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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o desempenho fermentativo de cinco
linhagens industriais de Saccharomyces cerevisae em meios a base de melaco na
presenca de hidrolisados acidos de bagaco de cana-de-agucar. Inicialmente o bagaco foi
submetido a um pré-tratamento hidrotérmico a 186°C por 8 minutos, sendo utilizada
uma carga de sélidos de 500 g e 10 L de agua. A hidrolise &cida do material pré-tratado
foi realizada em autoclave a 121°C por 30 minutos. Para a fermentacdo do hidrolisado
acido foram utilizadas cinco linhagens de Saccharomyces cerevisiae: UFPEDA 1238,
UFPEDA 1324, UFPEDA 1326, UFPEDA 1333 e UFPEDA 1337. As fermentacOes
foram realizadas a temperatura ambiente, sem agitacdo e a concentracdo inicial do
inoculo de 1 g/L. As concentracdes de acucares redutores totais e etanol foram
quantificados por reacdo com o &cido dinitrosalicilico e por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, respectivamente. Observou-se que o hidrolisado resultante da hidrélise
com &cido sulfurico, contendo 6 % de bagaco foi 0 que apresentou maior conversao de
celulose em glicose, 15,58 g/L aproximadamente. Este foi selecionado para compor o
meio de 20 % cultura a base de melaco e demais nutrientes na producéao de etanol pelas
linhagens industriais. A maior producao de etanol (76 g/L) foi alcangada pela linhagem
UFPEDA 1324 em 24 horas, 0 que resulta numa produtividade de 3,2 g/L.h.

Palavras-chave: bagaco, hidrolise, fermentacdo, etanol.



PERFORMANCE ASSESSMENT OF LINES FERMENTATIVE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE IN INDUSTRIAL PRODUCTION OF
ETHANOL IN BASED MEDIA AND MOLASSES HYDROLYSATES
BAGASSE OF CANE SUGAR

ABSTRACT

The objective of this work was to study the fermentation performance of five
industrial strains of Saccharomyces cerevisiae in molasses based media in the presence
of acid hydrolyzed bagasse cane sugar. Initially, the pulp was subjected to a pre-
hydrothermal treatment at 186 ° C for 8 minutes, using a solids loading of 500 g in 10 L
of water. Acid hydrolysis of the pretreated material was carried out by autoclaving at
121° C for 30 minutes. For the fermentation of the hydrolysed acid were used five
strains of Saccharomyces cerevisiae: UFPEDA 1238, UFPEDA 1324, UFPEDA 1326,
UFPEDA 1333 and UFPEDA 1337, being held at room temperature without stirring and
the initial concentration of the inoculum of 8 g / L. The concentrations of total reducing
sugars and ethanol were quantified by reaction with acid dinitrosalicilico and HPLC. It
was observed that the hydrolyzate resulting from hydrolysis with sulfuric acid,
containing 6% pulp showed the highest conversion of cellulose to glucose, 15.58 g / L
approx. This was selected to compose the 20% culture medium based on molasses and
other nutrients in the production of ethanol by industrial strains. The highest yield of
ethanol (76 g / L) was achieved by strain 1324 UFPEDA 24 hours, resulting in a yield
of3.2g/L.h

Keywords: bagasse, hydrolysis, fermentation, ethanol.



INTRODUCAO

Os principais micro-organismos utilizados na producéo industrial de etanol sdo
as leveduras. Dentre as mais utilizadas, estdo as do género Saccharomyces que utilizam
hexoses como matéria-prima e Kluyveromyzes fragilis e Candida sp. que utilizam
lactoses e pentoses. Algumas bactérias, como as do género Zymomonas também sao

capazes de produzir etanol®.

Linhagens industriais selecionadas de Saccharomyces cerevisiae possuem uma
alta eficiéncia fermentativa na producao de etanol, permitindo assim que caracteristicas
adquiridas as tornem produtores superiores de etanol mais tolerantes aos produtos da
fermentacdo®. Algumas dessas caracteristicas sdo de ndo necessitar de oxigenagao,

apresentar pH 6timo baixo e serem tolerantes & alta concentracéo de etanol®.

Durante a fermentacdo, as leveduras podem sofrer alguns estresses como
deficiéncia nutricional, altas temperaturas, contaminacGes, acimulo de etanol. Tais
fatores influenciam no crescimento celular e na producdo de etanol e podem afetar
severamente as leveduras, reduzindo a viabilidade celular e diminuindo o rendimento do

etanol®.

A quantidade e o nimero de subprodutos da fermentacdo dependem 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. Frequentemente encontram-se 0sS
seguintes produtos, considerados inibidores da fermentacdo: glicerol, acido succinico,
acido acético, alcodis superiores, ésteres, aldeidos, cetonas, acidos graxos, gas sulfidrico

e furfural®®.

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 conteudo
relativo de lignina, fécil utilizacdo, baixo custo de colheita, de transporte e de

armazenagem’.

A biomassa pode ser processada para obtencdo de diversos subprodutos. Os
materiais lignocelulosicos ndo contém monossacarideos prontamente disponiveis para a

bioconversdo. Sao compostos por polissacarideos, como celulose e hemicelulose, que



precisam ser hidrolisados por acidos ou enzimas, a aclcares fermentaveis®. A
organizacdo e interagdo entre esses polimeros da parede celular constituem forca e

resisténcia ao ataque bioldgico, fisico e quimico. Esta barreira deve ser desconstruida®.

Para obtencdo rapida da hidrolise enzimatica da biomassa com um rendimento
alto de acgucares (tanto hexoses como pentoses), as duas principais camadas de protecédo
em torno da celulose — hemicelulose e lignina — precisam ser removidas ou alteradas

sem que haja degradacio dos agticares da hemicelulose®.

Para este fim, um passo de pré-tratamento é geralmente usado para a
solubilizagdo das hemiceluloses!®. Neste contexto, o pré-tratamento hidrotérmico vem
ganhando cada vez mais atencdo tanto como um solvente ambientalmente amigavel e

uma medida atraente para uma variedade de aplicagdes'®.

A hidrolise eficiente de material lignoceluldsico e a fermentacdo dos acUcares
formados, pentoses e hexoses, tém sido um grande desafio técnico. As rotas mais
conhecidas sdo a hidrolise catalisada por um &cido, denominada de hidrélise acida, e a
por enzimas, isto &, hidrolise enzimatica. A hidrolise com écido diluido pode diminuir o
rendimento em etanol 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!?. A hidrélise do bagaco de cana-
de-aglcar € necessaria para a conversdo dos polissacarideos em aglcares

fermentesciveis, para posterior fermentagdo e producéo de bioetanol 2,

O meio acido, na hidrdlise, quebra os polissacarideos, além de gerar produtos de
decomposicdo dos monossacarideos, como o furfural e o hidroximetilfurfural,
provenientes da degradacdo de pentoses e de hexoses, respectivamente!®. Os
hidrolisados acidos devem ser neutralizados antes de serem utilizados em meios de
fermentagdo. O &cido mais utilizado é o sulfdrico, o qual pode ser neutralizado com
carbonato de célcio, formando sulfato de calcio. Outro &cido que também pode ser
utilizado para hidrolisar materiais lignocelulésicos € o acido fosforico. Este pode ser
neutralizado com NaOH, formando o sal fosfato de sddio. Este sal pode permanecer no
hidrolisado, visto que o mesmo é utilizado como nutriente por microrganismos*. Os

acidos sdo toxicos, corrosivos e perigosos e exigem reatores que sdo resistentes a



corrosdo. Além disso, o &cido concentrado deve ser recuperado apds a hidrdlise para

tornar o processo economicamente viavel®®,

O ultimo passo para obtencdo de bioetanol € a fermentacdo que pode ser
otimizada usando-se microrganismos capazes de fermentar tanto glicose como xilose, 0
que € necessario para uma eficiente converséo de bagaco em etanol e para a reducéo do

custo de producio®.

A fermentacdo alcodlica é um processo bioldgico no qual a energia fornecida
por reagdes de oxidagdo parcial pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e a

oxidacéo parcial anaerdbia da hexose na producéo de alcool e CO,Y’.

Anaerobicamente, 0 metabolismo do acucar pela levedura gera uma forma de
energia (adenosina trifosfato — ATP) que serd empregada na realizacdo de diversas
funcbes fisioldgicas (absorcdo, excrecdo e outras) e biossinteses necessarias a
manutencdo da vida, crescimento e multiplicacdo. O etanol e CO: resultantes

constituem produtos de excrecdo para a célula na auséncia de oxigénio®®.

O aspecto mais importante da fermentacdo do bioetanol € o rendimento em
etanol, ou mais geral, o rendimento industrial. Ele é dependente, entre muitos fatores da
capacidade fermentativa da populacio de leveduras® e a resisténcia dessas células
industriais a condices de estresse?® 2. Depois de terem sido expostas a diferentes tipos
de stress, células de leveduras constroem uma rapida resposta celular que tem como
objetivo proteger os componentes celulares contra possiveis danos, que envolvem a
producdo de proteinas protetoras, como proteinas de choque térmico, sintese e

degradacéo ou de metabdlitos, como a glutationa e a trealose?® 224,



OBJETIVO

O objetivo geral deste projeto foi estudar o desempenho fermentativo de

linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae, em meio a base de melaco e

hidrolisado &cido do bagaco de cana-de-agUcar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aplicar um pré-tratamento hidrotérmico no bagaco de cana de agUcar in natura.
2.

3. Quantificar os inibidores presentes no hidrolisado acido.

4,

Obter hidrolisados acidos do bagaco de cana-de-acUcar;

Produzir etanol utilizando hidrolisados &cidos utilizando cinco leveduras

industriais.



MATERIAL E METODOS

Bagaco de cana-de-agucar

O material utilizado foi o bagaco de cana-de-acucar, cedido pela Usina Japungu

Agroindustrial na Paraiba.

Extrativos

Para a determinacdo dos extrativos, foram pesados aproximadamente 5 g do bagaco
in natura, os quais foram submetidos a um tratamento em um aparelho de Soxhlet,

utilizando-se etanol 95 % v/v como solvente extrator, por um periodo de 8 horas.

O material lignocelulésico foi colocado em um cartucho de papel de filtro,
previamente seco e tarado. A parte superior do cartucho foi fechada com um pouco de
algoddo. Ao final do processo extrativo, o cartucho com o material foi seco em estufa a
105°C até peso constante. A percentagem de extrativos foi calculada com base na

diferenca de massa, conforme a Equacao (1).

% Ext = M‘M;j’ff %100 1)

Onde:
% Ext: percentual de extrativos
Mi: massa seca ndo extraida

Mf: massa seca extraida



Pré-tratamento hidrotérmico

O bagaco foi pré-tratado com vapor em reator tipo autoclave a 186°C por 8 minutos,
sendo utilizada uma carga de solidos de 500 g em 10 L de agua. A porcentagem de
massa recuperada apds o tratamento foi quantificada utilizando-se o valor da umidade

do bagaco.

%Mrec = % 100 @)

Onde:

Mrec — Massa recuperada

Mi — Massa antes do pré-tratamento
Mf — Massa ap0s o pré-tratamento

Ui — Umidade antes do pré-tratamento

Uf — Massa apds o pré-tratamento

Caracterizacdo quimica do material

O material pré-tratado foi caracterizado quanto aos teores de celulose, hemicelulose

e lignina, conforme metodologia recentemente validada por Gouveia et al. (2009)%.

Amostras de 2g (moida a 20 mesh em moinho Wiley) de bagaco pré-tratado com
vapor, foram pesadas com precisdo de 0,1 mg foram transferidas para béqueres de 100
mL e tratadas com 10 mL de H2SOs 72% v/v, sob vigorosa agitacdo, em um banho
termostatizado (Fisatom) a 45° C por 7 min. As amostras foram transferidas
quantitativamente para frascos de erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se o volume de
275 mL de agua destilada. Para a hidrdlise dos oligdmeros restantes, os erlenmeyers
foram fechados com papel aluminio e autoclavados por 30 min a 121°C. Apés a
descompressao da autoclave, os frascos foram retirados e resfriados até a temperatura
ambiente, sendo a fracdo sélida separada da fracdo liquida por filtracdo em papel de
filtro qualitativo. A fragdo liquida sera transferida para baldo volumétrico de 500 mL, o



qual tee o seu volume posteriormente completado com &gua destilada. A solugdo foi
armazenada para analises posteriores de carboidratos, &cidos organicos, furfural, HMF e

lignina solavel.

Lignina insoltvel 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 &gua destilada, transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100° C até
massa constante. A percentagem de lignina insoltvel foi calculada em relagdo a massa

de amostra seca conforme a Equacéo (3):

M, —M

%L, = S *100 3)

A
Onde:
Lki — Lignina Klason insoltvel
Mk — massa de lignina insoluvel seca
Mc — massa de cinzas

Ma - massa da amostra seca

A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorvéancia a
280 nm em espectrofotdmetro®®. O céalculo da lignina solGvel foi determinado conforme

a Equacao (4).
Ciig = 4,97*102(A1-Apd)-4,74*10°3 4)
Onde:

C"g _concentracao de lignina soltvel, em g/L.

AT - absorvancia da solucéo de lignina junto com os produtos de degradacdo, em 280

nm.



Apd = Creq + Cogp = absorvancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos agucares
(furfural e HMF), cujas concentragOes cq e cp foram determinadas previamente por

CLAE e ¢, e ¢, sdo as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L/g.cm.

Antes da determinacdo de carboidratos e de acidos organicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de extracdo em fase
solida C1g, 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 pm.

Ap0s a determinacgdo da lignina insoltvel em meio acido, o papel de filtro foi
transferida para um cadinho de porcelana, previamente pesado. A amostra foi calcinada
lentamente até 300°C e mais 2 horas a 800°C, em uma mufla (FORNITEC MODELO
MDS 15X15X30). Na determinacdo das cinzas totais, foram pesados 2 g do bagaco em
cadinho de porcelana previamente pesado. Por diferenca de massa, 0 teor de cinzas da

lignina insoltvel e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacéo (5).

% cinzas = % *100 (5)

Onde:
% Cinzas — Percentual em massa de cinzas;

M. — massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do

cadinho vazio);

M, — massa da amostra base seca.

Hidrdlises &cidas do bagaco de cana-de-agucar

As hidrolises acidas do material pré-tratado foram realizadas com 4cido
fosforico (1,72 mol/L) e acido sulfurico (1,87 mol/L) que correspondem a 10% v/v de
acordo com resultados prévios obtidos?’. Os experimentos foram enumerados de 1 & 10,

sendo os de 1 a 5 realizados com &cido sulfurico e os de 6 a 10 com acido fosférico. A
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porcentagem de bagaco utilizada foi de 2, 4, 6, 8 e 10% para ambos os acidos. Estas

hidrélises foram conduzidas em autoclave, durante 30 minutos.

Todas as amostras foram centrifugadas, sendo os sobrenadantes utilizados para a

quantificagdo de Acgucares Redutores Totais (ART’s), pelo método do 4acido

dinitrossalicilico (DNS).

Fermentacdes

Para a fermentacdo do hidrolisado &cido foram utilizadas cinco linhagens de
Saccharomyces cerevisiae: UFPEDA 1238, UFPEDA 1324, UFPEDA 1326, UFPEDA
1333 e UFPEDA 1337, pertencentes a Colecdo de Culturas do Departamento de
Antibioticos da UFPE. O meio de cultura utilizado para a conservacao da levedura, em
tubo de ensaio inclinado, continha: glicose (20 g/L), extrato de levedura (4 g/L),
peptona (3 g/L) e Agar (1,5 % m/v). Na preparacdo do indculo, também foi utilizado

este meio, porém sem adicdo de agar.

O meio de fermentacdo a base de hidrolisado &cido e melago (173 g/L), além
destes, continha: 1 g/L de (NH4)2SO0s4, 2 g/L de K:HPO4, 0,75 g/L de MgSO4.7H20 e 4
g/L de extrato de levedura. O melago foi quantificado quanto a concentracdo de ART
(aclcares redutores totais), e este continha 865 g/L de ART. O pH do meio de

fermentacdo foi ajustado para 5,0.

Inicialmente, as linhagens industriais de Saccharomyces foram repicadas em
tubo de ensaio contendo o meio de manutencédo (pH = 7,0), o qual foi mantido a 30°C
durante 24 horas. Apos esse periodo, o indculo de cada linhagem foi preparado através
de outro repique em frasco de erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio de
manutencdo (pH = 7,0), o qual foi acondicionado a 250 rpm e a 30°C, em mesa
incubadora rotativa. Apds 12 horas, 10 mL da suspensdo de biomassa foram
transferidos para o meio de fermentacdo em erlenmeyers de 250 mL que continham 5
mL (10 %) do hidrolisado acido neutralizado com NaOH a 7,5 mol/L. A concentracdo

inicial de biomassa foi de 4 g/L. Todas as fermentagdes foram realizadas em triplicata.
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Métodos Analiticos

Determinacdo de carboidratos e acidos organicos

As determinacdes das concentracfes de carboidratos e acidos organicos foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando um
cromatdgrafo liquido da Agilent HP 1100. As condig¢des cromatograficas foram: coluna
Aminex HPX 87H", &cido sulfirico 5 mM como fase moével, deteccdo por indice de

refracdo, vazdo de 0,6 mL/min e temperatura de 50°C.

Determinacio de etanol

As determinagOes das concentracOes de etanol nas amostras das fermentagdes
foram realizadas da seguinte forma. Primeiramente, foram levadas a destilacdo num
Micro-destilador de alcool da Tecnal, onde se separou por destilacio em pratos 0s
demais componentes da amostra do etanol produzido pela levedura. Apos destiladas as
amostras foram levadas a um Densimetro laboratorial, onde foram quantificadas em
g/L.

Determinacdo de hidroximetilfurfural e de furfural

A determinacdo de hidroximetilfurfural (HMF) e de furfural também foi
realizada por CLAE em cromatdgrafo liquido da Agilent HP 1100. Foram utilizadas as
seguintes condi¢Bes cromatograficas: coluna C-18 (Beckman), acetonitrila 11,2% V/V e
acido acético (1%) 88,8% V/V como fase mdvel, deteccdo UV em 274 nm, vazéo de 0,8
mL/min e 25°C.

Quantificacdo de acucares redutores totais

Os acucares redutores totais (ART) foram determinados pelo método do acido
dinitrossalicilico, onde o reagente composto pelo acido dinitrosalicilico (DNS), NaOH
2N e tartarato duplo de Sodio e Potéssio (Sal de Rochelle) foi posto em contado com a
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amostra glicosada numa alta temperatura, o produto da reagdo foi medido em

espectrofotdmetro a 540 nm?8,

Para a quantificacdo de ART no melago foi colocado em um baldo volumétrico
(10 mL) 0,5 mL de melaco diluido 50 vezes e adicionado a este 0,5 mL de HCL
concentrado. O baldo volumétrico foi posto em banho a 67° C por um periodo de 7
minutos e logo apds resfriado em banho de gelo. A esta mistura reacional foram
adicionadas duas gotas de fenolftaleina e gotejado NaOH 6 N até a neutralizagdo. O

baldo foi aferido com agua destilada e foi medido ART como descrito acima.

Quantificacdo de fendis totais

Os fenois totais foram determinados pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau®. O reagente de folin se baseia numa mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidacdo 6" porém, na presenca de certos agentes redutores, como 0s compostos
fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, cuja coloracdo
permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras. Através deste
método, a 0,5 mL do hidrolisado diluido adicionaram-se 2,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau (10% V/V) e 2,0 mL de carbonato de sddio (7,5% P/V), incubando-se em
banho termostatizado a 50° C, durante 5 minutos. Para a preparagdo do branco, o
mesmo procedimento foi utilizado, com a substituicdo de 0,5 mL de agua destilada em

vez de amostra.

Parametros cinéticos

Conversdo em glicose

Gliose do ensaio*0,9
Cel.do bagago Eq. (6)

Conversdo =

*0,9 = Fator de converséo da glicose em celulose.
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Rendimento em etanol (Ypss)

AE

Yp/s = AS Eq. (7)
Onde:

AE - (Ei— Ey) — Variacdo da concentracdo de etanol (g/L)

AS . (Si— Sr) — Variacéo da concentracao de glicose (g/L)

Eficiéncia da fermentacdo (Es)

g, = Less)' 10
(Y5t Eq. (8)

Onde:

(YP/3)T - rendimento real

(YP/s)t - rendimento tedrico = 0,511

Produtividade volumétrica maxima em produto (Qp)

mex Eq. (9)

Onde:

E,..x - concentracdo maxima de etanol;

t..x - tempo referente & concentracdo maxima de etanol.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O bagaco utilizado apresentou 8 % de extrativos apds 8 horas de tratamento em
um aparelho de Soxhlet, utilizando-se etanol 95 %. Os extrativos dos materiais
lignocelul6sicos sdo compostos que ocorrem nos materiais da planta sem fazer parte dos
elementos estruturais. Os extrativos interagem com reagentes utilizados nos processos
de hidrdlise e deslignificacdo da biomassa, bem como na quantificacdo da lignina

presente na mesma, acarretando resultados erréneos na caracterizagdo do material®°,

A massa total recuperada apds o pré-tratamento hidrotérmico foi 373,03 g, que
corresponde a 74,68% da massa utilizada no pré-tratamento considerando a umidade do
material. Os teores de celulose, hemicelulose e lignina, antes e ap0s o pré-tratamento

hidrotérmico sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica do bagaco in natura e pré-tratado.

Bagaco CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA
In natura TOTAL
(%) (%) (%)

Média 50,03 30,82 18,57
Desvio padrédo 1,70 1,02 1,09
Coeficiente de 3,40 3,32 5,90
variacdo

Bagaco

Pré-tratado

Média 46,48 13,02 40,13
Desvio padréo 0,80 1,64 2,13
Coeficiente de 1,72 12,60 5,32
variagdo
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O teor de hemicelulose diminuiu com o pré-tratamento hidrotérmico. A &gua sob
alta pressdo penetra na biomassa, hidrata a celulose e remove parte da hemicelulose.
Diferentemente, a lignina, que é altamente solivel em meio basico, teve seu teor
aumentado no bagaco pré-tratado, ja que o processo realizado se utilizou apenas de agua

como solvente.

A Figura 1 apresenta as concentracbes medias de glicose obtidas nos

experimentos de hidrolise acida.

Figura 1. Concentracdo de glicose nas hidrdlises acidas. Ensaios 1 a 5 (com acido

sulfarico). Ensaios 6 a 10 (com acido fosforico).
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Os experimentos de 1 & 5 foram 0s que apresentaram maior concentracdo de
glicose, sendo estes realizados com acido sulfarico. Por outro lado, os experimentos de

6 a 10, realizados com &cido fosforico, tiveram as menores concentracdes de glicose.

Observando-se o experimento 1 que utilizou apenas 1 g de bagaco e foi realizado
com H>SO4, 0 mesmo apresentou aproximadamente 0,6 g/L de glicose. Enquanto em
um experimento realizado com HsPOs para que a concentracdo de glicose se

aproximasse deste valor foram necessarios de 3 a 4 g de bagaco (experimentos 8 e 9).
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A Figura 2 apresenta as conversdes médias de glicose obtidas nos experimentos
de hidrolise acida.

Figura 2. Conversdo de glicose nas hidrolises acidas. Ensaios 1 a 5 (com &cido

sulfurico). Ensaios 6 a 10 (com acido fosforico).
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Apesar de na Figura 1 o experimento 5 ter apresentado a maior concentracao de
glicose (por possuir uma massa maior de bagaco - 5 g), esse mesmo experimento ndo
apresentou a maior conversdo (Figura 2). O experimento que teve maior conversao foi o
3, uma vez que, com apenas 30 minutos de hidrélise, apresentou aproximadamente 16

% de conversao.

Comparando-se a conversao obtida no experimento 1 com a hidrdlise enzimatica
realizada com a mesma carga de solidos em experimentos anteriores®, observa-se que
em 30 minutos de experimento, foram obtidos cerca de 2,5 g/L de glicose no primeiro

caso, contra apenas 0,6 g/L em 6 horas no segundo.

Tendo em vista que o ensaio de nimero 3 apresentou maior conversdo de
celulose, este, foi selecionado para ser repetido em sete réplicas nas mesmas condi¢oes
com o tempo maior de reacdo (em autoclave), em vez de apenas 30 minutos, 1 hora, em

duas rodadas de 30 minutos, as quais foram realizadas em dias diferentes.
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A concentracdo média de glicose das réplicas foi de 5,09 g/L, a conversdo de
33,02 % e o coeficiente de variacdo foi de 3,56 %. Comparando-se a concentracao e a
conversdo de glicose média deste experimento com 1 hora de dura¢do com o realizado
nas mesmas condi¢cdes mostrado nas Figuras 1 e 2, a concentracdo e a conversdo de
glicose, praticamente dobraram, passando de 2,4 g/L para 5,09 g/L e de 16 % para 33
%, respectivamente. Isso mostra que o aumento do tempo nas hidrélises acidas

favoreceu a conversdo de celulose em glicose.

A quantificagdo de inibidores foi baixa em média de 2,12 g/L de &cido acético,
0,026 g/L de HMF (Hidroximetilfurfural), 0,86 g/L de furfural e 33,38 mg/L de fendis
totais. Segundo Palmqvist & Hahn-hagerdal (2000 b)'?, estas concentracdes s&o

consideradas baixas e ndo inibem a fermentacao.

O hidrolisado deste experimento foi utilizado para a realizagéo das fermentac6es
com as leveduras selecionadas: UFPEDA 1324, UFPEDA 1236, UFPEDA 1333,
UFPEDA 1337 e UFPEDA 1238.

A Figura 3 mostra a concentracdo final de etanol com 24 h de experimento com

as cinco diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Figura 3. Concentracéo final de etanol em 24 h de fermentagdo com as cinco leveduras.
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Observando-se a Figura 3, a linhagem que apresentou maior producdo de etanol
foi a 1324, que obteve em média 76 g/L de etanol em 24 h. A cepa 1238, que foi
utilizada em fermentagbes por SANTOS et al (2007)%, SANTOS & GOUVEIA
(2008)?" & WANDERLEY et al (2011)%, apresentou concentracdo de etanol final de
51,4 g/L, o menor desempenho fermentativo em comparagdo com as outras utilizadas

no estudo.

Uma anélise de variancia mostrou que as concentracdes com 24 horas de
fermentagdo, para as cinco leveduras, foram significativamente diferentes (F = 43,31, o
= 0,05). Entretanto, na analise de variancia da producéo de etanol pelas linhagens 1236,
1337 e 1238, ndo foram significativamente diferentes (F = 1,085, o = 0,05), mostrando

que elas ttm o mesmo potencial fermentativo.

A Figura 4 apresenta as eficiéncias das fermentacdes das cinco leveduras.

Figura 4. Eficiéncias das fermentacGes em etanol com as cinco leveduras durante 24

horas de experimento.
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Em conformidade com os dados de concentragé@o de etanol obtidos na Figura 3, a
levedura que apresentou maior eficiéncia em etanol com 24 horas de experimento foi a
1324, que obteve em meédia 91,6 % de eficiéncia. E a que menos se destacou entre as

demais utilizadas no experimento foi a 1238 que obteve 62,95 % em média.
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Andlises estatisticas demonstraram que as leveduras sdo significativamente
diferentes entre si com base nas suas eficiéncias em etanol. (F = 38,37, a = 0,05). Assim
como nos resultados obtidos com as concentracdes de etanol, a eficiéncia das leveduras
1236, 1333 e 1337, também ndo foram significativamente diferentes (F = 1,25, a =
0,05).

A levedura 1324 foi a que apresentou maiores rendimento em etanol (0,46 g/g) e
produtividade (3,15 g/L.h).
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CONCLUSOES

O pré-tratamento hidrotérmico é um excelento meio de se reduzir a quantidade
de hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar.

O bagago de cana-de-agucar in natura prossui uma pequena quantidade de
extrativos que ndo influenciou na sua caracteriza¢ao quimica.

A hidrolise acida com acido sulfarico do bagago de cana-de-acUcar foi mais
eficiente do que a hidrélise com o &cido fosforico.

Hidrolises acidas podem ser realizadas em menos tempo do que as hidrolises
enzimaticas.

O hidrolisado &cido apresentou pequena quantidade de inibidores.

A levedura 1324, apresentou maior potencial fermentativo, sugerindo-se a sua

utilizacdo em experimentos posteriores para uma melhor investigacao.
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