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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi realizar o pré-tratamento hidrotérmico do
bagaco de cana-de-aclcar (BCA), e em seguida, realizar ensaios de Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultdneas (SSF), utilizando levedura liofilizada Saccharomyces
cerevisiae. O BCA foi tratado em trés condig¢des: 195 °C/10 min, 195 °C/10 min com
0,021 % NaOH e 195 °C/ 10 min com 0,5 % NaOH. Depois da etapa de pré-tratamento a
fracdo insoltvel foi separada da fracdo liquida por filtracdo e lavada com éagua para a
remocdo dos acucares sollveis e compostos inibidores. As fracdes soélidas foram
analisadas quimicamente. ApOs as caracterizacdes, os soOlidos foram hidrolisados
utilizando celulase comercial e fermentados. As SSFs foram realizadas em shaker com 10
e 15 % (m/m) de carga de sélidos a 250 rpm a 37 °C por 120 h. Os resultados mostraram
que os BCAs tratados apresentaram satisfatdria remocdo de hemicelulose. Nas SSFs
obteve-se maxima conversao em glicose de 47,7 % (ensaio com 15 % de sélidos sem
deslignificacdo) e rendimento em etanol de 41,8 % (ensaio com 10 % de sélidos com
deslignificacao alcalina).

1. INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos sdo muitos abundantes no Brasil e podem ser obtidos de varios
processos agroindustriais, tais como na producdo de aclcar e etanol nas usinas. Estes residuos
agroindustriais contém grandes quantidades de agucares fermentesciveis que podem ser hidrolisados e
fermentados para a producéo de etanol de segunda geracdo (2G) (Silva, 2011).

O bagaco de cana-de-agucar (BCA) é constituido basicamente de celulose, hemicelulose e
lignina. A celulose é um polimero linear do dimero glicose-glicose (celobiose), rigido e dificil de ser
hidrolisada. A sua hidrdlise completa gera a glicose (acucar de seis carbonos fermentescivel). A
hemicelulose ¢ um heteropolimero constituida principalmente do mondémero xilose e com varias
ramificacOes de manose, arabinose, galactose entre outras. A sua hidrolise é mais facil que a da
celulose, porém a fermentacdo da xilose (acUcar de cinco carbonos) é um pouco mais dificil. Por fim,
a lignina é uma macromolécula aromética heterogénea formada por ligacdes éter biologicamente
estaveis. Sua estrutura quimica é hidrofébica e complexa. E formada por unidades de fenilpropano
derivadas da polimerizacdo oxidativa de trés alcodis precursores: trans-p-cumaérico, trans conifero e
trans sinapilico (Curvelo, 1992).

Vérias tecnologias estdo disponiveis para a conversdo da biomassa em agucares monoméricos
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(Santos et al., 2011). O diferencial entre as tecnologias esta no catalisador utilizado na etapa de
hidrélise dos polissacarideos do material lignocelulésico (Kadér et al., 2004).

As etapas de hidrolise enzimatica e fermentacdo podem ser conduzidas simultaneamente,
processo que é conhecido como Sacarificagdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF) (Ohgren et al.,
2006). A SSF é um processo mais eficiente que a Sacarificacdo e Fermentacdo Separadas (SHF), pois
reduz o acumulo de agucares que podem inibir a enzima durante a etapa de hidrdlise (Brethauer e
Wyman, 2010). Além disso, a combinacao das etapas de hidrdlise e fermentacdo diminui os custos do
processo e reduz os riscos de contaminacao (Olofsson, Bertilsson e Gunnar, 2008).

Este trabalho avaliou a etapa de pré-tratamento hidrotérmico do BCA e realizou experimentos
na configuragdo Sacarificagdo e Fermentagdo Simultaneas.

1.1. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico tem atraido grande atencdo pelo fato de usar apenas dgua como
solvente. No pré-tratamento hidrotérmico, dependendo da condicdo operacional empregada
(temperatura e tempo de reacdo), é possivel obter significativa remocao da hemicelulose com retencédo
da celulose na biomassa e melhoramento da sua digestibilidade pela celulase (Hu et al., 2011).

A &gua liquida abaixo do ponto critico é favorecida para realizacbes de reacdes quimicas. A
constante de ionizacdo da agua aumenta com a temperatura e é cerca de trés ordens de grandeza maior
do que a temperatura ambiente. Além disso, a constante dielétrica da agua diminui com a temperatura.
A baixa constante dielétrica da agua permite que a agua liquida dissolva os compostos organicos,
enguanto que uma alta constante de ionizacdo da agua promove em um meio acido a hidrélise da
biomassa, através da clivagem das ligacOes de éter e éster favorecendo a hidrélise da hemicelulose
(Savage, 1999; Kumar e Gupta 2009 e Franck, 1998). O &cido acético formado a partir da
desacetilacdo parcial da fracdo hemicelulésica atuarda como catalisador da reacdo da hidrolise da
biomassa promovendo a despolimerizacdo da hemicelulose (processo autocatalitico).

O pré-tratamento hidrotérmico é tipicamente conduzido em temperaturas entre 150 a 220 °C. A
depender das condi¢des operacionais ocorre uma maior ou menor despolimerizacdo da hemicelulose.
Esse fato pode levar a maior concentragdo de oligossacarideos e/ou do mondémero (xilose). A
recuperagdo desse mondmero pode variar entre 88 a 98 % (Kumar et al., 2011).

Valores de pH abaixo de 3 podem causar a precipitacdo da lignina e também catalisar a degradacdo
da xilose. Para evitar a formacdo de inibidores, o pH deve ser controlado entre 4 e 7 durante a etapa de
pré-tratamento. Nesta faixa de pH minimiza-se a formacdo de monossacarideos e, por conseguinte, a
formagcé&o de produtos de degradacdo. Manter o pH perto do neutro (5 a 7) evita a formacao de inibidores
da fermentacéo durante a etapa de pré-tratamento (Bobleter 1994; Hendriks e Zeeman 2009).

A intensidade do pré-tratamento hidrotérmico pode ser quantificada por um parametro
denominado fator de severidade (ro). Este parametro foi proposto por Overend e Chornet em 1987
(Equacéo 1).
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onde: t é o tempo de residéncia (em minutos) e T é a temperatura (em °C).

Este fator pode ser usado para medir o efeito combinado de ambas as variaveis, tempo e
temperatura, em um dado pré-tratamento.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Bagaco de cana-de-acucar (BCA)

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste projeto foi cedido pelo CTC (Centro de Tecnologia
Canavieira, Piracicaba, SP). Neste trabalho as amostras de BCA foram peneiradas em uma malha de
3 mm.

2.2. Pré-tratamento do BCA

O BCA in natura foi pré-tratado hidrotermicamente a 195 °C/10 min com agitacdo de 200 rpm
na propor¢do 1:10 (m/m). O material ap6s o primeiro pré-tratamento foi filtrado e em seguida,
desliginificado com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH). As concentracdes das solucdes foram
0,021 % e 0,5 % de NaOH. O material tratado hidrotermicamente foi desliginificado na proporcao
1:10 (m/v) em autoclave a 121 °C por 30 min. Apds o tempo de reacdo, 0 BCA desliginificado com
0,021 % de NaOH foi lavado trés vezes com volume de 500 mL de &gua deionizada (£ 60 °C). O
BCA tratado com 0,5 % de NaOH foi lavado até pH 7,0. Determinou-se a umidade dos BCAs
deslignificados. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos herméticos em camara fria para
posterior caracterizacdo quimica (metodologia descrita por Gouveia et al., 2009) e hidrdlise
enzimatica.

2.3. Sacarificacédo e Fermentacéo Simultaneas (SSF)

Ensaios de SSFs foram realizados com o material tratado a 195 °C/10 min seguido de
deslignificacdo com 0,021 % e 0,5 % de solucdo de NaOH. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas.

O inoculo foi preparado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL em shaker 32 °C com agitacdo de
200 rpm por 16 horas. O in6culo foi constituido de 5,0 g/L de extrato de levedura, 10,0 g/L de
peptona, 25,0 g/L de glicose e 2,0 g/L de Saccharomyces cerevisiae (liofilizada PE-2). Terminado o
tempo de reacdo, o meio foi centrifugado em tubos Falcon de 45 mL a 6.000 rpm por 10 min. Retirou-
se 0 sobrenadante e suspendeu-se o inéculo com tampao citrato 50 mM, pH 4,8. Adicionou-se em
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cada frasco 0,5 mL de in6culo com densidade otica (DO) de 0,5. A DO foi calculada segunda
Equacéo 2 (NREL, 2008).

volume de hidrolisad o (mL) x 0,5
D.O final doino6culo

Volume total de inéculo (mL) :( jx(m’;mero defrascoshidrolisad os +1) (2)

O meio de fermentacdo foi preparado em um baldo volumétrico de 250 mL. O meio foi
constituido de 5,0 g/L extrato de levedura, 3,0 g/L de peptona, 2,5 g/L de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0O4.7H20), 1,0 g/L de fosfato de dipotassio (K:HPO.) e 5,0 g/L de sulfato de
amonio (NH4)2S0s.

As SSFs foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 250 mL em shaker a 250 rpm a
37 °C por 120 h na proporgdo de 10 e 15 % de carga de solidos e carga enzimética de 20 FPU
(Accellerase 1500)/g BCA tratado. Nos ensaios com 15 % de solidos adicionou-se esferas metalicas
para ajudar na dissolucdo do BCA tratado. Adicionou-se 5,0 mL de meio de fermentacédo, 2,5 mL de
tampdo citrato pH 4,8 (50 mM), 0,5 mL de indculo de DO de 0,5 e agua deionizada até massa total de
50,0 g. Aliquotas foram retiradas e filtradas em membrana de celulose 0,2 um para anélise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos rendimentos massicos (R) obtidos apds cada etapa de
pré-tratamento. A perda de massa nas amostras que foram deslignificadas em relacdo a amostra que
somente sofreu tratamento hidrotérmico foi de 8,7 % para o BCA hidrotérmico /0,021 % NaOH e
15,6 % para o BCA tratado hidrotermicamente /0,5 % NaOH.

Tabela 1. Rendimentos massicos (R) obtidos na etapa de pré-tratamento.

Condicdes de pré-tratamentos R (%)
195 °C/10 min 63,4
195 °C/10 min /0,021 % de NaOH 57,9
195 °C/10 min /0,5 % de NaOH 53,5

R = massa final (g) / massa inicial ()

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos nas caracteriza¢cdes quimicas das amostras de BCA
sem deslignificacdo e com deslignificacdo de 0,021 e 0,5 % de solugdo de NaOH.
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Tabela 2. Caracterizacdo quimica das amostras de BCA (in natura e pré-tratadas).

Componentes In natura 195 °C/10 min 195 °C/10 min 195 °C/10 min
(%) com 0,021 % com 0,5 %
NaOH NaOH
Celulose 40,8+1,6 55,7+0,8 58,7+2,2 60,5+ 0,5
Hemicelulose 245+0,8 6,3+£0,1 36%£05 6,3£1,0
Lignina solGvel 55%+1,3 29%0,1 2,5%0,2 52+0,7
Lignina insolavel 17,7+15 274+272 26,7+0,5 179+0,2
Cinzas 54+11 43+0,1 44+0,1 51+0,2
Extrativos 5704 - - -
Total 99,6 96,6 95,9 96,6

A partir dos resultados apresentados (Tabela 1) observa-se que 0 aumento da concentragdo de
NaOH causa maior remocdo de lignina, aumentando o teor de celulose na amostra de BCA pré-
tratada. No entanto, o aumento na concentragdo de NaOH promove maior perda de biomassa. A
remocdo de hemicelulose foi satisfatoria para todos os BCAs deslignificados (83,7% para
hidrotérmico, 91,4 % para hidrotérmico/0,021 % de NaOH e 86,1 % para hidrotérmico com 0,5 % de
NaOH). O teor de lignina insollvel foi reduzido quase pela metade (45,8 %) para o BCA
hidrotérmico /0,5 % NaOH. A perda de celulose foi de 16,7 % e 20,6 %, respectivamente, para BCA
hidrotérmico /0,021 % e hidrotérmico /0,5 % de NaOH.

A producdo de etanol a partir da biomassa requer a conversdo da celulose em glicose e, em
seguida, a fermentacdo do acgucar a etanol (Hu et al., 2011). Neste trabalho, os ensaios de SSFs foram
realizados em shaker a 37 °C com agitacdo de 250 rpm por 120 h com cargas de sélidos de 10 e 15 %
de BCA seco. A concentracdo de etanol foi acompanhada ao longo do tempo, como mostra a Figura
1. O melhor rendimento em etanol foi para 10 % de BCA com 0,021 % de NaOH cerca de 41,8 % em
48 h de SSF. As condigdes de 10 e 15 % de BCA sem deslignificacdo os rendimentos foram de 36,6
(em 96 h) e 39,5 % (em 96 h), respectivamente, Tabela 3.
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Figura 1. Gréafico da concentracdo de etanol ao longo dos experimentos SSFs.

Tabela 3. Parametros obtidos nos ensaios de SSFs.

Condicoes das SSFs Ca (g/L) Cassr) (%) Ce (g/L) Re (%)
10 % (195 °C/10 min) 61,9 37,9 31,6 36,6
15 % (195 °C/10 min) 92,9 477 475 39,5
10 % (195 °C/10 min 65,2 42,7 33,3 41,8
/0,021 % NaOH)

15 % (195 °C/10 min 98,0 22,0 50,1 13,1
/0,021 % NaOH)

10 % (195 °C/10 min 67,3 24,4 34,4 23,7
/0,5 % NaOH)

Cc: Conversdo teodrica total da celulose em glicose.

Cq(ssr): Converséo da celulose em glicose obtida na SSF.

Ce: Concentragéo tedrica total de glicose a etanol.

Re: Rendimento em etanol global (conversdo tedrica total da glicose em etanol).

Os resultados mostraram que a maxima conversao de celulose em glicose (47,7 % em 48 h) foi
obtida na condi¢cdo com 15 % de BCA sem deslignificacdo. A condicdo com 15 % de BCA
deslignificado com 0,021 % apresentou o menor rendimento (22,0 %). Uma possivel causa seria a
contaminagdo do BCA. Utilizando 10 % de solidos a melhor convers&o foi para a condigdo com 0,021

% de NaOH (42,7 %).
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4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o pré-tratamento hidrotérmico seguido
de deslignificacdo com solucdo de NaOH aumentou o teor de celulose no BCA, porém diminuiu o
rendimento do pré-tratamento. O teor de lignina também foi reduzido com o aumento da concentracéo
de NaOH no pré-tratamento. Nos ensaios de SSFs a deslignificacdo ndo foi tao significativa, pois com
15 % de BCA sem deslignificar obteve-se maior conversdao em glicose (47,7 %) quando comparado
com 15 % de BCA deslignificado com 0,021 % de NaOH (22,0 %). Na produgdo de etanol os
rendimentos para 10 % BCA sem deslignificacdo foi de 36,6 %. Quando o material foi
deslignificado com 0,021 % obteve-se uma melhora no rendimento, alcangando o valor de 41,8 %.
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