).

4.6.6 Determinacao de carboidratos, acidos organico s, glicerol e etanol

As determinacbes das concentracdes de carboidratos, acidos organicos,
glicerol e etanol foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utiizando um cromatégrafo liquido da Agilent HP 1100. As condi¢cbes
cromatogréaficas foram: coluna Aminex HPX-87H", acido sulfirico 5 mM como fase
movel, deteccdo por indice de refracdo. Vazdo de 0,6 mL/min e temperatura de
50<C.

4.6.7 Determinacao de hidroximetilfurfural e de fur  fural

A determinacdo de hidroximetilfurfural (HMF) e de furfural também foi
realizada por CLAE em cromatografo liquido da Agilent HP 1100. Foram utilizadas
as seguintes condi¢cfes cromatograficas: coluna C-18 (Beckman), acetonitrila 11,2%
VIV e &cido acético (1%) 88,8% V/V como fase mével, deteccdo UV em 274 nm,

vazao de 0,8 mL/min e 25<C.
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4.6.8 Determinacgdo de fendis totais

Os fendis totais foram determinados pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1999). O reagente de folin € uma mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se
no estado de oxidacdo 6° porém, em presenca de certos agentes redutores, como
0os compostos fenolicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul,
cuja coloracdo permite a determinacdo da concentragdo das substancias redutoras.
De acordo com este método, a 0,5 mL do hidrolisado, adicionaram-se 2,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (10 %) e 2,0 mL de carbonato de sodio (7,5 %),
incubando-se em banho termostatico (Tecnal, modelo TE-2005) a 50°C, durante 5
minutos. Para a preparacéo do branco, o mesmo procedimento foi utilizado, com a
substituicdo da amostra por agua destilada.

Para a quantificacdo da concentracdo de fendis totais foi construida uma
curva de calibracdo com diferentes concentracdes de acido galico, nas mesmas

condicdes do método colorimétrico de folin-ciocalteau.

4.7 Parametros Cinéticos

4.7.1Velocidade maxima especifica de crescimento

A velocidade de crescimento € constante e maxima durante a fase
exponencial de crescimento, e € diretamente proporcional a concentracdo de

substrato. Entdo, temos que:
dX

T = Hoax - X Eq. 4.11

Onde:

X é a concentracdo de biomassa
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Integrando esta equacdo e considerando um determinado tempo

compreendido entre t e t;, tem-se:

X
In — = (Tt -t
v H s (T = 1) Eq. 4.12

A partir de um gréfico plotado relacionando In (X/Xi) e (t — t;), foi tracada uma
reta e definida sua equacdo, onde o coeficiente angular da equacdo da reta

corresponde a Pmax.
4.7.2 Rendimento em etanol a partir de glicose (Y  pjs)

O coeficiente de rendimento (Ypss) relaciona a produgédo de etanol com a

concentracéo do substrato.

AE
Yo s =
AS Eg. 4.13

Onde:

AE - (E; - E;) Variacdo da concentracdo de etanol (em g/L);

AS - (S;- Sy) — Variagdo da concentracdo de glicose (em g/L).
4.7.3 Rendimento em biomassa microbiana (Y  xss)

O coeficiente de rendimento (Yxs) relaciona a populagcdo microbiana com a

concentracéo do substrato.
Yxis = oo Eq. 4.14

Onde:
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X =X, - Variagdo da concentragdo de biomassa (em g/L);

AS - (S;— Sy) — Variagdo da concentracio de glicose (em g/L).

4.7 .4 Eficiéncia da fermentacéo (E )

A eficiéncia fermentativa € calculada pela relagdo entre o rendimento real do

processo e o rendimento teorico definido pela literatura, igual a 0,511.

E, = ey s)r 100
(Y, )t Eq. 4.15

Onde:

(Y p;s)I - rendimento real (em g/g)

(Y ps)t - rendimento tedrico = 0,511 (em g/g).

4.7.5 Produtividade volumétrica em produto (Q  p)

A produtividade é definida pela relacdo entre a concentracdo final de etanol

obtida apos a fermentacao e o tempo final do processo.

E
Qe=7
Eq. 4.16

Onde:
E- Concentracio final de etanol (em g/L);

t- Tempo final da fermentacéo (em h).
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4.7.6 Conversao de celulose (C ¢)

A conversao de celulose é calculada utilizando-se a concentracdo de glicose
obtida apés a hidrélise enzimatica e relacionando-a com a concentragdo de

biomassa utilizada para converter a celulose em glicose.

Glicosg. x 09
Cargasolidos< Celulosg,;y,

C. (%)= x100 Eq. 4.17

Onde:

Glicosene: concentracao de glicose no hidrolisado enzimatico (em g/L);
0,9: fator considerando a razdo de massa molecular entre a glicose anidra contida
na celulose e a glicose livre;

Carga de sodlidos: concentracdo da biomassa lignocelulésica no experimento (em

g/L);
Celulosesgiigo: teor de celulose na biomassa lignoceluldsica (em %).

4.8 Rendimento em Massa Apoés os Pré-Tratamentos

A equacdo que define o rendimento em massa foi desenvolvida a partir do
presente trabalho, e relaciona a massa de bagacgo recuperada ao final do processo
de pré-tratamento a vapor ou deslignificacdo, e a massa utilizada no inicio do

processo.

. M Bgf
Rendimentoem massas ——— 100
Mg Eq. 4.18

Onde:
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Mgg = Massa de bagago colocada no inicio do pré-tratamento (a vapor ou
deslignificagéo)

Mggr = Massa de bagaco recuperada apods o pré-tratamento
4.9 Producéo de Etanol em Relacdo ao Bagaco

A equacéao a seguir também foi desenvolvida a partir do presente trabalho, e €
obtida relacionando-se a concentracao final de etanol produzida apés a fermentacéo
dos hidrolisados enziméaticos com a massa total de bagaco utilizada no processo

como um todo, levando-se em consideracao as perdas dos pré-tratamentos.

(07ES9JX10_3
Loy / TON oo = ~—

etanol bagaco ~ _6
9% Bgx10

Eqg. 4.19

Onde:

E = Concentracéo final de etanol ;
0,789 = a densidade do etanol (em g/mL);
Bg = a massa de bagaco em g utilizada, considerando a recuperacdo no pre-

tratamento por explosao a vapor e na deslignificacéo.

4.10 Analise de Variancia

Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) para os resultados de
producdo de etanol, para avaliar a significAncia estatistica, utilizando o programa
Excel (Office 2003). Segundo a ANOVA, a variacgédo total é igual a variagdo entre os
tratamentos mais a variacdo dentro dos tratamentos (Callegari-Jacques, 2003).

Se nao ha diferenca entre os tratamentos, entdo a Variancia Entre deve ser
igual & Variancia Dentro e a razdo F entre elas € 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.
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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 variagcdo observada entre tratamentos € 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 equacao 4.20.

_ MQe

Fcalculado - W Eq 4.20
D

Na qual, MQg é a Média Quadratica Entre Grupos e MQp € a Média
Quadratica Dentro dos Grupos.
A Tabela 4.1 apresenta todas as equacles utilizadas para a andlise de

variancia.

Tabela 4.1. Equacdes utilizadas para a analise da variancia (Callegari-Jacques,

2003).
Causas de SQ GL MQ F calculado Frabelado
variacao

Entre grupos k B \2 g|E =k-1 SQ MQ: F, ole gl
(tratamentos) SQ = Zl n (Xi B Xj k-1 MQ,

Dentro dos kK [ n N2 gl = (Z n )— k SQ

grupos SQ):Zl: Z;(Xij _Xij Zni -k
i=1| j=

(residuo)

SQ - Soma Quadratica, SQg — Soma Quadratica Entre Grupos, SQp — Soma Quadratica Dentro Grupos, GL —

Graus de Liberdade, MQ — Média Quadratica, k — nimero total de grupos, ni — nimero de observagfes em cada

grupo, F

a.gle.dlp Valor do teste F tabelado, Fcacuiado — Valor de F calculado, Fiapelado — Valor de F tabelado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Deslignificacdo e Caracterizacao do Bagaco

ApoOs a deslignificacédo (Secao 4.2), o bagaco (D ou ND) foi caracterizado, e
suas composicoes descritas na Tabela 5.1. O teor de celulose na fracdo solida
apresentou um aumento de 74,98%, enquanto que a lignina diminui 83,35% em
relacdo ao bagaco pré-tratado com explosdo a vapor (Gouveia et al., 2009) como
resultado da solubilizacdo da lignina. O hidroxido de sodio causa dilatacao,
aumentando a area superficial interna da celulose e diminuindo o grau de
polimerizacao, o que provoca a ruptura da estrutura da lignina (Taherzadeh e Karimi,
2008). A remocéao da lignina foi superior a mencionada (24-55%) por Kumar et al.

(2009) para a deslignificacéao alcalina.

Tabela 5.1. Composi¢édo do bagaco de cana-de-acucar antes e apos a

deslignificacéo

Bagaco Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
ND 49,66 + 1,22 7,94 £ 0,57 34,59 +1,24
D 87,29 + 2,22 6,88 + 0,69 5,68 +0,13

A reducédo de lignina e hemicelulose com relacdo ao bagaco pré-tratado a
vapor pode refletir em uma melhora na conversdo enzimatica da celulose ja que
tanto a hemicelulose quanto a lignina formam uma camada protetora ao redor da
celulose, reduzindo a eficiéncia do ataque enzimatico (Ohgren et al., 2007).

A grande remocdo da lignina pode ser atribuida ao pré-tratamento de
exploséo a vapor realizado antes da etapa de deslignificacdo. Durante a exploséo a
vapor ocorre hidrélise parcial e solubilizacdo da hemicelulose, a lignina é
redistribuida e, até certo ponto, retirada do material (Pan et al., 2005).

Apesar de ocorrer um aumento no teor de celulose apds a deslignificacédo, o

rendimento do processo foi de aproximadamente 50%, o que pode contribuir para a
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diminuicdo do rendimento global do processo de conversdo de biomassa a etanol.
Segundo Fengel e Wegener (1989), o processo de deslignificacdo alcalina nédo é
seletivo apenas para a lignina, podendo degradar também os carboidratos, incluindo
a celulose.

Os resultados da microscopia eletrbnica estdo representados na Figura 5.1,
com aumentos de 100 x.

Figura 5.1. Fotomicrografias do bagaco de cana “in natura” (A), pré-tratado por

explosado a vapor (B) e pré-tratado por explosédo a vapor com deslignificacdo (C). As
setas representam flocos de medula. Aumento de 100 x.

A fotomicrografia do bagaco “in natura” (Figura 5.1 A) permite observar, com
um aumento de 100x, a presenca de flocos de medula (setas), bem como uma
estrutura compacta, com fibras unidas pela presenca de hemicelulose e lignina.
ApOs o pré-tratamento a vapor, verifica-se que houve uma fragmentacdo da
estrutura morfolégica do material lignocelulosico (Figura 5.1 B), preservando uma

grande parte do material, evidenciando que embora o pré-tratamento tenha
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proporcionado uma abertura na estrutura morfologica do bagaco, ainda contém uma
boa parte do material unida, dificultando a acessibilidade de reagentes quimicos ou
biolégicos.

Observa-se também que o efeito do pré-tratamento ndo removeu totalmente
0os elementos parenquimatosos da superficie das fibras, preservando uma grande
guantidade de flocos de medula, evidenciado nas setas das fotomicrografias das
Figura 5.1 B (aumento de 100x).

A fotomicrografia do bagaco deslignificado esta apresentada na Figura 5.1 C
(aumento de 100x). Apés a etapa de deslignificacéo alcalina do bagaco pré-tratado,
verifica-se que as fibras estdo mais nitidas e bem mais soltas (desempacotadas) que
as do material apenas pré-tratado a vapor (Figura 5.1 B), visualmente com maior
area superficial, corroborando com os valores de area superficial analisadas por
BET, tornando a biomassa mais acessivel a atuacdo das enzimas para uma melhor
conversdo enzimatica da fracéo celulosica.

As fotomicrografias evidenciam que grande parte dos elementos
parenquimaticos (flocos de medula) provavelmente foram hidrolisados pela acao
alcalina da deslignificagé&o.

A remocdo da lignina por deslignificacdo alcalina deixa as fibras
desempacotadas e abre a estrutura, tornando-as mais acessiveis a agdo enzimatica.
As analises de area superficial e porosidade revelaram que uma area maior foi
encontrada para o bagaco deslignificado (1,34 + 0,02 m?/g), comparada ao material
n&o-deslignificado (1,24 + 0,03 m?%g), o que esta de acordo com os resultados das
fotomicrografias (Figuras 5.2 e 5.3).

De acordo com Silva (2009), apos a etapa de deslignificacdo alcalina é
possivel observar grandes quantidades de fibras celuldsicas livres de flocos de
medula. Isso mostra que a etapa de pré-tratamento seguido da deslignificagdo pode
proporcionar uma melhor disponibilidade da celulose para processos subsequentes,
tais como para a conversao enzimatica da celulose em glicose, no processo de
obtencéo de etanol celuldsico.

Wolf (2011) realizou pré-tratamento organossolve do bagaco de cana, que
realiza deslignificacdo do material lignocelulésico empregando solventes organicos
recuperaveis, com diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura, € mostrou que

houve uma maior abertura e fragmentacao dos tecidos vegetais quando comparado
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ao bagaco “in natura”, tornando as fibras de celulose mais expostas a acdo das
enzimas.

A Figura 5.1 corrobora com as analises quimicas, as quais evidenciam uma
grande solubilizacdo dos componentes, tornando as fibras mais expostas a cada

etapa de processamento da biomassa (Silva, 2009).

5.2 Hidrélises Enziméticas

5.2.1 Hidrdlises enzimaticas em batelada

A concentracdo de celobiose foi inferior a 1 g/L apds 24 horas, durante a
hidrolise do material ND, o que indica que a carga de [B-glucosidase (5% v/v) foi
suficiente para converter celobiose em glicose. Por outro lado, essa carga néo foi
suficiente na hidrélise do material D, uma vez que a concentracao de celobiose ficou
em torno de 5 g/L. Baseado nesses resultados, as hidrolises do material D foram
realizadas com 10% v/v. ApdGs 60 horas, a concentracédo de celobiose foi menor que
2 g/L. Todos os resultados mostrados no presente trabalho foram obtidos utilizando-
se 5% v/v e 10% v/v de B-glucosidase para os materiais ND e D, respectivamente.

O efeito da deslignificacdo durante a hidrolise enzimética foi observado
claramente. A concentracdo de glicose atingiu 40,58 g/L ap0s 48 horas de hidrolise
do material D, enquanto que para o material ND, a maxima concentracdo de glicose
ficou abaixo de 16,49 g/L, apds 72 horas (Figura 5.2). Também é notavel a alta taxa
de reacdo para a hidrélise do material D, que apés 24 horas atingiu 34 g/L, o que

equivale a 81% da concentracdo maxima alcancada.
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Figura 5.2. Concentracdes de glicose durante as hidrolises enzimaticas do bagaco

pré-tratado, mas nao-deslignificado (ND) e pré-tratado e deslignificado (D).

Santos et al. (2010) obtiveram 50 g/L de glucose apOs 48 horas de hidrdlise
em batelada de bagaco D, similar ao material do presente estudo (8 g em tampéo
citrate de sodio), utilizando carga enzimatica de 37 FPU/g cellulose. Com relagéo a
carga utilizada ser apenas 10 FPU/g de cellulose, comparando os resultados
encontrados com Santos et al. (2010), parece ter sido suficiente. Lee and Fan, 1982
reportaram que inicialmente as enzimas adsorvem na superficie da fibra e formam
uma unica camada de tal forma que o restante da enzima pode ser adsorvido
formando camadas adicionais. Esta enzima adsorvida superficialmente sobre a
primeira camada da fibra teria um papel significativo na hidrolise, restringindo assim
0 processo de difusdo da enzima através da estrutura do substrato (Carrillo et al.,
2005).
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Diante desta hipotese, foram realizadas hidrolises em batelada alimentada
para avaliar se a camada externa da enzima continuaria a hidrolisar as novas
quantidades de bagaco adicionados. As hidrélises em batelada alimentada foram
realizadas iniciando-se com 8 g de material D ou ND, adicionando-se 1 g de bagaco

nos intervalos de 12, 24 ou 48 horas.

5.2.2 Hidrélises enzimaticas em batelada alimentada

Os intervalos de tempo de alimentacdo foram definidos com base nos
resultados obtidos na batelada simples. Com 12 horas, cerca de 20 e 25% de
celulose foi hidrolisada, para ambos os materiais ND e D, respectivamente. A massa
de bagaco que deveria ser adicionada, considerando estas conversoes, seria 1,4 ou
1,9 g, de acordo com a massa ja degradada pela acdo das enzimas. Entretanto, foi
adicionado 1 g de bagaco, nas hidrolises independente do material ser ou néo
deslignificado.

A adicdo de substrato aumentou a formacdo de glicose para ambos o0s
materiais, D e ND (Figuras 5.3 A e 5.3 B), comparado com a hidrélise enzimatica em
batelada (Figura 5.2). Os resultados mais elevados foram obtidos quando o periodo
de adicao foi o de 12 horas, onde a concentracdo de glicose atingiu 49,24 g/L com
60 horas e 58,20 g/L com 108 horas, no experimento com o bagaco D (Figura 5.3 A).
Na hidrélise do material ND, o tempo de adicdo de 12 horas influenciou

positivamente a formacgéao de glicose (Figura 5.3 B).
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Figura 5.3. Concentrag¢des de glicose durante as hidrélises enzimaticas em batelada
alimentada do bagaco pré-tratado, mas nao-deslignificado (A) e pré-tratado e

deslignificado (B).

Com relacdo aos periodos mais longos,a partir de 84 horas, a concentragdo
de glicose foi consideravelmente maior no experimento com 24 horas de intervalo de
alimentacdo, do que aquele com intervalo de 48 horas. A analise de variancia
mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que houve diferenca significativa
guando comparados os intervalos de 24 e 48 horas para o bagaco deslignificado (F



42

= 36,35). Para o bagaco ND, a formacédo de glicose foi superior para o periodo de
alimentacdo de 24 horas do que para 48 horas (Figura 5.3 B). Comparando-se 0s
resultados com Santos et al. (2010) que utilizaram uma carga enzimatica de 30
FPU/g de celulose gerando uma concentracdo de glicose em torno de 20 g/L para o
bagaco ND e aproximadamente 50 g/L para o bagaco D. No presente trabalho foram
obtidos valores de concentracdo de glicose proximos aqueles obtidos por et al.
(2010), com a reducéo da carga enzimatica em 1/3.

Apesar da concentracdo de glicose ter aumentado nas hidrolises em batelada
alimentada (Figura 5.3), as conversdes de celulose foram menores (25-40% ND e
30-50% D) (Figura 5.4 B), comparadas com as obtidas em batelada (40% ND e D
55%) (Figura 5.4 B e C). Tal fato ocorreu devido a alimentacdo com bagaco, onde a

concentracdo de glicose deveria ter sido maior para que a conversao fosse superior
na batelada alimentada.
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Figura 5.4. Conversdes de celulose nas hidrélises em batelada (A) e em batelada

alimentada para o bagaco apenas pré-tratado a vapor (B) e pré-tratado e
deslignificado (C).
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Kuhad et al. (2010) realizaram experimentos em batelada simples e
alimentada utilizando papel de jornal. Ao final de 96 horas, os autores conseguiram
obter cerca de 38 g/L de glicose, iniciando com 2% (m/v) de substrato, alimentando
na 202 e 402 hora, obtendo uma concentracéo final de substrato de 60 g/L.

De uma forma geral, o maior intervalo de tempo de alimentacdo (48 horas)
favoreceu o processo de hidrolise enzimatica, obtendo-se a maior conversao. A
presenca de fibras ainda intactas, apds 120 horas de hidrdlise em batelada
alimentada com o intervalo de 12 horas (Figura 5.5), indica que este intervalo néo foi
suficiente. Com relacéo aos intervalos de 24 e de 48 horas, a degradacéo das fibras
aumentou proporcionalmente ao aumento do intervalo de tempo de alimentacdo na

batelada alimentada.
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Figura 5.5. Fotomicrografia do material D apds a hidrolise enziméatica em batelada
alimentada, com aumentos de 500 x. Intervalo de alimentacédo de 12 horas (A).

Intervalo de alimentacéo de 24 horas (B). Intervalo de alimentagéo de 48 horas (C).
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A Figura 5.5 A mostra a presenca de fibras ainda intactas, unidas entre si.
Com relagdo a Figura 5.5 B, observa-se uma desorganizagdo do material
lignoceluldsico e as fibras mais desestruturadas. A Figura 5.5 C apresenta um
desgaste visivelmente superior das fibras, indicando que houve maior
disponibilidade do material ao ataque enzimatico, o que favorece a batelada
alimentada com maior intervalo de tempo (48 horas).

Os resultados da batelada alimentada mostraram que € possivel hidrolisar
uma maior quantidade de substrato, atingindo maiores concentracdes de glicose
sem aumentar a carga enzimatica. Uma grande quantidade de substrato inicial pode
causar problemas de mistura e transferéncia de calor devido as propriedades
reoldégicas de uma suspensdo muito densa e fibrosa (Rudolf et al., 2005). No
processo em batelada alimentada, esses problemas podem ser evitados, uma vez
gue o substrato adicionado é hidrolisado gradualmente e a viscosidade da mistura
diminui (Chen et al., 2007).

Houve um acumulo um pouco maior de celobiose (3 g/L) na hidrélise em
batelada alimentada com intervalo de 12 horas, para o bagaco deslignificado quando
comparado com a hidrélise simples, provavelmente devido ao menor intervalo de
tempo de alimentagdo. Com relacdo as outras condi¢des de alimentagédo (24 ou 48
horas), apesar de estar aumentando a quantidade de bagaco, e, consequientemente
de celulose, ndo houve maior acumulo de celobiose do que na batelada simples,
uma vez que o intervalo de tempo de alimentacédo foi maior, o que deve ter sido
suficiente para a hidrélise.

Como deveria ser esperado nos experimentos de hidrdlise enzimatica, as
concentracfes de compostos inibitorios da fermentacdo foram baixos em todos os
hidrolisados (Figura 5.6). No entanto, vale ressaltar que, enquanto 0s niveis de
aldeidos furano (furfural e HMF) (Figura 5.6 A) foram comparaveis para todas as
condicdes e a concentracdo de compostos fendlicos (Figura 5.6 B) foi cerca de
quatro vezes maior no hidrolisado do bagaco ND. Isso ocorreu, provavelmente,

devido a compostos fendlicos que permaneceram no material ND.
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Figura 5.6. Concentracdes de HMF, furfural (A) e compostos fendlicos (B) nos
hidrolisados obtidos a partir da hidrélise enzimatica em batelada alimentada do
bagaco deslignificado (D) e n&do-deslignificado (ND).

Os valores encontrados de HMF e furfural (Figura 5.6 A) foram muito
pequenos, provavelmente, devido ao material lignocelulésico ter sido
exaustivamente lavado apés o tratamento por explosdo a vapor e apls a
deslignificacdo. Santos e Gouveia (2009) n&o observaram concentracdes
detectaveis de HMF e de furfural quando fermentaram hidrolisados de bagaco de

cana de agucar pré-tratado por explosao a vapor.
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Martin et al. (2002) realizaram experimentos utilizando como substrato o
bagaco de cana de acgucar também pré-tratado por explosdo a vapor e encontraram
0s compostos furanicos nas seguintes concentracoes: furfural 1,1 g/L; HMF 0,2 g/L.
Santos e Gouveia (2009) trabalharam com o mesmo material utilizado no presente
trabalho, provavelmente, a lavagem exaustiva do bagaco contribuiu para reduzir a
concentracdo destes inibidores, enquanto que no trabalho de Martin et al. (2002),
iSso ndo aconteceu.

De acordo com Taherzadeh (2000), os efeitos negativos produzidos pelo
furfural e HMF sobre as leveduras de fermentacdo alcoodlica sdo descritos como:
diminuicdo da taxa especifica de crescimento e da produtividade volumétrica ou
especifica em etanol e reducdo da sintese de biomassa. O efeito toxico ocasionado
pelos compostos furanicos parece estar associados ao fato de serem aldeidos,
quimicamente reativos, podendo interagir com varias moléculas biolégicas como
lipideos, proteinas e &cidos nucléicos, ou até mesmo ocasionar danos & membrana
celular. Ademais, o furfural inibe enzimas glicoliticas e fermentativas (Taherzadeh,
2000);

Todos os hidrolisados enzimaticos apresentaram concentragdes muito baixas
de fendis como apresentado na Figura 5.6 B. Santos e Gouveia (2009) reportaram
concentracfes um pouco maiores de fendis totais apds hidrolise enzimética em
bagacos nao-deslignificado (770 mg/L) e deslignificado (90 mg/L) e obtiveram
reducdo de 88% de fendis com a deslignificacdo com NaOH. Martin et al. (2002)
encontraram um valor bem mais alto (4,1 g/L) quando utilizaram bagacgo de cana-de-
acucar pré-tratado com exploséo a vapor e realizaram tratamento de deslignificacdo
com Ca(OH); e encontraram uma reducéo de 80% no teor de fenois. Comparando-
se os resultados entre os diferentes tipos de bagaco, observa-se que houve uma
reducdo de 3 a 7 vezes na presenca de compostos fendlicos quando o material foi
deslignificado. A lavagem exaustiva do material apdés o pré-tratamento pode ter
contribuido para a diminuicao dos derivados fendlicos.

Dentre os inibidores da fermentacdo dos hidrolisados nos materiais
lignocelulésicos, os compostos fendlicos gerados a partir da degradacéo da lignina
sdo considerados 0s mais toxicos (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000). Os
compostos fendlicos podem impedir a bioconversao, inibindo a atividade enzimatica,
destruindo a integridade da membrana e afetando suas propriedades como barreira

seletiva (Heipieper et al., 1994).
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Comparando-se as hidrolises com material deslignificado ou ndo, em batelada
simples, observamos uma reducédo de 85,8% de fendis. Santos e Gouveia (2009)
conseguiram uma reducdo de 88% de fendis, enquanto que Martin et al. (2002),
qguando realizaram tratamento quimico com Ca(OH),, encontraram reducéao de 80%
dos fendis. Analisando-se os hidrolisados dos dois materiais, verifica-se que houve
uma reducdo em média de 75% dos fendis totais no hidrolisado do material

deslignificado em relacdo ao néo deslignificado.

5.3 Selecdo da Linhagem de S. cerevisiae e Padronizac&o do Indculo

Baseado em experimentos prévios realizados no LPB, foram selecionadas
duas linhagens industriais de S. cerevisiae, a UFPEDA 1238 e a UFPEDA 1324
(Pedra 2) a partir do melhor resultado de crescimento em meio de inoculo. Através
do peso seco quantificado neste experimento, foi verificado que a biomassa inicial
utilizada era de 0,4 g/L, o que serviu de referéncia para realizar os experimentos do
presente trabalho aumentando 10 e 20 vezes esse vapor (4,0 e 8,0 g/L,
respectivamente).

Apbs a selecdo das duas linhagens que seriam utilizadas e definicdo das trés
diferentes concentracbes do indculo (0,4; 40 e 8,0 g/L), foram realizadas
fermentacdes em meio sintético com o objetivo de avaliar qual das linhagens
apresentaria maior desempenho.

As curvas de crescimento das leveduras estao descritos na Figura 5.7.
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Figura 5.7. Crescimento das duas linhagens de S. cerevisiae no meio do indculo.

A partir das curvas de crescimento, foram calculadas as velocidades méaximas
especificas de crescimento (Umax) de ambas as linhagens de S. cerevisiae, e 0s
valores encontrados para a UFPEDA 1238 e UFPEDA 1324 foram, respectivamente,
0,16 e 0,30 h™. Embora a UFPEDA 1324 tenha apresentado um pmax quase duas
vezes maior que a UFPEDA 1238, foram avaliados os desempenhos fermentativos
das duas diferentes linhagens. As leituras foram realizadas em absorbancia, uma
vez que é uma variavel proporcional ao crescimento da biomassa.

A Figura 5.8 compara o crescimento durante as fermentacdes, onde foi
observado que, nos experimentos com o menor valor de inoculo (0,4 g/L), houve um
crescimento para ambas as linhagens. Ja nas fermentagcbes com os inoculos
maiores (4,0 e 8,0 g/L), ndo foi observada a fase de crescimento, apenas a fase
estacionaria. 1sso ocorreu porque os inoculos com essas fermentaces tém altas
concentracdes de biomassa e 0s microrganismos n&o precisaram utilizar o substrato
(glicose) para crescimento, apenas para producdo de etanol, uma vez que 0s
cultivos foram realizados com limitacdo de oxigénio (sem agitacao).

A diferenca observada entre os resultados quando utilizada a maior

concentragdo de inoculo (8,0 g/L) provavelmente ocorreu devido a diferenca na
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morfologia das linhagens. Também pode ter ocorrido uma sedimentagcéo das células
durante a leitura da absorbancia.
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Figura 5.8. Efeito do tamanho do in6culo no crescimento durante a producgéo de
etanol.

As linhagens utilizadas nos processos industriais usualmente tém
osmotolerancia limitada (Souza, 2009). O aumento induzido na osmolaridade
externa pode levar a reducao do crescimento e perda de viabilidade das células da
levedura devido ao rompimento do gradiente osmotico. Tal fato pode ocasionar a
perda de volume celular devido as diferencas de pressdo osmatica entre 0s meios
intra e extracelular (Mager e Varela, 1993). Para sobreviver e continuar a crescer, as
células podem recuperar a turgescéncia e depois de uma fase de adaptacéo, o
crescimento é recuperado (Blomberg, 2000).

Dessa forma, isso explica a fase de ajuste durante a fermentacéo utilizando
in6culos com menor concentracdo de biomassa (0,4 g/L). Pacheco (2010) realizou
fermentacdes de sacarose por S. cerevisiae variando as concentragdes de indculo e
observou que os experimentos com menor concentracdo de biomassa tiveram uma
fase de adaptacao antes da producéo de etanol.

As concentracdes de glicose e etanol foram quantificadas no tempo inicial e
apos 12 horas (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Concentrac¢des de Glicose e Etanol durante as fermentagdes. | — indculo
de 0,4 g/L, Il —in6culo de 4,0 g/L e lll — indculo de 8,0 g/L.

UFPEDA-1324 UFPEDA-1238
Glicose (g/L) Etanol (g/L) Glicose (g/L) Etanol (g/L)
Tempo (h) I Il 1 I Il 1] I Il i I I n
0 107,6 1136 1180 O 0 0 114,7 106,0 92,2 0 0 0
12 645 608 57,1 146 235 27,1 66,4 46,1 17,0 10,2 19,9 36,2

A fermentagcdo com 0,4 g/L de biomassa foi a que apresentou o menor
consumo de glicose para ambas as linhagens. Por outro lado, a fermentagédo com o
in6culo maior (8,0 g/L) foi a que apresentou o maior consumo, devido a maior
concentracdo de biomassa. Entretanto, a linhagem UFPEDA 1238 apresentou uma
producdo de etanol (36,2 g/L) aproximadamente 25% maior que a linhagem
UFPEDA 1324 (27,1 g/L).

A partir dos dados da Tabela 5.2, foram calculadas as produtividades e os

rendimentos em etanol (Figura 5.9) e as eficiéncias das fermentacdes (Figura 5.10).

3,5

I 0,4 g/L
[ 4,0 g/L
809l

Qp (g/L.h) Yp/s (g/9) Qp (g/L.h) | Yp/s (9/g)

UFPEDA-1238 UFPEDA-1324

Figura 5.9. Produtividades e rendimentos em etanol das linhagens UFPEDA 1238 e

UFPEDA 1324 durante a padronizagdo do indculo.
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A produtividade obtida na fermentagdo com a linhagem UFPEDA 1238 com o
maior in6culo foi 50% maior (3,09 g/L.h) que a encontrada com a fermentagcédo da
UFPEDA 1324 (2,06 g/L.h) para o mesmo tamanho de inéculo (Figura 5.9). Ribeiro &
Horii (1999) utilizaram trés diferentes linhagens de S. cerevisiae e obtiveram
produtividades iguais a 3,40; 2,72 e 2,88 g/L.h. Stroppa et al. (2003) explica que
apesar de as linhagens possuirem o mesmo perfil cromossdmico, podem apresentar

diferentes perfis fermentativos.
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Figura 5.10. Eficiéncias da fermentacéo etandlica das linhagens UFPEDA 1238 e

UFPEDA 1324 durante a padronizacao do inéculo.

A eficiencia da fermentacdo pela linhagem UFPEDA 1238 com 0 maior
inéculo (8,0 g/L) foi de quase 95 % com apenas 12 horas (Figura 5.10). A analise de
variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que nao houve
diferenca significativa quando foram comparadas as eficiéncias da fermentacgéo (F =
7,05).

A analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que
nao houve diferenca significativa quando foram comparados os rendimentos em
etanol (F = 6,99). A produtividade obtida na fermentacdo com a linhagem UFPEDA
1238 com o maior inéculo foi 50% maior (3,09 g/L.h) que a encontrada com a
fermentacdo da UFPEDA 1324 (2,06 g/L.h) para o0 mesmo tamanho de inoculo. A
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analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que houve
diferenca significativa quando comparadas as produtividades (F = 14,93).

Schmidell et al. (2001) refere-se ao indculo da fermentagdo industrial como a
quantidade de células suficientes para iniciar o ciclo celular fermentativo rapida e
economicamente. Como a alta concentracdo do indculo na fermentacdo promoveu
altas produtividades em etanol e elevadas eficiéncias, a linhagem UFPEDA 1238 foi
selecionada para as etapas posteriores do trabalho com a maior concentracdo de

biomassa testada, 8,0 g/L.

5.4 Fermentac¢bes dos Hidrolisados

A padronizacdo do in6culo apresentou melhor resultado com maior
concentracdo de biomassa (8 g/L) utilizando meio de cultura sintético composto por
100 g/L de glicose inicial. Uma vez que, os hidrolisados enzimaticos apresentaram
uma concentracdo maxima de glicose inferior a 60 g/L. Para uniformizar a
fermentacdo dos hidrolisados, todos os ensaios foram realizados utilizando uma
concentracdo de biomassa inicial igual a 4 g/L. As concentracbes de etanol,
substrato e biomassa séo apresentadas na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Resultados das fermentacdes dos hidrolisados enziméaticos dos bagacos

nao-deslignificado (ND12 — 12 em 12 horas; ND24 — 24 em 24 horas; ND48 — 48 em

48 horas) e deslignificado (D12 — 12 em 12 horas; D24 — 24 em 24 horas; D48 — 48
em 48 horas).

Fermentacdes Si (g/L) St (g/L) X¢ (g/L) Etanol (g/L)
ND12 27,67 0,34 4,88 10,17
ND24 21,40 0,43 6,24 6,18
ND48 22,94 0,47 6,05 5,34

D12 59,69 1,34 7,19 23,38
D24 50,40 0,38 7,13 18,02
D48 45,54 0,43 8,02 16,75

Xt (concentragcdo de biomassa com 24 horas); Si (Concentracdo de glicose); S;
(concentracao inicial de glicose)
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A maior producdo de etanol (23,38 g/L) foi obtida na fermentagdo do
hidrolisado enzimatico, do material deslignificado, proveniente da batelada
alimentada, com adicdo de substrato a cada 12 horas. Isso ocorreu devido este
hidrolisado conter a maior concentracéo de glicose (59,69 g/L). De uma forma geral,
a analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que néo
houve diferenca significativa quando comparadas as concentracbes de etanol
obtidas nas fermentac6es dos hidrolisados ND 24 e ND 48 (F = 6,26), bem como nas
fermentacdes dos hidrolisados D 24 e D 48 (F = 1,23).

Os resultados das produtividades volumétricas em etanol (Qp), rendimento de
etanol por grama de glicose (Yps) e por tonelada de bagago na fermentacdo dos

hidrolisados enzimaticos estédo descritos na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Produtividade volumétrica em etanol (Q,), rendimento de etanol por
grama de glicose (Ypss) e por tonelada de bagaco na fermentag&o dos hidrolisados

enzimaticos.

As produtividades volumétricas em etanol (Qp) nas fermentagbes dos
hidrolisados (Figura 5.11) dos materiais ND e D, foram: 0,42 g/L.h (intervalo de
adicdo de 12 horas), 0,26 g/L.h (intervalo de adicdo de 24 horas), 0,22 g/L.h
(intervalo de adicdo de 48 horas) e 0,97 g/L.h (intervalo de adi¢ao de 12 horas), 0,75
g/L.h (intervalo de adicdo de 24 horas), 0,70 g/L.h (intervalo de adicdo de 48 horas),



55

respectivamente. Isso pode ser atribuido ao efeito inibitério dos compostos fendlicos
(Figura 5.6 B) e a alta concentracdo de glicose no hidrolisado do material D. No
entanto, o efeito inibitério ndo foi tdo forte, pelo fato de que os rendimentos em
etanol no final da fermentacéao foram comparaveis para todos os hidrolisados.

A analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que
houve diferenca significativa quando foram comparadas as produtividades em etanol
(F = 183,28) entre todos os hidrolisados, entre os hidrolisados dos bagacos
deslignificados (F = 25,97) e entre os hidrolisados dos bagacos nao-deslignificados
(F=73,81).

As eficiéncias das fermentagdes dos hidrolisados foram de 76,89%, 70,82% e
66,35% para as bateladas alimentadas conduzidas com o bagaco deslignificado com
alimentacbes de 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Para o0 bagaco nao-
deslignificado, as eficiéncias foram menores, sendo de 67,39% para alimentacao a
cada 12 horas, 57,98% para 24 horas e 50,16% para 48 horas. Comparando-se com
a fermentacdo durante a padronizacdo de inoculo utilizando meio sintético,
observamos uma diminuicao da eficiéncia gerada, provavelmente, pela presenca de
inibidores fermentativos.

O rendimento em etanol (Yp;s) dos meios a base do hidrolisado do bagaco ND
em batelada alimentada foram 0,37 g/g no intervalo de 12 horas de alimentacéo,
0,29 g/g para 24 horas e de 0,28 g/g para 48 horas. Quando o bagaco D foi utilizado,
os valores de Yp;s foram 0,40 g/g com 12 horas, 0,36 g/g com 24 horas e 0,37 g/g
com 48 horas. Tais resultados apontam um aumento de 8,11%, 24,14% e 32,14%
em relagdo aos obtidos com os hidrolisados do bagaco ND, devido provavelmente a
maior concentracdo de fendis totais neste ultimo material.

A analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que
houve diferenca significativa quando foram comparados os rendimentos em etanol
(F = 9,23) entre todos os hidrolisados, ndo houve diferenca significativa quando
comparados os hidrolisados dos bagacos deslignificados (F = 1,00) e houve
diferenca significativa quando comparados os hidrolisadoos dos bagacos néao-
deslignificados (F = 11,78).

Santos et al. (2010) obtiveram valores em torno de 0,30 Qetano/Jgiicose dUrante a
fermentacdo dos hidrolisados de dois tipos de bagaco de cana-de-agUcar. com e
sem deslignificacdo. Tal fato foi devido a concentragdo maxima de etanol e a

concentracéo inicial de glicose obtida no presente trabalho terem sido maiores que
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as encontradas por Santos et al. (2010), devido aos experimentos terem sido
conduzidos em batelada alimentada, aumentando a concentragéo de substrato.

Nas hidrélises enzimatica em batelada alimentada realizadas por Kuhad et al.
(2010) utilizando papel de jornal, o rendimento foi de 0,39 Qetano/Jgicose € @
produtividade de 0,74 g/L.h. Chen et al. (2007) realizaram batelada alimentada
durante hidrélise enzimética do amido de milho e obtiveram rendimento de 0,48
Jetanol/Jglicose € Produtividade igual a 0,76 g/L.h. Os resultados do presente trabalho
apresentaram rendimentos bastante proximos aos resultados de Chen et al. (2007) e
Kuhad et al. (2010) quando utilizado o bagaco D, em qualquer intervalo de tempo de
alimentacao (0,40 g/g com 12 h, 0,36 g/g com 24 h e 0,37 g/g com 48 h).
Comparando-se as produtividades, os experimentos conduzidos em batelada
alimentada com o bagaco D também tiveram resultados semelhantes para os
intervalos de 24 (0,75 g/L.h) e 48 h (0,70 g/L.h) e superior para o intervalo de 12 h,
obtendo uma produtividade igual a 0,97 g/L.h.

De acordo com Andreoli (2008), uma tonelada de cana produz, em média, 84
litros de etanol e 250 kg de bagaco com 50% de umidade, o que equivale a 125 kg
de matéria seca. A producdo de etanol a partir do bagaco ND em batelada
alimentada foi de 55,37 L/t (12h), 47,65 L/t (24h) e 49,35 L/t (48h). Para o bagaco D,
a producao foi de 63,68 L/t (12h), 69,54 L/t (24h) e 77,54 L/t (48h) (Figura 5.12).
Houve um aumento de 15% (12h), 45,94% (24h) e 57,12% (48h), quando foi
fermentado o hidrolisado do material deslignificado. Esses valores foram corrigidos
de acordo com o rendimento em massa obtido apds as etapas de pré-tratamento
(66%) e deslignificacao (50%) conforme a equacao 4.18 (item 4.8). Apesar da perda
em massa apos os tratamentos anteriores a hidrélise, o teor de celulose no material
D ainda proporciona maior concentracdo de glicose e, conseqientemente maior
producao de etanol.

A analise de variancia mostrou ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05) que
houve diferenca significativa quando foram comparados os valores de producédo de
etanol por tonelada de bagaco entre todos os ensaios realizados (F = 37,92),
também houve diferenca significativa quando comparados os resultados dos
bagacos nao-deslignificados (F = 16,68). Também foi verificado que ndo houve
diferenca significativa quando comparados o0s resultados entre os bagacos
deslignificados (F = 3,41).
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Os resultados indicam que a utilizagédo do bagaco deslignificado no processo
de batelada alimentada com menor intervalo de tempo de alimentacdo (12 horas)
favorece ao aumento da concentracdo de glicose, o que contribui com a producao
de etanol.

Os resultados das producdes dos subprodutos da fermentagéo, glicerol e
acido acético, podem ser visualizados na Figura 5.12. Os hidrolisados a partir do

bagaco deslignificado apresentaram maior quantidade de glicerol.
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Figura 5.12. Concentracdes de glicerol e &cido acético apis 24 horas de

fermentacédo dos hidrolisados enziméticos.

Dentre os compostos toxicos, o acido acético formado da degradacédo da
hemicelulose tem sido descrito como um dos principais inibidores do metabolismo
microbiano. O efeito inibidor desse &cido esté diretamente relacionado com a acidez
do meio e, principalmente, a sua concentracdo no meio de fermentacéo (Ferrari et
al., 1992).

Santos e Gouveia (2009) quantificaram estes inibidores nos hidrolisados de
bagaco de cana-de-acuUcar deslignificado e observaram auséncia de derivados
furanicos e quantidades muito pequenas de compostos fendlicos e de acido acético

ja que o hidrolisado foi obtido a partir de bagaco deslignificado e este material apos
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a deslignificacao foi lavado exaustivamente o que favoreceu a remocgéo de parte
destes compostos.

De acordo com Palmqvist e Hahn-h&gerdal (2000), os acidos organicos fracos
diminuem a producdo de biomassa e de etanol apenas a partir de concentracdes
maiores que 6 g/L. Dessa forma, a concentracdo de acido acético presente nos
hidrolisados enziméticos ndo é considerada um fator limitante para a fermentacao.

A formacdo de glicerol na fermentacdo alcodlica estd acoplada ao
crescimento, a formacdo de acidos e situacdes de estresse para a levedura, tais
como estresse osmotico causado por elevadas concentracdes de aglcares ou sais,
contaminacao bacteriana e temperatura elevada (Basso, 2006).

A producéo desses subprodutos implica diretamente na reducéo da producao
de etanol, mas alguns deles sdo fundamentais para preservar a atividade
microbiana. O glicerol, por exemplo, é importante para a manutencdo do

crescimento da levedura.
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6 CONCLUSOES

* As anadlises de MEV e a caracterizagdo quimica evidenciaram uma grande
solubilizacdo dos componentes, tornando a celulose mais expostas a cada
etapa de processamento da biomassa.

« Com areducao de mais de 1/3 da carga enzimatica inicial foi gerada quase a
mesma concentracdo de glicose, 0 que representa um avangco na economia
de enzimas.

* O intervalo de tempo de alimentacdo menor favoreceu ao aumento na
concentracéo de glicose tanto para o bagago ND quanto D.

A concentracdo de biomassa de 8 g/L no inoculo foi suficiente para o
consumo de praticamente toda glicose no meio de fermentagdo em apenas
12 horas.

« Mesmo com as perdas apOs a deslignificacdo, para todos os intervalos de
tempo de alimentagcdo, o bagaco D, com intervalo de alimentacdo de 12
horas,apresentou resultados mais elevados de producéo de etanol por

tonelada de bagaco, comparados ao bagaco ND.
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Fed-batch enzymatic hydrolysis of sugar cane bagasse for ethanol

production by Saccharomyces cerevisae UFPEDA 1238 in SHF process

Abstract

Enzymatic hydrolysis of steam-exploded sugarcamgasse, either alkali-delignified or non
delignified, using cellulases 10 FPU/g cellulosel rglucosidase, was performed. In fed-
batch enzymatic hydrolysis, 1 g of material waseadgeriodically after 12, 24 or 48 h. The
delignification led to a 75 % increase of cellulasmtent in the solid fraction and to an 83 %
decrease of lignin content. The batch hydrolyssilted in releasing 16.8 and 40.6 g/L of
sugars for non-delignified and delignified bagassspectively. Glucose concentration was
higher when the addition period was 12 h (59.69 ig/the experiment with the delignified
bagasse), although the conversion has been lowandntations of hydrolysates of fed-batch
hydrolysis were performed usin§accharomyces cerevisiddFPEDA 1238. Maximum
ethanol volumetric productivities in the fermeras of the hydrolysates of the non-
delignified and the delignified material (12-h attwh period) were, respectively, 0.42 and
0.97 g/L.h. Higher concentration of glucose wasegated in the fed-batch mode using the
same enzyme load of batch hydrolysis, due the ¢ayer of enzyme to continue hydrolyzing

the newly added substrate.

Keywords: sugarcane bagasse, enzymatic hydrobianol,Saccharomyces cerevisjded-

batch.
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1. Introduction

Lignocellulosic biomass, such as agro-industrigidees provide low cost feedstock
for the production of fuels and chemicals. Sugagchagasse, the major by-product of the
sugarcane industry, is an economically viable ary promising raw material for bioethanol
production in the large-scale process perspeciabd¢loet al, 2011).

In order to obtain fermentable sugars from bagasskulose has to be hydrolysed
either with acids or with enzymes. Enzymatic hygs@ has several advantages compared to
acid hydrolysis because it is performed under mitaditions of temperature, pressure and
chemical aggression, thus leading to a decreasedafmn of by-products (Riverat al,
2010). Furthermore, due to the enzyme specifitity,degradation of sugars furan aldehydes
is avoided (Galbe and Zacchi, 2002; Sun and CHz0@gR).

However, due to the recalcitrant structure of liggltulosic materials, native cellulose
is low reactive towards enzymes. Therefore, a @attnent, such as steam explosion among
other metods, is required prior to enzymatic hyghisl to make the cellulose more accessible
to attack by enzymes (Galbe and Zacchi, 2002)rdierato avoid the interference of lignin on
enzymatic hydrolysis, the pretreated material candblignified, for instance with sodium
hydroxide, leaving a solid enriched in celluloser{§el and Wegener, 1984). As result of
these treatments, swelling in the lignocelluloset@nial occurs, leading to increase of internal
surface area, decrease of the degree or polymenzand crystallinity, separation of
structural linkages between lignin and carbohydrated disruption of the lignin structure
(Fanet al, 1982).

The enzymatic hydrolysis of cellulose involvessthdifferent kinds of synergistically-

acting enzymes, namely endoglucanases, exoglusaaas@-glucosidases (Molonegt al,
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1985; Olsson and Hahn-Hagerdal, 1996; Chkeral, 2007). The enzymatic hydrolysis of
cellulose is affected by the reaction conditiom& product inhibition, and substrate-related
factors (Balat, 2011).

Even if the efficiency of the enzymatic hydrolysis high, the low substrate
consistency in the reaction mixture leads to lowasuconcentration in the hydrolysates
(Kuhadet al, 2010). Raising the substrate concentration tolbhaydrolysis helps to increase
sugar concentration, but it also changes the rigezdbproperties of the fibrous suspensions,
which difficults mixing and heat transfer (Rudaf al, 2005). These problems can be
avoided if the hydrolysis is carried out in feddkatmode,i.e., by adding the substrate
gradually to maintain the viscosity at low leveh@et al, 2007).

In enzymatic hydrolysis experiments with newspaiiehad et al. (2010) observed
that in fed-batch mode the production of sugarsl, @oensequently, the ethanol yield were
improved compared to batch experiments (Kubadl, 2010). Decreased reaction time is
required in fed-batch hydrolysis for achieving e@lent substrate degradation and increased
productivity of ethanol as compared to simple baidde (Cheret al.,2007).

In the current work, the fed-batch enzymatic hiyhis of steam-pretreated sugarcane
bagasse, either delignified or non delignified, wasstigated. Different intervals of substrate
adding were evaluated in order to determine thectffof the experimental conditions on the
yield of the enzymatic hydrolysis. Thereafter, #reymatic hydrolysates were fermented to

ethanol usingsaccharomyces cerevisiae

2. Material and methods

2.1. Raw material, pretreatment and delignification
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Sugarcane bagasse, pretreated by steam explosRi0-& for 7 min at pilot scale,
was kindly provided by Department of Biotechnologly Lorena School of Engineering
(University of Sado Paulo). A portion of the preteshbagasse was delignified with 1% (w/v)
NaOH at a 1:10 (w/v) solid-to-liquid ratio at 2@for 1 h in a 20-L rotary reactor (AUE/20,
Regmed Indastria Técnica Ltda.), fitted with mixaugd heating systems.

The content of polysaccharides and lignin in the bagasse was determined by two-
step analytical acid hydrolysis, according to thalgtical procedure recommended by Rocha
et al. (1997) and validated for sugarcane bagasse by &iat al. (2009). Polysaccharide
content was calculated after the chromatographamtification of sugars in the hydrolysates,

and lignin was determined as the hydrolysis residue

2.2. Enzymes and activities

A commercial preparation ofrichoderma reesecellulases (Celluclast 1.5L: 69.50
FPU/mL and 13.7 CBU/mL) and #-glycosidase preparation (Novozym 188: 1340
CBU/mL), both from Novozymes A/S (Bagsveerd, Denmankere added. Enzyme activities

expressed were determined according to the metbsctided by Ghose (1987).

2.3. Enzymatic hydrolysis of cellulosic

Batch and fed-batch enzymatic hydrolysis were peréal in 500 mL Erlenmeyer
flasks containing 100 mL of 50 mM sodium citratdfeu(pH 4.8) and 8 g of steam-exploded
bagasse either delignified (D) or non delignifi®&D{) (Section 2.1). The cellulase load was
10 FPU/g cellulose in all the experiments, whetbag-glucosidase load was 5% (v/v) of the

added cellulose amount for the non-delignified Isagaand 10% for the delignified sample.
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The Erlenmeyer flasks were incubated in a rotagkshat 50°C and 150 rpm. In fed-batch
enzymatic hydrolysis, the experiments were stantigl 8 g bagasse, and 1 g of material was
added periodically after 12 (ND12 and D12), 24 (M&d D24) or 48 h (ND48 and D48) h.

All experiments were performed in duplicate.

2.4. Microorganism

An industrial strain (UFPEDA 1238) &accharomyces cerevisjdendly provided by
the Culture Collection of Department of Antibiotickthe Federal University of Pernambuco,
Brazil, was used. The strain was maintained inl@ snedium containing (in g/L): glucose

(20), yeast extract (4), peptone (3) and agar @xH 7.0.

2.5. Inoculum preparation and Fermentation

Pure yeast culture from the medium described ini@e@.4 was added to a 500 mL
Erlenmeyer flask containing 100 mL of the followisgmponents: glucose (20 g/L), yeast
extract (4 g/L) and peptone (3 g/L) at pH 7.0. Bikenmeyer flask was incubated in a rotary
shaker at 30°C and 250 rpm. After 12 h, the cedpsasion was filtered through a 0.45 pm
filter. The filtrate was discarded and the cellgevee-suspended in 10 mL sterile water and
transferred to a 250 mL Erlenmeyer flask, contajr® mL of enzymatic hydrolyzate.

The fermentation medium based on enzymatic hydatéyazvas supplemented with
yeast extract: 4 g/L, (NH)LSOy: 2 g/L, KH,POy: 2 g/L and MgSQ@7H,O: 0.75 g/L. The pH
was adjusted to 5.5. All fermentations were caroed to 34° C, without agitation and in

duplicate.
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2.6. Analysis

Sugars, ethanol and furan aldehydes were quantifieéHPLC (Agilent HP 1100,
Germany). All samples were filtered through a Qu filter. Cellobiose, glucose and ethanol
were separated on an Aminex HPX-87@io-Rad, Hercules, CA, USA) column at 50°C,
using 5 mM HSQ, at a flow rate of 0.6 mL/min as mobile phase, detected with an RI-
detector. Furfural and 5-hydroxymethylfurfural (HMwere separated on a C-18 column
(Beckman) at 25°C, using 11.2/88.8 acetonitrile({#)-acetic acid mixture at a flow rate of
0.8 mL/min as mobile phase, and detected by th&frdbdsorbance at 274 nm. The total
content of phenolic compounds was determined bythie-Ciocalteu method with galic acid
as calibration standard, using a HP 8453 specttoptiter (Agilent, Germany).

The crystallinity index (Cl) was measured by X-daffraction (XRD), performed on a
vertical goniometer (XRD — 6000, Shimadzu) using>Gtay radiation generated at 1.2 kW
and graphite monochromator in the angular range fioto 80 degrees (Bragg angle), step
angle of 0.05° and counting time of 1 s. The CI walsulated from the height ratio between
the intensity of the crystalline peakydd with subtraction of amorphous peak.jl and
crystalline peak (b2) multiplied by 100.

Scanning electron microscopy (SEM) images were iseguwith a JEOL JSM-
5900LV instrument operated with 15 kV acceleratundfage, 16 cm working distance and
detection of secondary electrons. Sample preparatas done by particulate sticking on the

sample holder followed by sputtering of a condwetwld layer.

3. Results and discussion
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After the delignification, the cellulosic pulp camted 87.29% cellulose, 6.88%
hemicelluloses and 5.68% lignin. As result of tldighification, the content of lignin in the
pulp was approximately 83% lower than in the stexploded bagasse prior to
delignification (Table 1). On the other hand, doe€lignin solubilization, cellulose content
increased in approximately 75%. The removal ofitignas higher than that mentioned (24-

55%) by Kumatet al. (2009) for alkaline delignification of sugarcareghsse.

Tablel

The removal of lignin by the alkaline delignificat led to fibers unpacked and an
open structure, more accessible to the action afrees. The surface area and porosity
analysis, revealed a higher area (1.34 + 0.8&)nfor the delignified material than for the
non-delignified one (1.24 + 0.03 %g), which is in good agreement with the SEM
observations (Figures 1A and 1B). This is in acaoo® with previous information on the
action of alkali on lignocellulosic materials. # well known that sodium hydroxide causes
swelling, increasing the internal surface of celhd and decreasing the degree of
polymerization and cristallinity, which provokegmin structure disruption (Taherzadeh and

Karimi, 2008).

Figures 1A and 1B

From the results of the X-ray diffraction analysissteam-exploded and delignified
sugarcane bagasse, the crystallinity index valdes each material was obtained. The
crystallinity index (Ic) decreased from 72.1% ire thagasse that was only steam-pretreated

to 48.4% in the pretreated and delignified matefilkese results are consistent with the
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goal of the pretreatment and delignification touslthe crystallinity of cellulose in order
to improve its enzymatic conversion (Hagerdal-Hahal, 2006).

In a first batch hydrolysis experiment, tiaylucosidade load was the same (5% (v/v)
for both non-delignified and delignified materiéh. the hydrolysates of the non-delignified
material, cellobiose concentration was lower thag/l1after 24 hours (Figure 2), indicating
that the3-glucosidade load was enough to hydrolyse cellohioggucose. On the other hand,
this load was not enough in the hydrolysis of tledigmified material, since cellobiose
concentration in the hydrolysate was around 5 ddhsed on these results, in further
hydrolysis experiments with delignified bagassefffucosidade load was increased to 10%
(v/v),which led cellobiose concentrations belovg/R after 60 hours. All the results shown in
the rest of this work were obtained us[wglucosidade loads of 5 and 10% (v/v) for the non-

delignified and delignified material, respectively.

Figure 2

A clear effect of delignification on the enzymatiydrolysis was observed. The
concentration of glucose was 40.6 g/L after 48 baith hydrolysis in the hydrolysates of the
delignified material, whereas for the non-deligeifimaterial the maximal concentration of
glucose was only 16.5 g/L after 72 h (Figure 3)slalso noteworthy the high reaction rate
observed in the hydrolysis of the delignified saepihere glucose concentration after 24 h

reached 34 g/L, which is equivalent to 81% of theximal achieved concentration.

Figure3
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In an experiment using 37 FPU/g cellulose, Sasatad. (2010) found 50 g/L glucose,
after 48 hours of batch enzymatic hydrolysis ofasigretreated and alkali-delignified
bagasse. In the current work, the achieved glucoseentration was only 18% lower despite
the fact that the enzyme load used (10 FPU/g osl®)lwas around 73% lower. This result
indicates that the enzyme load used in this studg vather enough. It appears, that the
enzyme load used in Santes al. (2010) work was excessive, and a part of the eezym
remained inactive. According to Lee and Fan (1988 ,enzymes initially adsorb on the fiber
surface and form a single layer, while the remairaleenzyme forms additional layers. The
superficially adsorbed first layer of enzyme on fitber would play a significant role on the
hydrolysis, but it restricts the diffusion procesk the other enzyme layers through the
structure of the substrate (Carridtbal, 2005).

Taking into account that hypothesis, in this wdrk hydrolysis was performed in fed-
batch mode in order to evaluate whether the owgerl of enzyme would continue to
hydrolysis the newly added substrate. Fed-batclreatic hydrolysis was performed starting
with 8 g of biomass, and 1-g portions were addedtatvals of 12, 24 or 48 hours.

The fed-back addition of substrate improved thecgse formation pattern for both
delignified and non-delignified material (Figureé 4nd 4B) compared to the enzymatic
hydrolysis carried out in batch mode of operatidigyre 3). The highest results were
achieved when the addition period was 12 h, wh&reoge concentration reached 58.2 g/L
after 108 h in the experiment with the delignifiealgasse (Figure 4A). In the hydrolysis of
the non-delignified bagasse (ND), although gluclesmation was lower than that achieved
for the delignified (D) material, it is evident thiwas also positively influenced by the 12-h

addition period (Figure 4B).

Figures4A and 4B
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Regarding longer addition periods, no clear diffiees between the effect of 24-h and
48-h periods were observed up to 72 h for the ddiegyl material (Figure 4A). However,
starting from 84 h glucose concentration was caraialy higher in the experiment with 24-h
addition period than in the one with 48-h perioch e other hand, for the non-delignified
bagasse, glucose formation was generally higherther24-period than for the 48-h one
(Figure 4B).

It should be noted that despite the higher gluamseentrations achieved in the fed-
batch hydrolyses, the hydrolytic conversions ofutese were lower, 25 — 40% with the non-
delignified bagasse (Figure 5A) and 30 — 50% wlida delignified material (Figure 5B), than
those achieved in batch (40% with ND and 55% wiji{fdgure 5C). In general, long feeding
periods favored the enzymatic hydrolysis processl the highest conversion (50%) was

achieved with the longest period (48 h).

Figure5

The presence of fibers still intact after 120 hhgfirolysis in fed-batch with 12-h
addition period (Figure 6A) indicates that thisemvial was not enough. With respect to ranges
of 24 (Figure 6B) and 48 hours (Figure 6C), therddgtion of the fibers increased with
increasing the hydrolysis time. The Figure 6C shtved has a remarkably superior wear of
fibers, indicating that there was a greater avditglof material to enzymatic attack, wich

favors the fed-batch with a longer interval of fieggdtime (48 hours).

Figure 6
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The results showed that although lower conversiares achieved in fed-batch
hydrolysis, higher amounts of substrate are hydealyand higher concentrations of glucose
are obtained than when operating at batch modey ukansame enzyme load. That is due to
the low consistency of fibrous suspensions withtregly low initial substrate concentrations,
which avoids the mixing and heat transfer probléypsgcal for the viscous suspensions used
in the batch operation mode (Rudetfal, 2005; Cheret al, 2007).

As it should be expected from enzymatic hydrolysise concentrations of
fermentation-inhibitory compounds were low in &léthydrolysates (Figure 7). However, it is
noteworthy that while the levels of the furan alglids (furfural and HMF) were comparable
for all the conditions, the concentration of phé®lwas around four times higher in the
hydrolysates of non-delignified bagasse than irs¢hobtained from the delignified material.
That can be linked with the hydrolysis of the hesflidosic fraction due to the
hemicellulolytic activity of the used enzyme pregigon. As result of that hydrolysis, some
phenolic compounds that had remained attachedrockéuloses could have been released.
That did not occur with the delignified bagasseicsi most of the hemicelluloses that
remained unhydrolysed after pretreatment were ddal during the delignification, and the
xylan entering the enzymatic hydrolysis step cqoesled to the difficult-to-hydrolyse

hemicellulosic fraction.

Figure?

The results of fermentations of hydrolysates offétebatch hydrolysis are shown in
the Table 2. The volumetric productivity of ethadaling fermentation was 0.70-0.97 g/L.h
for the hydrolysates of delignified bagasse (D-loyybates), and 0.22-0.42 g/L.h for those of

the non-delignified material (ND-hydrolysates) (kg 8). The values achieved in the
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fermentations of the hydrolysates of non-deliguiflagasse was 31-43% lower. This can be
attributed to the inhibiting effect of the phenatismpounds, which are more abundant in the
hydrolysates of the non-delignified bagasse (FigQrePhenolic compounds can also be the
cause of the lower biomass yield achieved in thendéatation of non-delignified material
(Table 2). Another possible reason of the bettenéatability of the D-hydrolysates is their
high substrate availability since they have glucosecentrations considerably higher than

those of the hydrolysates of the non-delignifiederial.

Figure8

Table?2

The ethanol yield (¥9 in the fermentation was better for the hydrolgsatof
the delignified bagasse (0.36-0.40 g/g) than fas¢éhof the non-delignified material (0.28-
0.37 g/g) (Fig. 6). In the D-hydrolysates, the aetilayield was comparable independently of
the addition period used in the fed-back hydrolyswhereas in the ND-hydrolysates, it
was considerably better (0.37 g/g) for the 12-hitamd period than for the 24-h and 48-h
addition periods (0.29 and 0.28 g/g, respectiveife lower yields in the hydrolysates of the
non-delignified bagasse are a result of the inimiteffect of the phenolic compounds,
whose concentration in that material was higheshtuld be noted, however, that the ethanol
yield was less inhibited than the volumetric pradaty of ethanol. The ethanol yields in the
fermentation of the ND-hydrolysates were approxatyaB-32% lower than those achieved
for the D-hydrolysates, whereas that difference wassiderably higher (31-43%) for the

volumetric productivity.
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4. Conclusions

Using SEM analysis, crystallinity index determioatiand chemical characterization it
was shown that alkaline delignification led to angiicant solubilization of bagasse
components, making fibers more exposed to thelobjtic enzymes. The fed-back addition
of both delignified and non-delignified bagassehmit12-h periods led to higher glucose
concentrations than within 24-h and 48-h periodgghelr concentration of glucose was
generated in the fed-batch mode using the samevenioad of batch hydrolysis. The enzyme
load was 73 % reduced when comparing with preweork, due the outer layer of enzyme to

continue hydrolyzing the newly added substrate.
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List of Figures

Figure 1. Photomicrographs of non-delignified (A) and deifged material (B).

Magnification 1 000X.

Figure 2. Cellobiose concentration during fed-batch enzymiyidrolysis of delignified (D)
and non-delignified (ND) steam-exploded sugarcagabse with 10 FPU/g cellulose and 5%

(v/v) of B-glucosidase.

Figure 3. Glucose concentration during batch enzymatic Hydi® of delignified (D) and

non-delignified (ND) steam-exploded sugarcane bsgas

Figure 4. Glucose concentration during fed-batch enzymatardiysis of delignified (D) and

non-delignified (ND) steam-exploded sugarcane bsgas

Figure 5. Conversion of cellulose during: fed-batch enzymatydrolysis of non-delignified
(A) and delignified (B) steam-exploded sugarcangalae; batch enzymatic hydrolysis of

non-delignified and delignified steam-exploded sugae bagasse (C).

Figure 6. Photomicrographs of the delignified material afemi-batch enzymatic hydrolysis
with: 12 hours of feeding interval (A), 24 hours feleding interval (B) and 48 hours of

feeding interval (C).
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Figure 7. Concentrations of HMF, furfural and phenolic compds in the hydrolysates

obtained by fed-batch enzymatic hydrolysis of defigd (D) and non-delignified bagasse
(D).

Figure 8. Ethanol volumetric productivity (&, and ethanol yield per gram of glucosegY
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Table 1. Composition of steam-exploded sugarcangads® delignified (D) and non-

delignified (ND).

Bagasse Cedlulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%)

ND 49.66 + 1.22 7.94 +0.57 34.59+1.24
D 87.29 £2.22 6.88 £ 0.69 5.68 +0.13
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Table 2. Results of fermentations of enzymatic blydrates of delignified (D) and non-

delignified (ND) and delignified steam-exploded atgane bagasse.

Fermentations S (g/L) S (g/L) Xz (g/L) Ethanol (g/L)
ND12 27.67 0.34 4.88 10.17
ND24 21.40 0.43 6.24 6.18
ND48 22.94 0.47 6.05 5.34

D12 59.69 1.34 7.19 23.38
D24 50.40 0.38 7.13 18.02
D48 45.54 0.43 8.02 16.75

Xi (4.0 g/L); S(Final glucose concentration — 24 hours)li8tial glucose concentration)



97

APENDICE B — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA
INDUSTRIAL CROPS AND PRODUCTS

ke
| ] incustl Crops and Procucts - Beevier | [+]-
- AlellB

]
&l
il

2

| I Gmsi - Ertrada (33) - setsrgouveia@gm.. | i Ssvier Edtoral SystemTh
&
w v INDUSTRIAL CROPS Contact us [ E Maintenance outage on 15 April 2042 ... more

> Editors’ Update on Open Access: Read more...

[«

=5 glsevier. com/indor/

AND PRODUCTS 1

home | main menu | submit paper | guide for authors | register | changs details | log out

Version: EES 2011.1.3

Submissions Being Processed for Author Ester Gouwveia, PhD

Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display HD_EI results per page.

Manuscript Initial Date Current
Number i Submitted Status
Action & |AV AV AV
Submitted to

Fed-batch enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse for ethanol production by Apr 12, 2012 Apri2,
i g 2012 Journal

AN ke Saccharomyces cerevisiae UFFEDA 1238 in SHF process

Display [10 : I results per page.

Page: 1 of 1 (1 total submissions)

<< Author Main Menu I

Copyright ® 2012 Elsevier BV, Al rights reserved.

Help | Privacy Policy | Terms and Conditions | About Us



