"SACARIFICACEOC DA HEMICE ULCSE DO
RAGACCO DE CANA DE ECUCAR E sSUA
FERMENTACAC POR PACHYSCLEN '?’A;“?f\éfé_

PHTILUST

/0/85



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS E AGRICOLA

, "
i;iz%ﬁgoééméé%iiﬁ- ﬁxu09¢951

CetcasRec o 0l §%$vﬁhp e AT £ g,

—= .

Sttt T g T iy At ey
"SACARIFICACKO DA HEMICELULOSE DO

BAGACOC DE éANA DE ACUCAR E SUA
FERMENTACAO POR PACHVSCLEN TANNQ

PHILUS"

NOME: RAUIL JORGE HERNAN CASTRO GDMEZ

ENG. DE PESCA

ORIENTADOR

DR. YONG KUN PARK

TESE APRESENTADA A FACULDADE DE ENGENHARTIA DE ALI-
MENTOS E AGRICOLA DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAM-
PINAS, PARA OBTENCAC DO TITULO DE "DOUTOR EM CIEN-

CIAS DE ALIMENTQS"

CAMPINAS

" 1985







INDICE

Agradecimentos .....iiieceiirsaranaes e

ReESUMO . e s s vs v e t e s e I T T TR T R .

---------------------------

--------------------

Capitulo

I. INTRODUCAO ..... Ceeereann

--------------------------

II. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..u.uv..- et
2.1, TNEYOAUGED .« evenernmreasssanesasasssrancaaossses
2.2. Caracteristicas dos residuos lignoceluldosicos ..
2.3, pré-tratamento dos residuos lignoceluldsicos ...

2.4. Hidrdlise dos residuos lignoceluldsicos ........

2.5. Producdo de etancl de residuos lignocelulésiéos.

III., MATERIAIS E METODOS ...ivasn s e m et es eans sy
3.1. Materials .cevaeesnssns et aeeesaesetanenenaer e
3.1.1. Equipamentos ....c.ccceccarscnninccnns Cesaasans
3.1.2. Reagentés t e e ssen ettt e
3.1.3. Bagago de cana de aglicar ....eecersresensconos
3.1.4. Microrganismos ...... T R ‘e

3.1.5. Reator para o brocesso de explosdo-autchidrdlise
3.2, MEtOdOS ....icaiieaenrsrannen seenn- teeens s
3.2.1. Produgdo de enzimas celuloliticas .........-.-
3.2.2. Determinacdo da atividade enzimatica .........
3.2.3. Pré-tratamento alcalino do bagago de cana de

aglcar .......... frveasnrass e asatnee e

ii
iv
wvi

ix

01

05
05
07
10
15

24

29
29
29
30
30
30
31
33
33
33

35



Pagina

3.2.4. Obtencdo do extrato alcalino do bagago de

cana de aglcar..iivesericsssssaciarnacasaensn 35
3.2.5, Pré-tratamento do bagago de cana de aglcar

pelo processo de explosdo-autohidrdlise...... 36
3.2.6. Hidrdlise das fragGes do bagago de cana de

aclicar por enzimas celuleliticas ou por

BCIA0 + e v eeesaeerraassssanensensranrannansaes 37

3.2.7. Fermentacdo alcodlica de diversos aglcares

e hidrolisados de bagago de cana de aglcar... 38
3.2.8. Cromatografia de Papel....eveeeesecseosnnsens 397
3.2.9, Determinacdo da celulosSe...vaeeerraecennannns 40
3.2.10. Determinégao da hemicalulgse................. 4li
3,2.11. Determinacgdo da lignina.....ceeeeeecnnn Cereas 43
3.2.12. Determinacdo de aglicares redutores........... 44
3.2.13. Determinagao de UMAAAAE . s v eenrennnnnsenanaaes 44
3,2.14. Determinagao de etanol.....‘.........;;...... 45

3.2.15. Massa Celular .. cesvecnscsssassssnnsassaransssssun 46

3,2.16. Calculo dos parametros cinéticos...... e 46
IV. RESULTADOS E DISCUSSAO.....vesennnannnssacnaneas 47
4.1. Producdo de enzimas celuloliticas........ vae. 47
4.2, Pré-tratamento alcalino de bagago de cana

de ACTHCAY . vvereentessasassssncasanrsosonssee 49
4.3. DPré-tratamento do bagago de cana de aglcar |

pelo processo de explosao-autohidrdolise...... 51

4.4, Hidrdlise das fragdes do bagago de cana de

aglicar por enzimas celuloliticas............. 55
4.5. . Fermentagao B1COBLACA e s aennnsrnnnsasnsanonen 59
4.5.1. Férmentagﬁo alcodlica de xilose e glicose

por Pachysolen tamnophilus NRRL y-2460...... 60



4.5.2. Fermentagdo alcodlica do hidrolisado en~
zimatico e acido da Fragdo II, obtida do
pré-tratamento alcalino do bagago de ca-
na de agicar, por Pachysolen tannophilus
“HRRL Y=2460. .. 000t iniinineorernnseeenens

4.5.3. Fermentagao alcodlica do hidrolisado en-
zimatico e acido da Fracdo IV obtida do
pré~tratamento explosio-autchidrdlise do
bagago de cana de aglcar por Pachysolen
tannophilus NRERL y=2460.. .00 0uiiesuneasan

V. CONCLUSCES..... e ia et e e ey

ANEXO T.oivnuinans B

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . v v v v v e eneonsnn. .o

Pagina-

caaen 78



AGRADECIMENTOS

. Ao Prof. Dr. Yong Kun Park da Faculdade de Engenharia de
Alimentos e Agricola - Dep. Ciéncia de Alimentos - Labora-
téorio Bioguimica da Universidade Estadual de Campinas, pelo

apoio e estimulo permanente na condugdo do presente trabalho.

. A Escola Superior de Agricultura de Lavras pelo apoio e li-

beragdo concedida para realizar este curso.

. Aos meus amigos e colegas do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Escola Superior de Agricultura de Lavras pela

sua compreensao.
. A CAPES/PICD pela bolsa de estudo concedida.
. A Hélia pela sua valiosa ajuda na correcdo deste trabalho.

. As minhas amigas Vitdria, Licia, Ingrid e Regina pela 'suas
sugestoes e a todos os amigos que direta ou indiretamente ,

contribuiram para o sucesso deste trabalho.

. Ao Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campi -
nas, na pessoa de Prof. Dr, Ulf F. Schuchardt pelas facili-
dades concedidas para o uso do reator empregado no processo

de explosac-autohidrdlise.

. A Cidinha pelo seu apoio, compreensiac e amor nos momentos

gue precisei.

. A Associagao Brasileira das Indistrias da Alimentacdo, ABIA

pelas cOpias deste trabalho.



RESUMO

A informagao apresentada neste trabalho mostra os
resultados da pesquisa na produgao de glicose e xilose do baga-
¢o de cana de aglcar e sua sﬁbsequenie fermentacao a etanol pe
la levedura Pachysolen tannophilus NRRL y-2460.

0 bagaco de cana de aglcar foi submetido a proces-
sos de pré-tratamentos com alcali e de explosdo - autohidrdlise
antes da sua sacarificacdo enzimdtica e acida com celulases do
Trichodermg reesei @M 9414 e com solugéo 5% de HZSO4, respecti
vamente. Quando o bagago de cana de aglcar foi tratado a
200°C durante 4,0 minutos com uma relagac agua: bagago de 8:1,
o rendimento de extracdo da hemicelulose pelo pré-tratamento ,
com alcali, forneceu uma fra§5o fermentecivel a etanol. Apbs
a neutralizacio da solugdo até pH 5,0, a hemicelulose foi recu
perada do filtrado obtido no pré~-tratamento com aicali por uma
precipitacdo com alcool etilico (55%) ; seguido de um processo
de deslignificacdo com etanol & 70 por 4 horas. Ambas fra -
coes de hemicelulose, do processo de explosdo - autohidrdlise
(fragdo IV) e do pré-tratamento com alcali (fragao II) foram
submetidos a uma hidrdlise écida e enzimatica.

A sacarificagao foi inibida por substdncias de bai
X0 peso mdlecular ndo volateis, introduzidas pelo processo de
explosdo-autohidrdlise do bagago de cana de aglcar. Estas subs
tancias inibidoras foram eliminadas por um procésso de'diéli -
se.

A eficiéncia da sacarificagdo foi de 36-94%, depen
dendo da concentracdo de sdlidos presentes no liguido de auto-

hidrdlise. 0 maior grau de sacarificagao correspondeu a

Lii.



fracdo de hemicelulose obtida pelo pré-tratamento alcalino
(fragao II) seguida da fragao de hemicelulose dialisada, obti-
da pelo processo de explosdo-autohidrdlise (fragao IV).

A levedura Pachygolen tannophilus NRRL y-2460 foi
capaz de transformar a D-xilose, D-glicose e ambos .ﬁidrolisa—
dos do bagago de cana de aglicar obtidos de acordo ac indicado
acima, a etanol, sob as condigSes de fermentagdo de | 32°¢,
200 rpm., e pH 2,5-3,0.

Meios de cultura contendo uma concentragao inicial
de 24,5 g de D-xilose/L, rendeu 0,158 g de etanol/g de D-xilo-
se consumida. Durante a fermentacgdo alcodlica da D-glicose a
concentracidc inicial de 21,5 g de D-glicose/L, a produgao de
etanol foi 0,384 g/g de D-glibose consumida. A fermen%agao al
codlica dos hidrolisados enzimiticos das fragoes IV e II do ba
gago de cana de aglicar, produziram 0,098 e 0,10 g de etanol/ g
de agficar redutor consumidos respectivamente. Os hidrolisados
dcidos destas fragSes produziram muito pouco ou nada de eta -
nol. Os baixos rendimentos de etanol foram o resultado das
condigdes sub~4timas de fermentagdo, principalmente a condigao

de aeracgdo que favoreceu a formagao de biomassa.
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SUMMARY

The information presented in this work covers
regsearch findings on the productiion of glucose an xylose from
sugar cane bagasse and the subsequent direct fermentation of
those sugars to obtain ethanol by the yeast . Pachysolen

tannophilus NERL y-&8460.

Sugar cane bagasse was subjected to heat explosion
and alkali pre-treatments prior to enzymatic and acid sacchari

O,

fication with Trichoderma reesei GM 9414 cellulases and 5%

H.80, solution, respectively. When the sugar cane bagasse was

2774
treated at 2009C for 4 minutes at a water-to-solids ratio of
8:1, the yield of hemicellulose extration was maximum. A
sodium hydroxide extration yielded a hemicellulose fraction
available for fermentationAto ethanol. After the neutralization
of the solution to pHE 5.0, the hemicelulose was recovered from
the liquid filtrates of the alkali pre-treatment, by ethyl
alcohol (95%) precipitation followed by deslignification with
ethanol at 709C for 4 hours. Both hemicellulose fractions from

- the heat explosion (fraction IV) and alkali pre-treatments

(fraction II), were subjected to enzymatic and acid hydrolyses.

The saccharification was inhibited by low molecular
weight-non volatile substances, introduced by the heat explo-
sion process of the sugar cane bagasse. Those inhibitory
substances were eliminated by a dialyzed process. The sacchari
fication efficiency was between 36 énd 94%, depending of the
solids concentration present in the auto-hydrolyzed liquid.

The highest degree of saccharification corresponded to the

hemicellulose fraction obtained by the alkali pre-treatment

Lliv,



(fraction II), followed by the dialyzed hemicellulose fraction

obtained from the heat explosion process (fraction IV).

The yeast Pachysolen tannophilus NRRL y-2460 was
found to be capable of converting D-xilose, D-glucose and both
enzymatic hydrolysates from sugar cane bagasse, obtained by
the above mentioned pre-treatments, to ethanol under the

fermentation conditions of 329C, 200 rpm and pH 2.5-3.0

Batch pﬁlture initially containing 24.5 g. of
D-xylose/L, yielded 0.158 g of ethanol/g.of D-xylose consumed.
During D-glucose féﬁmentation at an initial concentration of .
21.5 g of D-glucose/L the production of ethanol of the enzymatic
hydrolysates of the hemicellulose fraction of the sugar cane
bagasse, gave 0.098 and 0.10 g ethanol/g of reducing sugais
consumed for fractions IV and 11, réspectively. Both acid
hydrolysates of these fractlions gave negligible quantitieé of
ethanol. The low yield of ethanol obtained were the result of
the sub-optimal fermentation conditions, particularly the
aeration condition through out the process which promote mainly

biomags production.
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T. INTRODUCAO

O melhoramento na qualidade de vida da populacgao
exige uma solugdo urgente dos problemas de caréncia de alimen-

tos, da escassez energética e da poluigao.

0 aproveitamento dos residuos lignoceluldsicos tem
sido apresentado como uma solugdo alternativa gque abrange o}
contexto dos trés problemas acima mencionados. Esﬁes fesiduos
?odem ser aproveitados para a producac de adubos organicos,
ragéo animal, proteinas de unicelulares e glicose (11; 18; 54
89; 97). Da atual crise energética decorre a sua grande impor
tincia como fonte de recursos renovaveis para a producgao de
combustiveis. Por via direta; através de gquelna, pode;se obter,
no caso do bagago de cana, 1814 Kcal por kilo de bagago com 50%
de umidade (63). Por via indireta, destacam-se a produgéo de
metano e etahol, utilizando processos de fermentagdo (17; 106).
A  conversdo de residuos organicos a metano & uma caracteris-
tica prbépria dos ecosistemas anaerdbicos naturais. Este proces
so, conhecido como digestao anaerobica, alem de produzir o me-
tano produz um residuo digerido de boas caracteristicas ferti-
lizantes qué permitem seu uso COmMO adubo organico. Hoje apare
ce COmO um processo alternativo. interessante para suplementar
fontes de energia convencionais e diminuir a poluigac do ambi-

ente.

Hi muito interesse atualmente na aplicagdo de enzi
mas celuloliticas para a bioconversdo dos residuos lignoceluld
sicos em aglicares fermenteciveis. Estes aclicares podem ser
utilizados como matéria prima para a obtengao de prbdutos gqui~

micos, incluindo  etanol combustivel. Um residuo lignoceluld-

.1.



sico que tem um potencial muito grande para sua bioconversido &
o bagago de cana de aglcar, um residuo da indlistria do aglcar
e das destilarias autdnomas produtoras de etanol combustivel.

No Brasil, o Proalcool tem como meta a produgdo de 10,7 bilhoes
de litros de etanol, na safra 1985/1986. Tem-se entdo, em
1985, apenas para a producdo de etanol, 135 milhces de tonela-
das de cana colﬁidas e considerando gue uma tonelada de cana
gera enltornode'300 kilos de bagago, haverad entao uma disponi-
bilidade da ordém de 40 milhdes de toneladas/ano desse residuo.
Tendo em vista que apenas 70% do bagago & utilizado para a pro
ducdo de vapor na propria indGstria, haverd uma sobra de 12 mi.
lhées de toneladas/ano que deverao ser destinadas a outros fins
j& que, em caso contrario, constituirdo um problema de polui-
¢ao. O bagago de cana como substrato para bioconversao apre-
senta as véntagens de conter um alto teor de carboidratos {ce-
lulose 40-50% e hemicelulose 20-40%) , além de ser um sﬁbstrato
parato (@ um residuo), comum suprimento constante, ainda gue
estacional, dentro da féabrica de aglicar. Por outro lado, o
conteiido de aproximadamente 20% de lignina permite incluir o
bagago de cana de aglcar entre os materiais ‘lignoceluldsicos
que sdo conhecidos pela resisténcia que tem 3 agdo hidrolitica
das enzimas e ao ataque microbiano. Esta caracteristica do ba
gaco de cana deve-se principalmente i associagao gque existe en
tre 0s seus compoﬁentes polissacarideos e a lignina, a qual
atua como uma barreira protetora destes polissacarideos. Algu
ma forma de pré-tratamento & necessdria para que estes polissa
carideos possam ficar acessiveis as enzimas gue os transformam

em monossacarideos.

Caracteristicas estruturais da celulose, tal como
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o grau de cristalinidade, grau de polimerizacao, grau de incha
mento pela dgua e a area de superficie de contato limitam o
acesso da enzima ao substrato e tem sido demonstrado gue afe-

tam a velocidade da hidrdlise enzimitica da celulose

0Os métodos de pré-tratamento, que rompem a estrutu
ra ordenada da celulose e o complexo lignina-carboidrato, remo
vem a liQnina e aumentam a superficie de contato para'que a en
gima atue, promovem e aumentam a velocidade e extensao da hi-
drdlise da celulose, em varios residuos lignocelulbdsicos. As-
sim, hd muitos problemas que solucionar em relagdo a utilizacao

. +

destes materiais em processos de biodegradagao. Estudos tem
demonstrado que por sacarificagio eles produzem uma solugao mis
ta de pentoses e hexoses (122). As pentoses correspondemn a
aproximadamente 1/3 e as hexoses a 2/3 do total dos agiicares re
dutores obtidos. As leveduras comumente usadas na indlstria
cervejeira produzem etanol muito eficientemente das hexoses ,
principalmente D-glicose, mas ndo conseguem fazé-lo da fragdo
de pentoses, compostas principalmente pela aldopentose D-xilose
e os processos utilizados atualmente para o aproveitamento de
residuos lignoceluldsicos estariam sub-utilizando a hemicelulo
se qgue pode constituir até 40% desse material. Para aumentar a
eficiéncia desses processos, Que visam a produgdo de etanol, &
“importante a fermentagdo dos agﬁcarés presentes na hemicelulo-
se. Do ponto de vista econdmico um processc fermentativo que

utilize um Gnico microrganismo e forme um s5 produto final, &

também de vital significancia.

O objetivo bdsico deste trabalho foi estudar o fra
cionamento do bagago de cana de acglicar para obter um substrato

composto principalmente por xilose, que pudesse ser fermentado

.3.



a etanol pela levedura Pachysolen tannophilus, que se caracte-
riza pela sua capacidade de aproveitar, em processos de fermen

tagio, tanto as hexoses como as pentoses.



IT. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, Introdugao

As estruturas ordenadas das macromoléculas, gquando
em estado natural, geralmente nac permitem O acesso das enzi-
mas que as degradam. Porém quando em condi¢Oes modificadas ,
essas macromoldculas constituem substratos para a agao dessas
mesmas enzimas. Exemplos tipicos na area de polimeros in-
cluem o amido abaixo do seu ponto de gelatinizagao e as fi-
bras de celulose e hemicelulose cobertas pela lignina nos ma-

teriais lignoceluldsicos.

A solugdo do problema de tornar as macromoléculas
acessiveis 3s enzimas que as degradam, & de grande importan-
cia pritica e econdmica no aproveitamento dos residuos ligno-
celuldsicos, particularmente se os métodos de pré - tratamento
sio de baixo consumo de energia, hao usam reagentes custosos.
e solubilizam ao minimo estas macromoléculas. Os reagentes
utilizados também devem ser facilmente retirados, de tal for-
ma que ndo possam atuar como inibidores das enzimas subseguen
temente utilizadas na hidrdlise destes substratos. Obvias im
plicagdes existem també&m nos processos de fermentacao (produ-
¢do de etanol) onde microrganismos sdao utilizados para O apro

veitamento dessas macromoléculas.

Os pré-tratamentos de materiais .que serdo fermenta
dos posteriormente por microrganismos, podem produzir substan
cias ndo fermenteciveis ou inibidoras do crescimento microbia
no. Como exemplo, tem-se que durante a esterilizagao de

meios de cultura contendo lactose, esta & transformada em lac
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tulose, que nao & fermentescivel (111).

Na hidrdlise acida da celulose e de materiais lig-
noceluldsicos, a falta de contrdle das condi¢bes do processo
pode acarretar a formagao de subprodutos toxicos para os mi-
crorganismos, tais como prodﬁtos de degradagﬁo de lignina ou
polifendis (90). A baixa eficiénecia na degradagdo de residu-
os de milho, por Clostridium thermccellum, foi atribuida a to
xicidade da lignina presente; enquanto que na fermentagao de
hidrolisados de palha de trigo, pela levedura Saceharomyces
uparum e Pachysolen tannophilus, a inibig¢ao foi causada por
substdncias produzidas durante os pré-tratamentos térmico e

alcalinoc da palha (29).

Sabe-se gue na comﬁosigéo geral dos residuos lig-
~noceluldsicos encontram-se os biopolimeros celulose, hemicelu
lose e lignina. Conjuntamente com estas, aparecemn en menor
proporgao pectinas, proteinas e outros polissacarideos comple
xos (90). Pode-se estabelecer que para a utilizagao destes
residuos, seja na produgdo de alimentos e de compostos quimi-
cos ou na producgiao de energia, os processos de pré-tratamen -
tos, sacarificacdo e fermentagdo sdo pontos criticos e & jus-—
tamente nestas Areas que o esforgo dos pesquisadores do mun-

do inteiro estad sendo aplicado.

O problema basico, no caso dos pré-tratamentos, tem
relagao com o grande consumo de energia gque estes processos
exigem, o que afeta todo o balango energético do sistema de

bioconversio do residuo lignoceluldsico (22}.

No caso da sacarificacdo as dificuldades relacioc -
nam-se com © mecanismo de hidrdlise (62), o efeito da estrutu

ra do reslduo em processo e a presencga de inibidores enzimati
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cos (75; 99).

No caso da fermentagdo dos hidrolisados destes re-
siduos, o esforgo estd sendo aplicado na utilizacao das pento
ses provenientes da hemicelulose e na eliminagdo de inibido -

res microbianos (29; 30).

A seguir apresenta-se uma revisao bibliografica
salientando os problemas basicos em relagdo a pré-tratamentos,
hidrdélise e fermentacdo dos residuos lignoceluldsicos.

.

2.2. Caracteristicas dos residuos lignoceluldsicos

Ao redor de 90% dos materiais lignoceluldsicos,
tais como a palha de arroz, serragem de madeira, bagago de ca
na-de-aglicar e outros sao produzidos como residuos derivados
das praticas agricolas. O resto provém dos residuos urbanos

e industriais (51).

Ainda que a ?rodugéo anual destes reslduos seja’
suficiente para satisfazer a demanda de celulose, sua utiliza
¢do & pequena, devido principalmente ao fato de que as tecno-
logias disponiveis sdc economicamente inviaveis (41). Estes
residuos tem um grande potencial para serem utilizados como
substratos, na obtencdo de proteinas unicelulares, enzimas ceg
luloliticas e na produgdo de energia e combustiveis. Mas, pa
ra isso, devem ser hidrolisados por enzimas ou acidos (38; 39;

63; 76; 120).

Os principais componentes-dos residuos lignoceluld
sicos sao a celulose, a hemicelulose e a lignina, gue apresen
tam entre elés uma relagdo de peso, na maioria dos casos, de
4:3:3 respectivamente. No caso da madeira, esta relag&o e de
2:1:1 (60; 114}. l
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A celulose & um homopolimero linear formada por
unidades de glicose anidra, unidas por ligagOes glicosidicas do
tipo B=(1-4). O comprimento da macromolécula varia grandemen
te dependendo da fonte e do grau de processamento a gual tenha
sido submetida (10; 40)}. A estrutura natural da celulose apre
senta mais de 10.000 residuos de B-glicose anidra. Isto signi
fica que o peso molecular & de aproximadamente 1,5 x 106. 0
comprimento total desta molécula & de 5um. As cadeias de celu-
lése agregam-se para formar as fibrinhaé elementares, gue apreg
sentam Areas ordenadas e outras menos ordenadas, denominadas &
reas cristalinas e amorfas respectivamente (60). & propprgéo
de material cristalino estima-se em 50-90% (35). A biodegra-
dacdo da molécula de celulose esta relacionada com a distri-
buicdo e configuragao destas duas dreas, como também com a sua
associagdo com outros polimeros gque a protegem, tais como a
lignina, hemicelulose, amido, proteinas e compostos minerais.
(42; 45; 60).

As hemiceluloses sao heteropolimeros constituidos
por galactose, xilose,arabinose,e varios outros aglcares e
também de seus acidos uronicos (45; 51; 60). Tem—se-apresenta~
do de dois até seis reslduos de aglcares diferentes unidos por
ligacbes B-(1-4). O grau de polimerizagao & geralmente 200. A
forma mais abundante apresenta D-xilose na cadeia principal e
L-arabinose nas cadeias laterales(60).

Depois da celulose, a hemicelulose & o material or-
gadnico mais abundante na terra(60)..Esta fragdo ndo tem recibi
do atengdo como fonte de produgdo de combustiveis, embora cong
titua entre 10-40% dos carboidratos presentes em vdrios resi-

duos agricolas {65).



Durante a hidrdlise enzimadtica de residuos celuld-
sicos, tanto a hemicelulose como a celulose sao degradadas nos
seus respectivos aglcares, xilose e glicose, devido a ativida-
de da hemicelulase nos sistemas de enzimas celuloliticos empre
gados. Por outro lado, durante a hidrdlise acida, a hemicelu-
lose & hidrolizada mails ripidamente do gue a celulose(45). Con
seqﬁentemente a xilose produzida & totalmente decompoéﬁa em
furfural, que produz problemas de inibi¢ao microbiana, no’ caso
de utilizar o hidrolisado na produgdo de combustivel ou de pro
teinas unicelulares (30; 45; 65). Por isﬁo, gualguer processo
que pretenda utilizar residuos lignoceiulésicos deve conside—
rar a recupera¢ac de hemicelulose ou seus monomeros de forma
tal, que o processo seja economicamente viével. Isto também

inclui o aproveitamento da lignina (45; 65).

A lignina & responsavel em grande parte, pelas di
ficuldades gue apresenta o hidrdlise da celulose e hemicelulo-
se, dos residuos lignocelulbsicos. Esta macromolécula esta
constituida por polimeros 6e fenilpropano, distribuidos ao aca
so, formando uma estrutura tridimensional (45) e @ o resultado
dos produtos de desidratagdo de trés alcoois monoméricos, al-
cool trans-p-coumarilico, o alcool trans-coniferilico o &lcool
trans-sinapilico, A proporgao de cada um destes alcoois varia de
acordo com o tipo de residuo podendo ocorrer a presenca de d4di-
ferentes tipos de lignina dentro de uma mesma planta(39; 60).
A sua estrutura varia muito em fungdo do método de isolamento

(3).

Como se sabe os materiais lignoceluldsicos sao re-
lativamente resistentes & biodegradag3o. Assim para o aprovei
tamento eficiente destes materiais, métodos de prée-tratamentos

devem ser utilizados os quais podem ser do tipo fisico, fisico/
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quimico ou bioldgicos e suas combinagdes (3; 31; 42; 76; 102;

103) .

2.3, Pré-tratamento de Residuos Lignoceluldsicos

A susceptibilidade dos residuos lignoceluldsicos ao
ataque enzimdtico depende basicamente, da facilidade de acesso
do agente hidrolisante & celulose e hemicelulose. A susceti-
bilidade da celulose depende basicamente de suas caracteristi
cas estruturais que podem agrupar-se coOmo segue: a) grau de
inchamento da fibra com dgua, b) grau de cristalinidadg, c)
ordenamento molecular, d) presenga de lignina, e) estrutura
capilar da fibra de celulose (35; 36) . Estes fatores : estdo
interligados e pode-se dizer gue o grau de cristalinidade e o
conteido de lignina, atuam de forma adversa & bioconversdo{24).
A sus&eptibilidada bioldgica da celulose aumenta guando o in-
dice de cristalinidade diminui. A celulose & sacarificada ré&
pida e completamente no caso em que o indice de cristalinida-
de & menor que 1,0 (99). Por outro lado, o tamanho do capi

lar, e teor de umidade e a &rea superficial da fibra de celu-

lose sdo fatores que favorecem a bioconversao (22).

Para superar estes problemas, os materiails ligno-
celuldsicos sdo submetidos a processos de pré-tratamento, vi:
sando aumentar sua bioconversdo, através de modificagées es-
truturais que controlam a velocidade e extensao da hidrdlise.
De acordo com isto, um processo de pré-tratamento efetivo de
veria romper a estrutura cristalina, provocar uma mudanga na
irea superficial da fibra de celulose, diminuir a assoclacdo

protetora da lignina e manter a estrutura capilar na fibra(36)
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(19). Estes pré-tratamentos podem ser processos fisicos,
bioldogicos, quimibos ou combinacgoes deles (22; 35). A tabela
1 apresenta alguns dos processos mais comuns utilizados para
aumentar a digestibilidade dos compostos lignoceluldsicos. Al
guns processos sao, de fato, uma combinacdo de varios tratamen
tos aplicados simultaneamente ou em sequéncia. Os processos
fiéicos,'em-geral, sao utilizados para reduzir o grau'&e cris-—
talinidade, diminuir o grau de polimerizagao, aumentar a fra-
cio sollivel em Agua e reduzir o tamanho das particulas (31; 36).
O uso de temperaturas na faixa de 150-200°C leva ao aumento da
bioconversao dos materiais lignoceluldsicos porque se produz
um aumento do tamanho dos poros da fibra, autohidrolise e 0
umedecimento do material, permitindo um melhor acesso das enzi

mas a celulose(22).

Dos métodos guimicos, © hidréxido de sddio
& talvez o mais usado e conhecido ..(4: 73; 82; 84; 107). sua
aplicagdo resulta numa gquebra de estrutura da lignina, hidrata
¢cdo e inchamento da celulose e diminuicdao do grau de cristali-
nidade, aumentando a digestibilidade do material celuldsico(35;
B6) . Este método tem sido usado amplamente na desligni ficagao
de uma grande variedade de materiais para aumentar a sua diges
tibilidade para uso na alimentacdo animal. Sua aplicagadao con
juntamente com perdxido de hidrogénio tem melhorado substancialmen-

te a disponibilidade de carboidratos em esterco de ruminantes.

Quandc combinado com processos térmicos, tem melhorado a produ
¢a3o de metano na utilizagao do lixo urbano (86). Palha de arroz
e bagaco de cana-de-aglcar tem sido deslignificados usando

uma solugdo de hidrdoxido de sddio a 1%, em ebuligao (113),

0 uso de solventes que permitem a extragao seleti-

va da celulose dos residuos lignoceluldsicos tem sido testado
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TABELA 1. PRE-TRATAMENTO APLICADOS AOS RESIDUOS

LIGNOCELULOSICOS (33)
FISICOS BIOLOGICOS QUTMICOS
.MOAGEM .MICRORGANISMOS L.HIDROXIDO DE SODIO
. DESAGREGAGAQ .AMONIA
.VAPOR A PRESSAQ LACIDO CLORIDRICO
.RADIACAO ACIDO FOSFORICO
. TEMPERATURA .DIOXIDO DE ENXOFRE
.MACERAGCAO JACIDO ACETICO
. EXPLOSAO~-AUTOHIDRO- .PEROXIDO DE HIDRO-
LISE GENIO

- COMBINACOES

.MOAGEM A QUENTE

JHIDROXIDO DE SODIO E MOAGEM

.NO3

E IRRADIAGCAO

.H.O., E HIDROXIDO DE SODIO

272
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com exito, destacando-se o Ladoxen e a hidrazina (81; 99; 114).
0 processo complefo inclui a eliminagdo da hemicelulose com
uma solugdo alcalina quente ou &cidos diluidos para logo adi-
cionar o solvente que dissolve a celulose, que €, desta forma,

facilmente hidrolizivel pelas celulases(114).

0 pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos com
SO, gasoso, na presenga de vapor, tem levado a um substancial
aumento na bioconversio destes materiais. Este processo solu
biliza a lignina deixando a estrutura do material mais aberta
ac ataque enzimidtico., Seu uso estd limitado por um problema
de poluigdo similar ao que ocorre na indistria de de papel

(22; 31y).

Um método de pré-tratamento de interesse atual &
o processo de explosdo-autohidrdlise (25) . Este prOCESSOImOM
difica fisica e quimicamente os residuos lignoceluldsicos, per
mitindo o fracionamento nos tré&s principais polimeros que os

constituem: a hemicelulose que permanece no liguido de autohi

drdlise, a lignina, que po&e ser separada com metanol, etanol
ou NaOH do bagaco pré-tratado e a celulose, encontrada na por
cdo insoliivel. Este fratamento hidrotérmico a altas tempera-
turas (185-2609C) genera acido acético, a partir dos grupos
acetil termoldbeis presentes na hemicelulose, que ird catali-
zar a hidrdlise da prdpria hemicelulose (121; 122) (autohi-
drdlise) e sua subsequente solubilizagdo em agua. Se a auto-
hidrdlise & realizada a altas pressdes, seguida de uma rapida
descompressao através de orificio e da remogdco da lignina com
dlcalis ou dlcool, o residuo resultante & altamente suscepti-
vel 3 hidrdlise por enzimas celuloliticas (25). Por

outro lado, tem-se verificado gque no processo de explosdo
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-autohidrdlise sdo produzidas substancias inibidoras da g-gli
cosidase, do complexc de celulases do Tadchodeama harzianum
E 80, gue também inibem o crescimento de alguns microrganismos
fermentadores, tais como Saccharcmycesd cerevisdae, Zymomonas

modifis e Klebsiella pneumonia (75) .-

Nos Qltimos anos tem havido um grande esfdrgo na
procura de microrganismos que degradem a lignina, fato no
gual se baseiam a maioria dos métodos biolbgicos de pré-trata
mento dos residuos lignoceluldsicos. Recentemente, © fungo
Pleurotus ostreatus foi utilizado na deslignificagao parcial
da palha de trigo. O rendimento da sacarificagao aumentou 4
-5 vezes depois de 50 dias de fermentagao (27). ©O fungo Spo-
notrnichum pulvernulentum, isolado da serragem de madeira, degrada
a celulose e os materiais lignoceluldsicos de forma muito efi
ciente (32). O termdfilo Actinomicete Theamomonospora fusca
consegue um bom desenvolvimento na presenga de 8-10% de ligni
na. Acima deste nivel, o rendimeﬁto celular por grama desubs
trato diminui {21). Recentemente, uma especie da Candida
isolada de folhas em descomposigdo demostrou um alto poder
de degradacao da lignina, eliminando mais de 50% em 24 h de
cultivo (15). Phanerochaete chaysospordium (Burds) produz en-—
zimas que degradam a lignina, sendo esta degradagao estimula-

da na presenc¢a de glicose (55).

Os processos de pré-tratamento séo{ emn geral, oég
ragoes que precisam de energia. A qguantidade de energia wvail
depender da severidade do processo que no caso dos pré~trata-
mentos fisicos(mecdnicos) ou termoquimicos, € grande. Se sO

marmos este consumo de energia ao gue se precisa para a sepa-

ragao dos produtos, verifica-se que alguns processos de bio
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conversio de residuos lignoceluldsicos sao muito ineficientes
em energia. No caso de materiais fibrosos (%ignocelulésicos )
moidos até um tamanho de particulas de 200mesh, em moinho de
bolas, o consumo de energia € maio¥ que a energia gue contém
o material em processo. Em geral, as necessidades energéticas
nos pré-tratamentos gue visam a redugao do tamanho das particg
las variam na faixa de 1,3 até 163% do contelido de energia do
material. WNo caso de pré-tratamentos guimicos, este valor va=-
ria entre 9 e 25%, dependendo da complex?dade do processo. Se
bem gue os préwtratamentos'biolégicbs apresentam necesgidades
de energia de processo minimos, as perdas de energia devidas
d degradagao da lignina e sacarideos sao comparaveis a energia
necessaria em outros processos de pré~tratamento, tais como ©

uso de 802 e vapor (22).

Sem davida que as necessidades energéticas no pré
~tratamento vao afetar todo o balango de energia do .pfocesso
de bioconversao do material lignoceluldsico, pelo gque prooessos
gue utilizem materiais com tamanho de particulas relativamenté
grandes, deslignificacao 3 temperatﬁra ambiente (alcali) e pro
cessos de fermentagao que utilizem substratos nao estereis,te-

rao vantagens significativas neste sentido.

2.4, Hidrdlise dos Residuos Lignocelulosicos

A ceélulose apresenta na sua estrutura regices cris
talinas e amorfas. A proporgao de material cristalino estima-
-se em 50-90% (35). A porgéo facil de hidrolisar corresponde
a4 parte amorfa e a parte cristalina & mais resistente. Esta

caracteristica e a barreira de lignina sao consideradas por al
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guns pesquisadores como as principais causas das dificuldades
para se hidrolisar a celulose (l114), Por outro lado segundo
Fan e col. k36) a caracteristica estrutural mais importante
neste sentido seria estrutura capilar da fibra de celulose. Is
to devido ao fato de que a susceptibilidade da celulose a hi-
drolise esta determinada em grande parte pela sua acessibilida
de‘és enzimas celuloliticas;contato fisico direto entgé o subs
trato e enzima & pré-requisito fundamental para que a hidro-
lise acontecga. Jé gque a celulose é um composto estruturalmen-—
te complexo e insollvel em agua, este qéntato pode ser obtido
somente por difusdo da enzima no interior da complexa estrutu-
ra da celulose. Qualquer caracteristica estrutural que limite
a acessibilidade da celulose 3 enzima diminuiria a sua suscep-
tibilidade a hidrdlise. Sendo assim, a velocidade da reaééo
deveria ser uma func¢dc da area da éelulose gue esta em contato
com a enzima (35). Tem-se reportado recentemente que a veloci
dade de hidrolise depende principalmente de cristalinidade mais
do que da supérficie de contato da celulose com a enzima (36;97),
Tem sido também salientado que o grau de enchimento & celulose
e naoc o grau de cristalinidade é(ﬁfator estrutural mais importan -
-
te(65),ja que um alto grau de enchimento aumenta o tamanho do
poro {do capilar) sobre certo valor critico o qual & necessario
para permitir 3 molécula de enzima penetrar no substrato.  Um
substrato celuldsico com alto grau de celulose amorfa pode ser
hidrolisado de forma devagar, porque a enzima nao pode pene-—
trar através dos capilares por problemas de tamanho. Por ou-
tro lado, ha também estudos realizados levando em conta © ta-
manho de particulas, indicando que 0 mesmo nao afeta a veloci
dade de digestdo da celulose en forma significativa, ja queas

grandes particulas formam agregados soltos de particulas meno-
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res, pelo que na realidade nao ha diferenga significativa na

relagao superficie/vclume (54; 121) .

A agua tem um profundo efelto sobre a estrutura
da celulose, sendo a porgao amorfa a mais afetada. A superfi
cie especifica da celulose aumenta drasticamente apds umedece
~1§ e guando & submetida a secagem com ar, a sua estrutura @
modificada notavelmente (36). A estrutura capilar dilatada
pode ser parcialmente mantida no caso em que a agua seja subs
tituida por um solvente polar o;génico (metancl) e este poxr
sua vez substitufdo por um solvente orgdnico ndo polar (benze

no) gque & removido da celulose por secagem com ar (36) .

A sacarificacdo dos residuos lignoceluldsicos pré
tratados pode realizar-se por agao de acidos minerais ou en-
zimas celuloliticas. No caso da hidrdlise &cida, existem ba
sicamente-dois processos. Um utiliza acidos concentrados pa-
ra catalisar a sacarificacgao e o outro utiliza dcidos dilui-
dos. Os acidos concentrados (H2504,HCl) solubilizaﬁ completa
mente a celulose cristalina e a hemicelulose, quando em con-
centracdes de 72 a 42% respectivamente, a temperatura ambien-
te (60). MNeste caso & preciso recuperar o &cido por razoes
econdmicas e pelo fato de que o aglicar ndo & fermentavel na
presenca de dcidos concentrados (22; 108). Devido a estas con
sideracgdes, o HCl tem mais possibilidade de aplicagdo porque &
volatil. ©No caso da sacarificacdo com acidos diluidos, o
H

2SO4 8 normalmente utilizado, sendo depois neutralizado com

Ca0 ou CaCO3 (22) .

-~

Ao contrario da celulose, que & impermeavel a
agua, a hemicelulose tem uma estrutura relativamente aberta.

Esta arquitetura molecular facilita a difusao de acidos den-
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tro do polimero e aumenta a velocidade da hidrolise. Ainda
mais, a hemicelulose provoca a sua propria hidrdlise; grupos
acetil sio rapidamente hidrolisados e o acido acético resul-
tante catalisa a parcial despolimerizagao da cadeia. Em ge
ral, os aghcares da hemicelulose podem ser recuperados com
tratamentos suaves, conseguindo~se melhores rendimentos que

no caso de obtencdo da glicose a partir da celulose (1 ).

0 fato da hemicelulose ser um polimero mais facil-
mente hidrolisavel permite gque esta fragac seja isolada sele-
tivamente dos residuos lignoceluldsicos (56), e solugoes a
0,1% de H,S0, sao capazes de extrair seletivamente os aglca~

res da hemicelulose, notadamente xilose e outras pentoses pre

sentes ({635).

Tratando-se residuos de milho com H,50, diluido.
(0,8-1,2%), por 30 minutos, sob condigoes de temperatura rela
tivamente suaves {100°C), foi possivei recuperar mais de 90%

dos agucares da hemicelulose (1).

A hidrdlise em duas etapas, com solugdes de acido
diluido, tem sido desenvolvida para melhorar a recuperagao das
pentoses e sua aplicacgao como pré-tratamento para a subsequente
hidrdlise enzimitica de um residuo celuldsico insollvel & re-

comendada (6; 59) .

As principais desvantagens dos processos de saca-
rificagdo com acido referem-se a que quase 30% dos aclicares
produzidos na hidrdlise s3o decompostos (nao fermentam) e =S
preciso adicionar guase 40% a mais de energia para manter as

condigbes do reator durante o processo. O equipamento & caro

e necessita-se de materiais acido~resistentes. Além disso, as

impurezas presentes no residuo celulosico, ac reagir com o
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Adcido, produzem sub-produtos que inibem o crescimento microbla

no (22; 56; 76; 108).

Por outro lado, os hidrolisados acidos de hemicelu
lose sao substancialmente mais dificeis de utilizar pelos mi-
crorganismos do que misturas de acucares puros. Isto e atri-
buivel, em grande parte & presenca de produtos de degradacao
de agﬁcares, principalmente furfural (6). Outrds compostos
nao identificados tamhém tem sido considerados como fatores de
inibic3o microbiana sendo necessario submeter o hidrolisado a
processos de purificagdo. O acido sulflirico utilizado pode ser
neutralizado com CaO, havendo precipitagao de CasO, (48; 52).
Este procedimento fambém retira os fosfatos, que devem . ser
adicionados posteriormente, para uma boa atividade microbiana .
(48) . Em geral 20-25% da energia contida no material & utiliza
da na redugdo de tamanho das particulas e na sacarificagao(22)
Estes deméritos tem proporcionado amplas oportunidades bara o
desenvolvimento de um processo de hidrdlise enzimatica, para a

sacarificacao dos residuos lignoceluldsicos.

A hidrdlise enzimatica tem recebido nos al bimos
anos a aten¢do de muitos pesquisadores, basicamente porgque, sen
do as enzimas catalisadores bioldgicos especificos, formam pou-
cos sub-produtos e os processos sao realizados sob condigoes

moderadas de temperatura (4; 12; 14: 17; 20; 23).

2 hemicelulose sollivel pode ser convertida em agl-
cares metabolizsveis, pela acao das hemicelulases. Estas sao
produzidas por muitos microrganismos, geralmente junto com as
celulases. Proéutores comerciais importantes de hemicelulases
sio especialmente os fungos do género Aspengiffus sp.e Thicho-

dexma (20).
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As enzimas utilizadas na sacarificagac da celulo-
se sao as celulases que, na realidade,sao uma mistura de enzi
mas entre as guails destacam-se: a Endo-g-1l,4-glucanase, que
hidrolisa a molécula de celulose ao acaso; a Celobiohidrola-
se, que forma celobiose partindo do fim da molécula de celulo
se; e a B-glicosidase, gue hidrolisa a celobiose e forma duas
moléculas de glicose {21; 92; 104), Tem sido demonstrado que
as enzimas gue compoem a celulase atuam sinergisticamente. Is
to & caracteristico dos componentes da celulase que sao libe-
rados no caldo de cultivo (40). Muitas bacterias sao celulo-
1iticas, embora naoc liberem a enzima no caldo de cultivo. A
maioria dos fungos.porém, produzem celulase extracelular par-

ticularmente durante a Gltima fase da fermentagdo(27). E o caso

da 8-glicosidade, em algumas espeéecies de Aspergiffus (21).

A produgao de celulase & regulada por mecanismos
de repressao-indugao, com a repressao catabdlica como sistema
rregulador de sua biosintese (77). A celobiose &€ um inibidor
da celobichidrolase sendo,'no caso, uma inibicac pelo produto.
No caso da B-glucosidase ocorre inibigéo por substrato (celo-
biose) e por produto (glicose)tEG; 36; 57; 97; 104). A inibi-
¢ao por produto porém, varia com o microrganismo do gual a ce
lulase foi produzida (41; 112). Expérimentos conduzidos com
filtrados de Sclerotium rolf{sii{ demostraram gue a inibigao pro
duzida por glucose e celobiose em concentragoes de até 100mg/
mL nao foi significativa em 48 horas. A celobiose, provavel-
mente, € hidrolisada rapidamente a glicose pelo filtrado des

te microrganismo (97).

Compostos como a celulose cristalina (Avicel) e

alguns poucos dissacarideos como soforose e celobiose induzem
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a produgdo da celulase no caso do Irichoderma e Pseud&monas
sp. (41; 85). A natureza do material celuldsico e sua concen-
tragao inicial sao fatores muito importantes no progresso - de
indugao da celulase (96). Atualmente, a natureza do indutor

nao esta muito clara (26}.

0 exato mecanismo de hidrSlise da celulose como
também o efeito da sua estrutura no processo estdo em constan

te debate (40; 99).

Tem sido proposto, gue uma celulase, Cl’ pode ini
ciar a degradagao da celulose nativa através de uma desagrega
cao da cadeia de poli g-~1,4-glucanc e uma outra formasde celu
lase, C_, hidrolizar até glicose. Esta hipOtese foi modifica
da posteriormente, mantendo-se o conceito original de enchi
mento a C1 (Fig.1) (87). Por outro lado o entumescimento ou mo
dificagio da celulose cristalina & efetuada pela agao de gqual
quer enzima que fortuitamente rompa as 1igagées covalentes da
cadeia de celulose disponiveis na superficie cristalina. Acei
ta-se que a agao da enzima C; estd limitada a superficie cris
talina e que ela & uma forma altaﬁente especifica das enzimas
que atuam ao acaso(edo-8-1,4 glucanase) (41). Entretanto, tam-se
demostrado qe a enzima C, atua na molécula de celulose entumesci-
da ou guimicamente modificada de uma maneira ao acaso, produ-
zindo uma grande diminuigao da viséocidade da carboxi-fmetilQ
celulose por cada unidade de aumento dos agicares redutores
liberados (96; 124). O fato de gue existem pontos especificos
de adsorgdo das enzimas celuloliticas e que esta adsorgao &
maior & temperatura de 509C num pH 4,8 (condigoes Otimas para
a hidrolise da celulose) pernmite sugerir que os componentes

ativos da celulase sao retidos dentro da molécula de celulose
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mais fortemente gue aqueles que nac participam do processo de
hidrdlise. Segundo tem-se demonstrado, hid uma adsorcgao prefe
rencial pelas endoglucanases, sendo gque as exoglucanases atua
riam logo apds a formacao da celulose mais reativa (40). Em
um trabalho recente, a enzima Cl e considerada como uma B-1,4-
glucan celobiohidrolase, permitindo sugerir a varios autores
gue o ataque inicial da celulose nativa pode ser atribuido a

enzima CX e ndao a enzima Cl proposta originalmente‘(9l).

HIDROLISE DA CELULOSE

ENDO*ENZIMA(CX} ‘G1+G2+G3
>
CELULOSE Cl CELULOSE, / . CELORIOHIDROLASE (CBH} N G2
5 N 7
v
CRISTALINA MODIFICADA
GLUCO-HIDROLASE N G1
P
FIG: 1
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Em estudos sobre os mecanismos de hidrdlise da ce
Iulose, tem-se .observado, gque o indice de cristalini-
dade da celulose aumentava muito pouco durante a hidrdlise,ocon
cluindo-se que tanto a parte amorfa como a cristalina sao hi-
drolisadas em todo momento durante a reagdo mas, a - porgao
amorfa & digerida mais rapidamente (36). Isto estaria indicando que
outros fatores seriam os responsiveis pelo decréscimo da velo
cidade de hidrdlise através do tempo. Estas observagdes leva
ram a estabelecer uma nova teoria sobre o mecanismo da hidro-

lise da celulose chamada de "Mecanismo paralelo”
(Fig. 2} (35). 3
Estd claro que o processo de hidrdlise da celulo-

se & de natureza sinergética entre endoglucanases eexocdelobiohi

HIDROLISE DA CELULOSE

CELULOSE  g_1,4-CELOBIOHIDROLASE (Cy)

CRISTALINA " c
X
ACUCARES REDUTORES
CELULOSE c
.4
AMORFA
FIiG: 2
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drolases para produzir celobiose a gual & transformada a glu-
cose pela nglucoéidase mas, esta sequéncia vai variar de acor
do com o microrganismo produtor da enzima como também do subs
trato onde a enzima atue, sendo dificil estabelecer uma Unica
forma de hidrdlise porque os fatores que participam no proces

so sao complexos.

2.5. Produgao de etanol de residuos lignoceluldsicos

Um grande interesse na produgao de etanol como
combustivel alternativo para motores de explosdo e também co-
mo matéria-prima para a produgac de varios produtos guimicos
organicos, &, atualmente notado. A producgao anual, para 1985,
no Brasil, estd planejada para 11 milhoes de m3, principal-
mente a partir de agﬁcar de cana, melaco, mandioca e raizes

de babacu (8; 16).

0 etanol & atualmente o principal produto obtido
por fermentacao e & provévél que o continuo aumento dos - pro-
gramas de producido repercutam nas indistrias de fermentagao do
mundo inteirc. Isto prbvocaré uma procura adicional de subs-
tratos, particularmente melagcos, e um incremento da biomassa
microbiana produzida, a gual, sem duvida, tera gue ser apro-

veitada como fonte de alimento animal'(123).

Os trabalhos realizados sobre a produgao de eta-
nol foram revisados por Martins (74) Esser e Schmidt(33) . Coarbs
: Uﬁ),faber(34),Maiorella e col. (67; 68) e Righelato (88). As
principais limitagdes da sua obtengao por processos fermenta-
tivos sdo: disponibilidade de matérias-primas e seus pré-tra-

tamentos, inibicdao pelo etanol, produtividade dos processos e
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dificuldades na separagao do produto final. A estas pode ser
acrescentada a poluigé@c causada pelos residuos decorrentes tan

to da fermentagao alcodlica como da destilagao (vinhoto) (123).

Atualmente, tem-se desenvolvido muitos processos
onde a fermentacao alcodlica e a hidrdlise enzimatica do subs
trato sao realizados numa operagdo sd, As principais vanta-
gens destes processos tem relagaoc com o aumento da velocidade
de hidrdlise e, subsequentemente, maiores rendimentos em eta-
nol (93), devido, principalmente, a uma miniminizagdc  da
inibigao da B-glucosidade, por apresentar baixas concentracOes
de glicose no meio de fermentagao (41). Por outro ladd, a bai
xa concentracao de glicose minimiza tamb&m as possibilidades

¥

de contaminacgao (60).

Os processos de hidrdlise enzimatica e fermentagao
alcodlica simultdnea de residuos lignoceluldsicos tem sido es

tudados por diversos pesguisadores (60; 93).

Varios materiais celuldsicos tem sido testados para

serem utilizados em processos de hidrdlise e fermentagao si-

maultanea (60; 43) . A enzima celulolitica utilizada pelos
pesguisadores corresponde a do Trichoderma reesei QM 9414
e as leveduras das espécies Saccharomyces cerevisiae e

Candida brassicae, Os resultados mostram um aumento de 60%

na produgdo de etanol, em relagao ao processo convencional.

Algumas desvantagens técnicas ainda.existeﬁ por
resolver nestes processos de produgdao simulta@nea tais como a
compatibiliza¢ado das temperaturas de hidrdlise e fermentagao,
que sao de 50 e 30°C respectivamente, Por outro lado, & ne-
cessdrio conhecer o efeito das enzimas celuloliticas sobre a

viabilidade das leveduras (60}.
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Um grande nimero de microrganismos & capaz de sin
tetizar celulaseslmas ndc tem a habilidade de produzir etanol.
Assim o CLostridium Thermocellfum, e o Aceigvibnio cellulolyli
cus ndo utilizam diretamente os aglicares que eles produzem €O
mo resultado de suas atividades celuloliticas (92; 119).
Neste caso, @ necessario adicionar ao sistema um microrganis-

mo produtor de etanol (43; 60)..

A fermentagao direta da celulose e etancl tem si-
do demonstrada em sistemas de monocultura de Mendifia 4p., iso
lada de compostos de bagago de cana-de-aglicar (47). A maior
vantagem deste sistema de cultura pura, sobre o uso de dois
ou mais microrganismos que atuam sinergisticamente & que am-
bos processos, o de sacarificagdo e o de fermentagao, ocorrem

a uma temperatura Otima,

Para a produgido de etanol de residuos lignoceluld
sicos em forma eficiente, & necessario considerar o aproveita
mento da frac¢do de hemicelulose, Isto tem sido um  problema
por longo tempo j& gque, a érodugéo_de etanol através da utili
zagdo de misturas de glicose, xilose e arabinose & de grande
significado para a factibilidade econdmica do processo de bio

degradag¢ao destes residuos (53).

Tanto bactérias como fﬁngos e leveduras = apresen
tam xilanase (9; 23) porém, poucos ﬁicrorganismos apresentam a
habilidade de fermentar as pentoses, particularmente xilose,
a etanol (13; 98). A fermentagao de carboidratos e de hidroli

sados de hemicelulose tem sido pesquisada utilizando leveduras

e fungos dos géneros Mucor e Fusagrium (118; 50). Os resulta-
dos demostraram que tanto o Mucor sp. como as espécies de
Fusarium estudadas = fermentaram a etanol varios aguca-
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res, incluindo glicose, pentoses e xilitol. A espécie Mucor sp
fermentou o hidrolisado de bagago de cana transformando os
aclicares presentes em etanol. Nesta fermentagao verificouse o
consumo inicial de glicose, seguido da xilose e arabi-

nose {118).

Aenomonas hydrophilfa, Bacillus polymyxa e Aerobac
ten indologenes s3o bactérias qgue aproveitam hexoses e.pentOM
ses através de uma fermentagao acida mista mais o 2.3 butano-
diol. Assim, quantidades significativas de etanol, 2,3 butano
diol e acidos organicos podem-se obter como produto da fermen

tagao de pentoses por estas bactérias (2; 101).

Virias espécies do genero CLostrdidium tem sido
utilizadas para a conversao de celulose e hemicelulose para
uma mistura de etancl, lactato e acetato(37). O Baciflus ace

toethylicum realiza uma fefmentagao acida mista com etanol,
Acido acético, didxido de carbono, hidrogénio e acetona, uti-
lizando 98% da xilose presente no meio de fermentacgao (69) .-
Os processos que utilizam bactérias sao relativamente inefici
entes porque, além do etanol, produzem outras substdncias es-

pecialmente acidos organicos de cadeia cuxta(lzg).

Embora muitas leveduras transformem eficientemen-—
te hexoses a etanol e utilizem pentoses oxidativamente, tem
sido consideradas incapazes de produzir etancl das pentoses
(7; 14). Recentemente tem-se demostrade a conversao direta da
xilose a etanol, por uma linhagem mutante de Candida sp(46) .
Igualmente, tem-se verificado que a.levedura ~Pachysolen
tannophilus também fermenté diretamente a xilose para etanol

494; 98). Ao mesmo tempo, outros pesquisadores tem isclado
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isolaramng espécies de leveduras capazes de assimilar a.xilg
se. BEstes autores informaram que as leveduras Pachysolen tan
nophilus, Candida guifliemmondii, Candida tecebra e Pichia
guilliermondii produziam etanol da xilose, salientando a espé

cie Pachysolen tannophifus como a mais produtiva (71).

Recentemente foram estudadas as condigSes Otimas

de fermentagdao da xilose por Pachysolen tannophilus. Ambos,

crescimento microbiano e producdo de etanol, foram otimos a
temperatura de 320C e pH de 2,5. O rendimento alcodlico obti
do foi de 0,34 gramas de etanol por grama de xilose consumida.
Estes autores salientam o fato de que uma forte inibicao do
processo de fermentagao ocorre guando é concentragao de eta-

nol, no meio de fermentagao, supera'os 20g/L (98),

Foi verificado que a levedura Candida  lusitaneae
produzia mais etanol, dé uma mistura de xilose e celo@iose, do
gque quando os dois aglcares eram fermentados separadgmente(69).
Por outrolado , os mesmos pesqguisadores informaram gue o
P.tannophilus apresenta a habilidade de fermentar a galactose
para etanol, sendo que o glicerol nao era utilizado eficientg

mente (70}.

A descoberta de gue algumas leveduras fermentam a
xilose diretamente a etanol, tem aberto um caminho para a uti
lizagdo mais eficiente e completa dos residuos lignoceluldsi-
cos. Neste sentido, os especialistas da &rea tem aplicado
grande parte de seus esfor¢os de pesquisa, nos ultimos 3 anos,
no estudo de processos de biodegradagac, utilizando a levedu-

ra Pachysolen tannophifus (72; 94; 98) .
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IIT. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Equipamentos

Todas as pesagens envolvidas no presente trabalho
foram executadas em balanga analitica ou semianaliticaxSAUTER.;
as operag¢oes de centrifugagac em centrifuga BECKMAN modelo
3*21 B e para as diversas determinac¢des de pH e preparagOes de
tampbes foi empregado em pHEmetro HORIBA H-5. Um evaporador &
pressao reduzida BUCHI, modelo RE-101 foi utilizado paré con-—
centrar os hidrolisados das fragdes do bagago de cana de aclh -
car empregado para a formulacao do meio de cultura utilizado na
fermentagso alcodlica. Os meios de cultura utilizados neste
estudo, foram esterilizados em autoclave FABRE modelo 103 a as
culturas submersas submetidas a aeragao em agitad&r rotatdrio
FERMENTATION DESING INC., PA 18103 enquanto os cultivos estacio
nidrios em meio semi-sélido e sdlido desenvolveram-se em estufa
FANEN, modelo RECTILINEA. Foram tambem utilizados, banho maria
FANEN para o desenvolvimento das reagOes enzimaticas. As lei-
turas espectrofotometricas foram realizadas em espectofotome -
tro COLEMAN modelo 295 . Os processos de liofilizagao foram_
‘realizados em um liofilizador marca VIRTIS modelo ne 10-146

MR-BA. As operagoes de moenda foram executadas em moinho de

facas marca RENARD modelo 180-75-01



3.1.2. Reagentes

Os meios de cultura empregados durante o desenvol-

vimentce deste trabalho foram de marca DIFCO.

Os ag¢lcares padroes xilose e glicose utilizados na
cromatografia em papel, foram respectivamente da marca CARLO
ERBA e RIEDEL, enguanto que os padroOes arabinose e xilobiose

pertenciam a marca MERCK.

Todos os demais reagentes utilizados foram de pure

za analitica.

3.1.3. Bagaco de cana de aclcar

O bagago de cana de agucar utilizado no presente
trabalho, foi obtido da Usina de Aglcar Bom Retiro, Paulinia,

estado de Sdo Paulo.

3.1.4. Microrganismos

"As seguinteg linhagens de fungos foram utilizadas

durante o desenvolvimento deste trabalho:

a) Trichoderma reeset @M 9414, mantido em Agar Ba-
tata (extrato de batata 100 mL, glicose 40,0 g, agar-agar

32,0 g, por litro de Agua destilada) (116).

b) Pachysolen tannophilus NRRL Y-2460, mantido em
Agar YMDP (extrato de malté 3,0 g, extrato de levedura 3,0 g ,
peptona 5,0 g, dextrose 10,0 g, agar-agar 20,0 g, por litro de

&gua destilada (30).



Estas linhagens foram conservadas por transferén -

cias periddicas e mantidas em geladeira a 4°C.

3.1.5. Reator para o processo de explosdo-autohidrdlise

T

O reator utilizado no processo de explosao-autohi-
drdlise, corresponde ao descrito por Schuchardt e cclaborado-
res e estd ilustrado na figura 3 (95). Péra descarregar o rea
tor foi utilizada uma valvula de esfera de 1/2" de ermeto. A
figura 4 mostra o sistema de aguecimento elétrico utilizado
(manta elétrica 2.500 W) e a plataforma mbvel gue mantinha o
contetido do reator em agitagao constante (100 ciclos/min) du-
rante o processo. Na figura 5 pode-se observar o ciclone sepa

- rador utilizado para receber o bagago pré-tratado.

FIG. 03 REATOR PARA O PROCESS0 EXPLOSAO-AUTOHIDROLISE
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FIG. 04 SISTEMA DE AQUECIMENTO E AGITACAO DO REATOR UTILI-
ZADO NO PROCESSO EXPLOSKO-AUTOHIDROLISE.

FIG: 05 CICLONE SEPARADOR UTILIZADO NO PROCESSO DE EXPLO
aR0-AUTOHIDROLISE .,
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3.2, Métodos

3.2.1. Producdo de enzimas celuloliticas

Para a produgdo de enzimas celuloliticas os espo-
ros de uma cultura de Trichoderma neesed QM 9474 incubado du
rante 3-5 dias & 309C em Agar Batata (116) foram utilizadas pa
fa inocular frascos de Erlemeyer de 500mL. contendd 20,0g. de
uma mistura de farelo de trigo e Agua destilada na proporg¢ao
1:1 (p/V) (umidade de aprox. 60%) préviamente esterilizados
por 30 minutos & 1219C a resfriados a temperatura ambiente.
Apds um periodo de 3-5 dias o farelo flngico foi subme;ido a
uma extracio com agua destilada na proporg¢ac de 1l:5 respecti-
vamente (p/v), com agitagao periodica durante 30 minutos. A
seguir a mistura foi filtrada em pépel de filtro. Ao filtra-
do obtido, apbds o ajuste do pH para 6,0, foi adigiona&o 0, 1%
de NaCl e &dlcool etilico 95°© a concentragdo de 70%. Apds o re
pouso & 4°C durante uma noite, o precipitado foi recuperado
pela centrifugagao a 5.900 x g durante 10 minutos a 59C, sub
metido a secagem 4 temperatura ambiente em corrente de ar, tri

3 By O
turado em almofariz de porcelana e armazenado a 0°C.

3.2.2. Determinacdo da atividade enzimitica

Determinagao da atividade de C,-celulase (FPase)

A atividade Clucelulase foi determinada pela capa
cidade da enzima em degradar papel filtro Whatman ne 1 em um
tubo de ensaio (200 x 23mm). Foram colocados 0,2 mg de enzi
ma e 1,0 mL de tampdo citrato 0,05 M pH 4,8 e um pedago de

papel filtro Whatman n9 1 de 1 x 6 cm. (50mg). O conjunto foi
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incubado em banho maria & 509C durante 1,0 hora com agitacao
periddica. Apds é incubacdo foram retirados geralmente 1,0 mL
de solucdo para determinagdo de aglcares redutores pelo mé&todo
de Somogyi e Nelson (80; 100)}. Uma unidade de atividade de
Cl~ce1ulase foi expressa como u mol de glicose liberados por

minuto e por miligrama de enzima (73).

Determinacgao da atividade Cx—celulase

A atividade de Cx—celulése foi determinada pela
guantidade de aglicares redutores produzidos pela agdo enzimati
ca sobre o substrato carboximetilcelulose de s&dio de acordo
com o método proposto por Reese e colaboradores (87). Os tu-
bos de ensaio contendo a mistura de 4,0 mL de solugao 0,625%
de carboximetilcelulose de sédio em tampao acetato 0,1M,pH 4,5
e 1,0 mL de solucdo de enzima (0,4 mg/mL) foram incubados por
30 minutos A 409C. Ao final da incubacdo foram retirados ali-
quotas para determinagao de aglicares redutores, utilizando ©
método de Somogyi e Nelson {(80; 100). Uma unidade de ativida
de enzimatica de C,~ celulase foi expressa como p mol de glico

se liberados por minuto e por miligrama de enzima.

Determinacgao da atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pela guan-
tidade de aclicares redutores resultantes da agdo enzimitica so
bre o substrato xilana. Os tubos de ensaio, contendo a mistu-
ra de 2,5 mL de solugdo 0,05% de xilana, 2,5 mL de tampac ace-
tado 0,05 M, pH 4,0 e 1,0 mL de soluqéo de enzima, foram incu-
bados por 30 minutos & 509C. Ao final da incubagao, foram re-

tiradas aliquota de 1,0 mL para determinagac de aglicares redu-
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tores, utilizando o método de Somogyi e Nelson (80; 100) . Uma
atividade xilanase foi expressa como umol de xilose liberada

por minuto e por miligrama de enzima (83) .

3.2.3. Pré-tratamento alcalino do bagaco de cana de agicar

0 bagago de cana seco & temperatura ambiente e moX
do em moinho de facas marca Reanard, modelo MFC 180-75-01 (100
mesh), foi tratado com solugdo 4% de NaOH na proporgao 1:10
(p/v) respectivamente, d temperatura ambiente (27-309C) duran-
te uma noite. Apds este periodo a mistura foi centrifugada du
rante 10 minutos e o residuo foi lavado com agua destilada' e
com HC1 1N até neutralidade. O bagago assim obtido foi secado
3 609C durante uma noite e mantido em dessecador em embalagem
de vidro. Este produtc foi denominado Fra¢do III. O sobrena-

dante foi utilizado para obter o extrato alcalino como descri-

to a seguir.

3.2.4. Obtencdo do extrato alcalino do bagago de cana de acucar

.O sobrenadante obtido no item 3.2.3., foi ajustado
a pH 5,0 com HC1 2N e a hemicalulosé foi precipitada da solugao
pela adigao de etanol 959 na.proporgéo 1:3 (v/v) respectivamen
te. A mistura foi mantida 3 49C durante uma noite; o precipi-
tado foi separadoc por filtragao através de placa porosa e lava
da com etanol 95¢G.L., até obtengao de um filtrado claro. 0
residuo assim obtido foi submetido a secagem a temperatura de
609C durante uma noite. Eéte produto foi denominado Fragao I.
Apds a secagem, o produto foi moido em almofariz de porcelana

-

e deslignificado pelo tratamento com etanol 709G.L. a 709C du-
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rante 4 horas (25). Apds este periodo, o material foi filtra-
do através de placa porosa e ¢ residuo lavado com etanol 709G.L
até a obtengdo de um filtrado claro. O produto assim obtido
foi secado 3 temperatura de 609C durante uma noite e armazena-
do em embalagem de vidro em éessecadcr. Este produto foi deno

minado Fracgao II.

3.2.5. Pré-tratamentc do bagaco de cana de aciicar pelo proces-

so de explosdo-autohidrdlise

0 bagago de cana seco e moido (28 mesh), fol mistu-
rado com agua destilada na proporcao de 1:5, 1:8 e 1:10 (p/v).
Amostras da mistura foram colocadas no reator descrito:no item
3.1.5. e submetidas a aquecimento & 2009C durante um tempo de
4,0 minutos e a pressdo de 16 bar.. Apds este periodo o reator
foi despressurizado rapidamente e a mistura bagago/agua descar
regada por arraste a um ciclone séparaéor.- Em seguida a mistu
ra foi filtrada através de placa porosa a pressao reduzida. O
bagago assim obtido foi secado & 609C durante uma noite e man-
tido em dessecador em embalagem de vidro. Este produto foi de
nominado Fragao V. 0 filtrado (liquido de auto-hidrdlise) foi

submetido aos seguintes tratamentos:

Liofilizacao

O filtrado foi liofilizado e armazenado em embala-

gem de vidro em geladeira.

Hidrdlise com enzimas celuloliticas ou com acido

0 filtrado foi hidrolisado com enzimas ou com &aci-

dog de acordo com o item 3.2.6.
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Diidlise
O filtrado foi dialisado contra agua destilada, em

sacos de didlise de celulose durante 72 horas a 509C. O produ

to assim obtido foi denominado Fragao IV.

3.2.6. Hidrdlise das fracBdes de bagaco de cana de aglicar pox

enzimas celuloliticas ou por acido

As fragOes obtidas segundo os itens 3.2.4 e 3.2.5,
foram submetidas a hidrdlise enzimitica ou dcida com o objeti-

vo de obtengao de xilose.

A hidrdlise enzimdtica da Fragao II consistiu  no
tratamento de uma solucgdo de 10% desta fragao em agua (p/v) com
20 mg de enzimas celuloliticas de Trichoderma reeset QM . 9414
contendo 1,8 unidades de atividade Cl' 2,4 unidades de.atividg.
de C, e 10,6 unidades de atividade ﬁiianase obtida dg acordo -
com o item 3.2.1. O pH foi ajustado a 4,5 com NaOH 2N e a mis

tura incubada a 509C durante 48 horas.

A hidrdlise enzimatica da Fragao IV consistiu no
tratamento de 50 mL desta fragao com 20 mg de enzimas celulolld
ticas de Trichoderma reecsei QM 9414, nas mesmas condigoes que

no caso da Fragao II.

A hidrdlise enzimdtica de bagago de cana sem pré-
tratamento, Fragdo III e Fragdo V foi feita utilizando solucao
2% de substrato em tampio acetato 0,1M e pH 4,5. Nesta mistu-
ra foram adicionados 20 mg de enzimas celuloliticas de Tricho-—
derma reaesei QM 9414 contendo 1,8 unidades de atividade Cqv 2,4
unidades de atividade Cx e 10,6 unidades de atividade xilanase

e incubada durante 24 horas a 50%C.
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A hidrdlise acida da Fracao II consistiu no trata-
"mento de uma solucdo de 10% desta fragao em agua com acido sul

furico na concentracao final de 5% (v/v) a 100 ¢C durante uma

hora.

Para a hidrb6lise Acida da Fragdo IV, 2,6 mL de aci
- do sulfurico concentrado foram adicionados a 50 mL desta fra-—

cdo e aquecida & 1009C durante uma hora.

3.2.7. Fermentacado alcodlica de diversos acilicares e hidrolisa-

dos do bagaco de cana de acicar

Para os estudos de fermentagdo alcodlica fol util-

lizada a levedura Pachysolen tannophilus NERL y-2640.

Preparacao do meio de cultura

0 meio de cultura basal (98) era constituido de:
10,0 mL de solugido A; 10,0 mL de solugao B; 100,0 mL de solucao
C; 10,0 g de extrato de levedura & fonte de carbono de concen-—
tracdo varidvel por litro de agua destilada. A solugao A con-
tinha: 1,10 g de Ca0; 0,40 g de Zn0; 5,40 g de FeC13.6H20 :

0,36 g de Mg0; 0,25 g de CusSO,.5H,0; 0,24 g de (CI

4 2 2
e 13,0 mL de HC1l concentrado por litro de Agua des-

fGHZO; 0,06
g de HBBO3
- tilada.

A solucgdo B era constituida por: 10,1 g de Mgo e
45,0 m de HCl concentrado por litro de agua destilada. A solu
¢do C continha 64,0 g de Ureia; 12,0 g de KH,PO, e ;,80 g de

Na,HPO, por litro de agua destilada.

2
0s aclicares ou hidrolisados de bagago de cana de

aglicar foram dissolvidos em agua destilada e autoclavada sepa
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radamente durante 15 minutos 4 1219C e adicionados asséptica-
mente aoc meio de cultura basal préviamente esterilizado. O pH
do meio de cultura estéril e frio era ajustado para pH 2,5-3,0

com HC1l 2N estéeril.

Preparacgdo do indculo

Uma amostra de 50,0 mL de cultura de 48 Hr de P.
tannopkiius NRRL y-2460 em meio de cultura descrito acima, mais
2,5% de xilose como fonte de carbono, incubada & 329C em agita
dor rotatdrio a 200 rpm, féi centrifugada assépticamente a 5.900
x g durante 5 min. & 509°C e a massa celular lavada com 20 mL de

solugao 0,85% NaCl estéril. Apés g lavagem, a massa celular foi

ressuspendida em 50 mL de solugao salina esterilizada.

Fermentacdc alcodlica

Frasco de Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 mL de
meio de cultura descrito acima, foi inoculade com 1,0 mL de
suspensac de Pachysolen tannophilus obtida de acordo com o
item anterior. Os frascos foram incubados em agitador rotatd-
rio a 200 rpm & 329C. Amostras de 3,0 mlL de meio de cultura fo
. ram retiradas assépticamente para determinag¢Oes periddicas de
aclicares redutores, massa celular, concentragao de etanol e pH,

de acordo com os Itens 3.2.12, 3.2.15 e 3.2.14 respectivamente.

3.2.8. Cromatografia de papel

A identificagdo dos aglicares produzidos durante o
processo de sacarificagdo foi feita utilizando cromatografia de
papel pelo método descendente e utilizando um sistema de sol=

ventes N-butanol: piridina: adgua destilada (6:4:3 v/v). Os

.39.



aglcares glicose, arabinose, xilose e xilobiose foram utiliza-
dos como padroes de identificacao. As cromatografiasg foram
desenvolvidas durante uma noite e reveladas com AgNO3—acetona,
NaOH-etanol e Na,S,0., de acordo com os metodos desc;itos por

27273

Trevelyan e colaboradores e Shewale é Sadana (97; 115).

3.2.9. Determinacao de celulose

A celulose foi determinada de acordo com c método

descrito por Updegraff (117).

Uma amostra de 200 mg de bagago de cana de aglcar,
moido (200 mesh) e seco foi lavado com 10 mL de agua deétilada;
O residuo obtido por centrifugagac a 810 x g durante 5 'minutos
foi tratado com 3 ml de reagente ac.acéticc/ac.nitrico consti-
tuido de 50 mL de acido acético 80% e 15 mL acido nitrico con-
centrado, em banho maria em ebuligdo durante 30 minutos. - Em
seguida a amostra foi centrifugadé nas condigOes descritas aci
ma e o residuo lavado exaustivamente com aliquotas de 10 mL de
dgua destilada e recuperado através de centrifugagao. O resi-
duo obtido foi tratado com lO ml. de acido sulfurico 67% duran-
" te 1 hora a temperatura ambienfe. Apds este periodo 1,0 nmL do
hidrolisado foi diluido para 100 ml com Agua destilada. Desta
diluigéo pipetou-gse 1,0 nL e'adicionou—se 4,0 mL de agua desti
lada e a mistura foi resfriada e mantida em banho de gelo duran
te a adigao de 10 mL de solugao 0,2% de Antrona em stoé concen
trado. A seguir os tubos foram colocados em banho maria em ebu
ligdo durante 16 minutos. A absorbancia da solugdo foi medida
em espectrofotdmetro Coleman 295 & 620 nm contra branco consti
tuido da mistura de 5 mL de agua destilada e 10 mL de reagente

de antrona e o contetdo de celulose da amostra foi extrapolada

de curva padrao de celulose.
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3.2.10, Determinacdo de hemicelulose

A determinagdo de hemicelulose do bagago de cana de
aglcar, foi realizada utilizando-se a técnica n? T 223 m 58 re
comendada pela "Technical Association of the Pulp and Paper

Industry, TAPPI"™ (110).

Uma amostra de 1,0 g de bagago de cana seco e moi-
dp (200 mesh) e 100 mL de HC1l diluido (12%) foram adicionados
em um baldo de destilaga’ de 500 mL. A seguir a mistura foi
destilada durante 90 minutos, a velocidade de aproxXximadamente
50 mL a cada 15 minutos e 300 mL do destilado foram recolhidos
num frasco de Erlenmeyer de 1000 mL de boca esmirilhada. A me
dida que a destilagdo prosseguia, foi adicionado HC1  diluido
(12%), através de um funil de decantagao adaptado ao balao de

destilagao, para a manutengao do volume inicial de 100 nL.,

Ap6s a destilagao, o contelido de hemicelulose foi
determinado no destilado pelo método colorimétrico indicado pa
ra concentracGes menores gque 10% e pelo método de Bromagao vo-
lumétrica para determinacdo de hemicelulose em concentragoes su

periores a l10%, descritos a seguir:

Método colorimétrico de determinacao de hemicelulose

0 destilado (300 mL) obtido acima foi diluido para

1,0 L com agua destilada.

Determinou-se préviamente a guantidade de solugao
NaOH 24% (p/v), necessaria para neutralizar 20 mL de amostra de
destilado diluido, usando-se 1 gota de solugao 0,5% de fenolfta

leina em etanol como indicador.
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A seqguir, uma aliquota de 20 mL de destilado dilui
do foi transferida para um balao volumétrico de 100 mL e neu-
tralizada com guantidade necessaria de solugao de NaOH 24%.
Adicionou-se ao baldo volumétrico 20 mL de solugao estabiliza-
dora constituida de 200 g de NaCl e 100 g de Na,HPO, émrl,o L

de acua destilada.

Preparou-se um branco constituido de 20 mL solugao

‘de NaCl (58 g/L) e 20 mL de solugao estabilizadora.

Os frascos foram resfriados a 209C e em seguida
adicionou-se 50 mL de solugao de acetato de anilina (5 mL de

anilina destilada mais 45 mlL de Acido aceético glacial).

As misturas foram diluidas para 100 mlL com 'dgua des
tilada e mantidas i 209C durante 30 minutos. Apds este periodo,
a transmitdncia da solugao foi medida a 520 nm contra o branco,

em espectrofotdmetro Coleman 295.

A concentragao de hemicelulose na amostra, foi cal
culada utilizando-se a curva padrao de furfural na faixa de

concentracgao de 0,01 a 0,30'mg e a seguinte formula:

% hemicelulose = 7,9 x mg furfural x 100

peso amostra seca

Método de Bromacaoc Volumétrica de determinacao de hemicelulose

Ao destilado (300 mL) obtido de acoido com © item
3.2.10 foram adicionados 50 mL de agua destilada e 250 g de gé
lo picado. Apds a temperatura da solugac atingir 09C, foi adi-
cionado cuidadosamente 20 nmlL de brometo-bromato de rotassio

0,2 N (5,57 gKBroO 50 g KBr e 1,0 g’Na2C03 em 1 L Agua destila

31
da); o frasco de Erlenmeyer foi fechado com tampa de vidro,
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agitado e deixado em repouso. ApOs exatamente 5 minutos, acres
centou-se rapidamente 10 mL de solugac 10% KI, tampando-se e
agitando-se bem a solugdo para a absorgao do vapor de bromo. A
amostra fol titulada com solucgao Na,5,0, 0,1 N, usandd~se. co

mo indicador de viragem, solucdo 5% de amido.

Foi feito um branco constituido de 270 mL de HCL
diluido a 12%, 80 mL. de agua destilada e 250 g de gelo pica

do, e tratado como descrito acima.

O teor de hemicelulose no bagaco fol expresso em

porcentagem utilizando-se a seguinte formula:

% hemicelulose = 7,58 x N{a-b) - 1,1%

peso amostra seca

onde :

N normalidade do Na28203

a = mL Na28203 gasto no Branco

o
I

= mL N328203 gasto na Amostra

3.2.11. Determinacao de lignina

A determinagdo de lignina foi realizada de acordo
com a norma técnica T 222 m~54 recomendada pela "Technical Ag

sociation of the Pulp and Paper Industry, TAPPI"™ (109) .

Uma amostra de 1,0 g de bagago de cana seco e
moido (200 mesh) foi pesado em um cartucho de papel de filtro
e tratado com 200 mIL. da mistura de etanol-benzeno na propor-

gao 1:2 (v/v) em extrator Soxhlet durante 6-8 horas.

Apds o tratamento a amostra foi secada 3 tempera-
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tura ambiente, e transferida para um bequer de 100 mL. ApOs
a adicao cuidadosa de 40 mL de solucdo de H,50, 72%, o bequer
foi tampado com vidro reldgio e a amostra foi hemogenizada com

o acido durante 1 minuto. A mistura foi mantida a 20°0C por

2 horas com agitacao periodica a intervalos de meia hora.

A seguir, a amostra foi transferida para um fras
co de Erlenmeyer de 2 L. e diluida com agua destilada até a
concentracao de 3% de R,50, e fervida durante 4 horas, sob

refluxo, para manutencao de volume constante.

ApOs este periodo, o material foi filtrado em ca-
dinho préviamente tarado. O material insolivel foi lavado com
500 mL.  de agua destilada quente para a eliminacdo do acido.
O cadinho filtrante com o residuo lavado foi aquecido,'em es-
tufa, a 105°C até peso constante. O resultado foi expresso

em porcentagem de lignina em relagao a amostra de bagago de

cana secCo.

3.2.12. Determinacao de aclcares redutores

~ Os aclcares redutores foram determinados de acor-
do com o método de Somogyi e Nelson{80; 100).A absorbancia da
solucdo foi determinada a 540 nm em espectrofotdmetro Cole-

man 295.

3.2.13. Determinacao de umidade

Para a determinagéo de umidade, as amostras foram

mantidas em estufa a 105°C até peso constante.



3.2.14. Determinacao de Etanol

As determinagdes de etanol foram realizadas de

acordo com o método de Kaye e Haag (58).

Este método baseia-se na oxidagdo do etanol a aci-
do acético pelo dicromato de potassio (de cor amarela) com a
consequente formacao de sulfato cromico {(de cor verde). A in-

tensidade da cor verde & proporcional & concentracao de etanol.

Em um tubo de ensaio de’ 25 x 210 mm foram adiciona
dos 1,0 mL de amcstra do meio de fermentacgao, 5,0 mL de agua
destilada e 4,0 nml de reagente de Scotthilson constituido de
5,0 g de Hg(CN)z, 90,0 g de NaOH e 1,5 g de AgNO, em 800 mI, de

Agua destilada.

Em outro tubo de ensaio de 25 x 210 mm foi adi-.
cionado 9,0 mL de reagente de dicromato de potadssio « consti-

tuido de 3,7 g K,Cr,0., 280 mL de HéSO4 conc. e 220 mL de
agua destilada.

Estes tubos de ensaio foram conectados atraves de

tubos de vidro como ilustrado no esquemas

saipa ENTRADA
AR AR
Gy P77 ROLHA DE BORRACHA
i

REAGENTE - | % 1| AMOSTRA + REAGENTE
OE K Cr0; 1% 4 OE SCOTT- WILSON




Uma corrente de ar foi introduzida através da co-
nexao de vidro dufante o aquecimento do conjunto, em banho ma
ria em ebulic¢do por 15 minutos. Apds este periodo, o tubo de
ensailo contendo ¢ reagente de dicromato de potassio, foli res-
friado e a absorgdo da solucdo medida em espectrofotdmetro Co
leman 295 & 605 nm contra branco obtide segundo o procedimen
to descrito acima com a substituigao de 1,0 mL de agua desti
lada em lugar da amostra. O contetido de etanol da amostra

foi extrapolada de curva padrao de etanol absoluto.

3.2.15. Massa celular

As determinacdes de massa celular foram feitas me
dindo~se a absorbincia de uma suspensao de celulas lavadas e

resuspensas em agua salina (0,85% NaCl) estéril a 660 nm. em

espectrofotdmetro Coleman 295. Os valores de biomassa em g/L
foram calculados através de curva padrao relacionande absor-

bincia a 660 nm. e peso seco.

3.2.16. Calculo dos parametrog cinéticos

Os dados.experimentais obtidos durante a fermenta
. ¢a3o alcodlica de xilose e glicose, foram plotados contra o-
tempo de fermentagdo e os parametros cinéticos, taxa especifi
ca de crescimento celular, taxa especifica de consumo de sub-
trato e taxa especifica de produgao de etanol, foram calcula-

dos pelo método geométrico de LeDuy e Zajic (64).
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Iv.

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1, Produgdo de enzimas celuloliticas

A produgado de enzimas celuloliticas foi realizada
de. acordo com o item 3.2.1. e a atividade das mesmas, na pre-

paracao bruta, foi determinada de acordo com o item 3.2.2.

Os resultados estao apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1. Producdo de enzimas celuloliticas de Trichodeama

neesed QM 9414 por fermentagao semi-solida

Atividade mol aclcar redutoxr/minuto/mg
Enzimatica de enzima bruta
CI(FPase) ‘ ‘0,09

CX(CMC) 0,12

Xilanase 0,53

{(xilana)

A atividade das enzimas celuloliticas, da prepara-
¢do bruta, obtidaspela fermentag¢do semi-sdlida foi sempre

maior do que aguela obtida por fermentagao submersa. Este re

‘sultado foi demonstrade anteriormente por Urieta e colaborado

res (116) . Além disso, o processo de produgac de enzima por
fermentacdo semi-sdlida & mais simples e economico do que  ©

processo de fermentac¢do submersa (116).
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0 Quadro 2 ilustra a hidrdlise enzimatica do baga-
¢o de cana intacto (sem tratamento) e da hemicelulose do baga
¢o de cana utilizando-se a preparagao enzimatica obtida de T.
neesed de acordo com o item 3.2.1., celulase e hemicelulase

comerciais.

QUADRO 2. HidrOlise enzimatica do bagaco de cana e da hemice-

lulose do bagaco de cana pela preparacao enzimatica

de T. neesed OM 9414, celulase e hemicelulase comer

ciais.
Enzimas celuloliticas
Celulases Hemicelulase Celulase
Substrato (T.rneesed) comercial (comercial)
A. nigen

mg Aclicar Redutor liberado/100 mL.
Bagago de
cana 58 , 45 23
Hemicelulose
de bagago de
cana 182 212 138

A preparagao enzimatica de T. xrecesed foi mais ati-
va sobre o bagago de cana intacto do que a celulase e hemice-
lulase comerciais. Na hidrdlise de hemicelulose do bagago de
cana a preparacgao comercial de hemicelulose obtida de A.ndigex
foi mais efetiva em relacdo &s celulases de T. xeesedl e celu-
lase comercial isto & devido & auséncia da atividade de celulase C

I

e atividade somente de celulase C, e xilanase no sistema de

celulases do A, nigex (116).
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O T. reesed apresenta um sistema de enzimas celu-
loliticas completoc com atividade de xilanase, celulases CI e
C, e por esta razao @ a fonte de enzimas celuloliticas mais
utilizada para a hidrOlise de substratos que apresentam celulo
se e hemicelulose como principais constituintes, como & o caso

do hagago de cana de aglcar.

4.2, Pré-tratamento alcalino do bagago de cana de acucar

O pré-tratamento alcalino do bagago de cana de
aglicar foi realizado de acordo com os métodos descritos nos
itens 3.2.3 e 3.2.4. O fluxograma da figura 6 ilustra o proce

dimento adotadeo e 0s resultados obtidos.

No pré~tratamento alcalino de 200 g. de bagago de
cana seco e moido, foram obtidos 125 g de residuo insoltvel
seco denominado Fragao III e 42 g de extrato alcalino seco de

nominado Fragao I.

No processo de deslignificagao de 42 g da Fragao
I, com etanol & 70°C, foi obtido 12 g de fragdo insollivel, se

ca e deslignificada, denominada Frag§0 IT.

A determinacgdo guantitativa de celulose, hemicelu
lose e lignina nas diferentes fragoes obtidas pelo tratamento
alcalino de bagagd de cana foi realizada de acorao com os itens
3.2.9., 3.2.10. e 3.2.11., respectivamente e o0s resultados es-

tao apresentados no Quadro 3.
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BAGACO DE CANA
SECO, MOIDO (100 mesh)
(200 ¢)

SUSPENSAC EM MaOM 4% - 1110 {P/ V]
‘A TEMPERATURA AMBIENTE POR 1 NOITE

CENTRIFUGACAQ

RESIDUO
INSOLUVEL

SECAGEM A 60°C

. RESIDUO
FRACAO Ul INS OLUVEL
SECO (125¢]
FIGURA N2 &

RESIDUO
SOLUVEL

AJUSTE A pH 50 COM HCI
PRECIPITACAD COM ETANOL

1:3 (VAV} A 5°C POR | NOITE
CENTRIFUGACAD

SECAGEM

PRECIPITADO

SECAGEM

MOAGEM
PRECIPITAGO -
SECC (42g) FRACAO 1

TRATAMERNTO COM ETANOL
70°GL - 1110 {F/V) A 70°C
POR 4 HORAS

CENTRIFUGACAG

FRACAO
INSCLUVEL

SECAGEM

MOAGEM

1

FRACAO INSOLUVEL
SECA E DESLIGNIFICADA
{i2 g}

FRACAO I

: PRE- TRATAMENTO ALCALINO DO BAGAGO DE CANA DE AGUCAR.
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QUADRO 3. Teor de celulose, hemicelulose e lignina nas dife

rentes fracoes de bagago de cana obtidas pelo trata

mento alcalino.

Amostra Celulose Hemicelulose Lignina
(%) (%) (%)

Fracao I 5.9 25,2 12,7

Fracao II 0,0 46 ,4 9,4

Fragao III 37,2 . 11,0 24,8

Bagago de

cana seco e

moido (sem 34,4 22,4 20,3

tratamento)

% base seca

4.3. Pré-tratamento do bagago de cana de aglicar pelo processo’

de explosao-autohidrdlise

o) préwtratamento do bagago de cana de agicar pelo
processo de exéloséo—autohidrélise foi realizado de acordo oom
o item 3.2.5. Durante este processo ha um aumento lento da tem
peratura (20 min) até& 2009C e da pressac até 16 bar e depois
uma despressurizacao rapida. Neste processamento opcorre a se-
paragao da fragao de‘hemicelulose presente no bagaco de cana,
por um fendmeno de afrouxamento e ao mesmo tempo ha uma libe-
ragéo de grupos acetila da hemicelulose. Assim, durante o pro

cesso de explosdo-autohidrdlise o liquido & acidificado provo

cando a hidrdlise da hemicelulose (auto-hidrdlise). Isto e

¢51q



devido a que as ligagdes glicosidicas da hemicelulose sao mais
ladbeis do que aquelas presentes na celulose(l2). Os monossaca
rideos formados degradam-se com formagdo de furfural. Os resul

tados estdo apresentados no Quadro 4.

QUADRO 4. Efeito da relagao dgua: bagaco na extracdo de hemi-

celulose durante o pré-tratamento de explosao—auto-

hidrolise do bagago de cana.

Proporg¢ao Autohidro-|Autohidro-" Autohidro-
lise e hi~ |[lise e hi-
agua:bagaco | lise. drolise en ldrolise
: zimatica. acigda

Actcares redutores totais g/100 g bagaco

5:1 0,53 1,24 1,43
8:1 1,30 3,08 3,55
16:1 1,24 2,93 3,37

O contetido de Agua na mistura agua: bagago influen
ciou a liberac¢ao de hemicelulose e aglcares redutores durante o
processo de explosao-autohidrdlise e foi observado maior efi
ciéncia na proporgido Agua: bagago 8:1 (v/p). Apds a hidrolise
enzimdtica e acida do liguido obtido do processo de explosao -
—autohidrdlise, observou-se um aumento na concentragcac de agl-

cares redutores,

Na figura 7 pode-se observar a presenga de aglca-

res redutores antes e apds a hidrdlise enzimatica e acida do
extrato liguido obtido do processo de explosdo—autochidrdlise.

Em ambos os casos verificou-se uma maior gquantidade de pentose

.52,



FI1G.

07

HIDROLISE ENZIMATICA E ACIDA DO EXTRATO LIQUIDO

DO PROCESSO DE EXPLOSAO-AUTOHIDROLISE.

1.

2.

Agﬁca;es padroes;

Liquido do processo de explosao-autohidrblise
Liguido do érocesso de explosdo-autohidrdlise,
hidrolisado por enzimas do T. resggset &M 9414.
Ligquido do processo de explosdo-autohidrdlise,
dialisado e hidrolisado com enzimas do T.
reesei QM 9414. .

Liquido do processo de explosao-autohidrdlise,
dialisado e hidrolisado com solugao 5% (v/v)
de H,S0,.

Hemicelulose obtida pelo método de pré-trata-
mento alcalino e hidrolisada com enzimas do

T, reegei QM H414.



na forma de xilose, indicando que a hemicelulose do bagago de

cana foi liberada no processo. Ao mesmo tempo pode-se oObser-—

var que a hemicelulose sofreu uma hidrolise parcial gque foi
completada pela agao das hemicelulases ou do acido di-
luido.

Durante ¢ processo de exp10550mautohidr61iée ha 1i
beracao de substancias que inibem o desenvolvimento microbiaho,
sendo o furfural e o hidrpximetil furfural os compostos mais
conhecidos {(25; 30). &Este fato também foi observado durante o
desenvolvimento de presente trabalho. O ligquido obtido da au-
tohidrblise foi submetido a tratamento visando a eliminagac des
tas substancias. Isto foi conseguido através da dialise de

acordo com o item 3.2.6.

O Quadro 5 mostra o teor de celulose, hemicelulose
e lignina no liquido de autohidrdlise dialisado denominado Fra
gdo IV e no bagago seco (parte insoliivel) denominado Fracgao V,

obtidos pelo processo de explosao—autohidrdlise.

A Fracao IV apresentou alto teor de hemicelulose e
baixo contetdo de lignina, ndo apresentando celulose. Por ou-
tro lado, a Fragao V apresentou alto contetdo de celulose e
valor considerado normal de lignina em relagao ao bagacgo intac
to. Porém o contelido de hemicelulose na Fragao V foi relativa
nente alto em comparagao aos resultédos obtidcs por bDekker é
colaboradores (25). Estes autores obtiveram 90% de solubiliza
cao da heteroxilose do bagago de cana pré—-tratado com © proces,
so de explosao-autohidrdlise e teores de celulose e lignina de

50-60% e 29-34% respectivamente (25).



QUADRO 5. Teor de celulose, hemicelulose e lignina nas Fra-

¢oes IV e V do bagaco de cana de aclcar obtidas pe

lo pré-tratamento de explosao—autohidrdlise.

Amostra Celulose Hemicelulasgse ‘Lignina
(g)* ($)+ (3t

Fragao IV 0,00 39,0 : c 341

Fragao V 52,00 15,7 22,3

Bagago de

cana seco e f

moido (sem 34,4 22,4 20,3

tratamento) : i

+ base seca

4.4, Hidrdlise das fragdes do bagago de cana por enzimas celu

loliticas.

As Fragoes I, II, III do bagago de cana foram obti
das pelo pre-tratamento alcalino de acordo com o método des-
crito nos itens 3.2.3 e 3.2.4 e as Fracgoes IV e V foram obti-
das pelo processo de exploséo—autohidrélise como descrito no
item 3.2.5. Estas fracdes foram hidrolisadas por enzimas ce—
luloliticas de acordo com o item 3.2.6 e os resultados estédo

apresentados na figura 8,

Como vemos na figura 8 o maior grau de  hidrdlise
foi obtido com a Fragao II deslignificada apds a extragdo alca
lina. No Quadro 3 apresentam-se os teores de celulose, hemice

lulose e lignina nas diferentes fragoes do bagago. A Fragao II
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apresentou maior susceptibilidadé a agao enzimitica porgue
contém um baixo teor de lignina e também porque esta fragdo
apresenta maior proporcao de hemicelulose gue & mais suscep-
tivel 3 hidrdlise acida, alcalina e enzimatica. Além disso,
as enzimas celuloliticas de T. #xeesed contém ambas ativida-

des, hemicelulase e celulases, como mostra o Quadro 1.

As outras fragoes, apesar de conterem maior guan-
tidade de celulose, apresentam teores de lignina acima de
20% © que representa uma maior dificuldade no acesso da enzi
ma ao substrato. Pode-se observar na figura 8 que a Fragao
IV apresentou maior grau de hidrolise do que a Fracao I e me
nor do gque a Fragao II. Apesar da lignina na Fracao IV ser
menor do gue na Frag¢ao II, esta tltima apresentou um teor
maior de hemicelulose. O baixo contelido de lignina presente

em ambas fracoes, parece nao afetar a hidrdlise enzimatica.

Ambos processos de extracgao das FragSeSVII e v
visaram basicamente extrair a hemicelulose. A lignina - pre-
sente nestas Fragoes nao estariam na forma organizada COmO
no caso dos substratos naturais nao tratados e nao interferi

ria no acesso da enzima ao substrato.

Observou-se gue o grau de hidrdlise da Fragao V,
da qual foi removida parcialmente a hemicelulose pelo proces
s0 de explosao-autohidrdlise, foi maior do que o grau de hi-
drdlise do bégago sem tratamento, porém menor do que a Fra-
géo III, residﬁo insoluvel de bagago de cana tratado COom

NaOH.

Tanto a celulose como a hemicelulose, nos mate-—
riais lignoceluldsicos, encontram-se protegidos do atague en

zimdtico. Esta protecgac & devida, principalmente a associa-~
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cao destes polissacarideos com a lignina, gque atua como.  uma

barreira, envolvendo-os.

As caracteristicas estruturais da celulose tais co,
mo grau de cristalinidade, de polimerizacao, de entumescimen-—
to com agua e area de superficie limitam o acesso da enzima
ao. "sustrato e isto afeta a velocidade de hidrdlise da celulo

se (19).

Os resultados mostrados na figura 8 indicam gue o
bagago pré-tratado com NaOH 4% & mais susceptivel ao ataque
enzimatico do que o bagaco obtido do processo de explosio-au-
tohidrolise. Tem-se reportado que o bagago de cana de aglcar
pré-tratado com NaOH 1% apresentou o mesmo grau de hidr61£se
do bagago obtido do processo de explosdo-autohidrdlise(25).8a
bEﬂxaqwaneste Gltimo processo ndo acontecem modificagdes sig—
nificativas no grau de cristalinidade da celulose, sendo que
no pré-tratamento com alcali a diminuicao do grau de cristali
nida&e do material celuldsico & uma modificagao importante fa
cilitando assim ¢ ataque enzimitico(31l) . Dor outro lado, a possi
bilidade de formacao de complexos de lignina-~carboidrato du-
rante o processo de explosdo-autcohidrdlise que dificultam a
atuacao das celulases, tem sido considerada por alguns pesqui
sadores como uma das causas do menor grau de hidrolise dos
substratos submetidos a este pré-tratamento (25). Entretanto,
en ambos os pré-tratamentos foi verificado, gue a hemicelulo-
se € removida, Quadro 3 Fragao III e Quadro 5 Fragao V, dei-
xando o material pré-tratado mais susceptivel ao atagque enzi
matico. Assim, temos que no processo de pré-—tratamento com
Alcali acontecem duas modificagbes importante em relagio a

atuagao das enzimas celuloliticas, isto &, a diminuigao do
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grau de cristalinidade e a remogao da hemicelulose, resultan-—
do desta maneira um material mais adequado ao ataque enzimati

co. No caso do bagago pré-tratado com o processo de explosdo

~autohidrolise, verifica-se a remogdo parcial da hemicelulose,
mas a provavel formagao de complexos de lignina -~ carboidrato

torna este material menos apropriado ao atague enzimatico.

E importante salientar também, gue nesﬁe estudo o©
tratamento com alcali foi realizado utilizando-se solucio de
NaOH 4% e por um tempo de cohtato de mais de 12 horas no gual,
provavelmente se produz um material mais susceptivel ao ata-—
que enzimitico gue no pré-tratamento com solucao 1% de NaOH
e com tempo de contato de 2 horas, utilizado por outros pes=-

quisadores (66).

4.5. Fermentagdo alcodlica

De acordoe com os resultados anteriormente discuti-
dos no item 4.4, as fragdes mais adequadas & hidrdlise enzimd
tica foram as FragOes II e IV. A Fracd@o II caracterizou-se por
seu elevado conteudo de hemicelulose, que apds hidrdlise com
as enzimas celuloliticas apresentou um alto teor de pentoses,
principalmente de xilose e pequena quantidade de glicose. A
Fragao IV, como foi discutido no item 4.3, Quadro 5, também
apresentou élto teor de hemicelulose e xilose apds o pré-tra-
tamento de expioséo—autohidrélise. Asg Fragles III e V apre-—
sentaram alto teor de celulose; entretanto, a hidrdlise das
mesmas com enzimas celuloliticas nio forneceu guantidade sufi
ciente de xilose. Nao sendo o objetivo deste trabalho estu-

dar pré-tratamentos do bagago de cana de aglcar e estando mais
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interessado na fermentacgdo alcodlica de pentoses, foram esco-

lhidas para estudos mais detalhados as Fracgdes II e IV.

As pentoses, especialmente xiloses, podem ser fer
mentadas & etanol por diferentes tipos de bactérias como Ba
ellLus macenans, CLlostridium thermosaccharoliticum e Klebsiella
prneumoniae (37; 60) e por alguns fungos filamentosos tais co-
mo Fusarium, Mucor e Monilia (47; 118). Estes microrganismos
fermentam a xilose formando uma mistura de produtos de fermen
tagao, além do etanol. Portanto, este processo nao € eficien

te. Até ha pouco tempo atrds, considerava-se que as levedu

ras nao podiam fermentar a xilose a etanol diretamente mas,
podiam fermentar a D-xilulose 3 etancol (7; 105) e, neste caso
a xilose deveria ser convertida a xilulose pela enzima xilose
-isomerase (49). Mais tarde, independentemente, -Schneider,_
Slininger e colaboradores (94; 98) descobriram que uma linha-

gem de levedura Pachysolen Zannophifus podia fermentar direta

Imente wxilose A& etanol_Recentemente,fem—se informado que a xilo
se e glicose do hidﬁolisado de hemicelulose da palha de trigo
eram fermentadas & etanol por Pachysolen tannophilus . 'NERL Y-
2460 (28; 29; 30). Considerando estes 'resultados, escolhemos a
leveduta- Pahysolen tannophilus NRRL Y-2480 para fermentar dire
tamente xilose e glicose dos hidrolisados das Fragoes II e IV

do bagago de cana de aglcar & etanol

4.5.1. Fermentacao alcodlica de xilose e glicose por Pachyso -

Len Tannopnhifus NRRL Y-2460

A fermentacgdo alcodlica de glicose e de xilose pu

ra por P. tanncphifus NRRL V-2460 foi realizada de acordo com

.60,



o item 3.2.7. Os resultados estao apresentados nas figuras 9,
10 e 1l e nos Quadros 6 e 7 do Anexo I. Os resultados da cinéti

ca de fermentacgao estao ilustrados no Quadro 8.

QUADRO 8. Estudo cinético da fermentacao de xilose e glicose

por Pachysofen tannophilus NRRL Y-2460

Substrato ‘Taxa Especifica de
Crescimento Produgao Consumo de
Celular de Etanol Aclicar Re-
dutor
-~ — -1% —_ -} TR
hr 1 g.g l.h 1 g.q l.h 1
Xilose 0,17 - 0,034 0,14,
Glicose 0,18 0,138 0,473
0,0125

*  Gramas de etanol/gramas de levedura/hora

** Gramas de substrato/gramas de levedura/hora

Como pode’ser observado.na figura 2 e Quadro 6, hou
ve um consumo lento de xilosé durante as primeiras 20 horas de
fermentacao. Na fase inicial, a xilose foi transformada prin-—
cipalmente em massa celular. A producao de etanol, neste pe-
riodo, foi desprezivel enguanto que houve a formagdo de 4,15
gramas de massa celular por litro de meio de fermentacgao, como
pode ser observado nas figuras 10 e 1l respectivamente. BApds 20
horas de fermentacac, houve um consumo rapido de xilose, & uma

taxa especifica de 0,14 g de xilose por grama de levedura por
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hora, como pode ser observado no Quadro 8 e figura 9. Este
rapido consumo de xilose foi observado até aproximadamente 40
horas de fermentacdo, quando a xilose foi reduzida para uma
concentracgdo de mais ou menos 0,3 g por litro de meio de fer-
mentagao. Paralelamente, como pode ser observado no Quadro 6
e figura 10, a concentragdo de etanol atingiu o valor . mé&ximo
de 3,2 g/L de meio e diminuiu com o prosseguimento da fermen
tagdo. Por outro lado, o microrganismo iniciou o crescimento
exponencial apds 20 horas de fermentacido, d uma taxa especifi
ca de 0,17 h"l até aproximadamente 36 horas. Apds este perio
do o crescimento celular diminuiu e a fase estacionaria foi
atingida apds 55 horas de fermentagdo, como pode ser ogserva—

do na figura 11 e Quadro 6.

Na fermentacgao de P. tannophifus NRRL Y-2460 em
meio contendo xilose, o etanol foi produzido na fase exponen-—
cial a uma taxa especifica de 0,034 g de etanol_ por grama de

levedura por hora.

Foi obtido o rendimento de 0,158 g de etanol por

grama de xilose consumida.

A produgdo maxima de etanol 3,20 g/L foi obtida
apds 38 horas de fermentacao. O consumo de xilose e a forma-
¢do de massa celular no meio de cultura, neste mesmo periodo,
foram respectivamente 20,2 g/Lre 16,5 g/L. Assumindo gue o
rendimento tedrico de transformagdo de xilose & etanol é(LSlg.ff
de etanol/g de xilose (49; 98) e considerando-se © consumo
de 20,2 g de xilose, © rendimento de etanol durante a fermen
tagdo foil 61% deste valor, Considerando-se gque a célula de
levedura apresenta na sua composigao entre 45 e 50% de carbono em

base seca, e tendo-se em conta que o etanol formado foi assimi
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lado em parte pela propria levedura, (72) como pode-se obser-
var na figura 10 e Quadro 6, verificou-se que 74% da xilose
consumida durante o processo de fermentagao fol utilizada na
formagao de biomassa, manutengao ou formagac de outros metabd
litos, restando-se somente 26% para a produgao de etanol. Con
siderando-se © etanol produzido proveniente da xilose diponivel
para a fermentagao alcodlica, o rendimento de transformagao de
xilose & etanol foi de 77%. O baixo rendimento na produgac de
etanol & causado principalmente pelo alto consumo de xilose pe
la levedura para a formagac de biomassa. Por outro lado, exis
te a possibilidade de formacgao de outros produtos além de eta-—

nol e didxido de carbeono (79).

Durante o processo de fermentacgao, particularmen-—
te durante a fase de consumo rapido de xilose, observou-se um
abaixamento de pH a valores menores gue 2, o que se devg prova
velmente, & formagdo de acidos organicos (44). O alto redimen
to de biomassa, de aproximadamente 0,76 g de levedura/g de Xi-
lose consumida, afetou os outros Va;ores cinéticos em relacao
aog obtidos por outros pesquisadores (73). Nos estudos reali-
zados por Slininger e colaboradores (98) somente 11% da xilose
foi utilizada pela levedura para o aumento da massa celular ,
sendo esta Qltima de 4,4 g/L. Por oﬁtro lado, estudos cinéti-
cos de fermentagao de xilose a concentrag¢oes menores de 50 g/L
nao tem sido feitos por serem considerados concentragoes nao
comerciais do ponto de vista da fermentacao industrial da xilo

se (98).

No caso da fermentagéo da glicose, observou-se um
consumo rapido, sem fase de adaptagdo da levedura (Fig. 9).

Em menos de 24 horas de fermentagdo a concentragao de glicose
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no meio atingiu niveis abaixo de O;S g/L. Apds 46 horas de
fermentagdo o consumo de glicose cessou ficando uma concentra
¢ao final de 0,16 g/L. A taxa especifica de consumo de glico
se foi de 0,473 g de glicose/g de levedura/hora, 3,4 vezZes

maior do que no caso da fermentacgao de xilose (Quadro 8).

A figura Ul mostra o crescimento celular com a for
magao de 16,15 g. de ﬁassa celular apOs 90 horas de fermenta—
cao. O P. fannophilfus apresentou um crescimento exponencial
lago no infcio da fermentagao com uma taxa expecifica de cres

cimento de 0,18 ht

, comparavel com a obtida em xilose {(Qua
dro 8). A fase exponencial de crescimento foi mantida duran-

te as primeiras 20 horas de fermentagdo. Em seguida houve d;;

minuigao do crescimento para uma taxa de 0,0125 h—l, fase man
tida até as 70 horas de processo (Fig. 1ll). Apds este periodo,
a levedura passou para a fase estacionaria. Por outro lado,

como se observa na Fig. 10, a produgao de etanol iniciou;se 1o
go no comeco da fermentagao com uma taxa especifica de produ-
cao de 0,138 g- de etanol/g de levedura/hora corresPondendoi
a uma taxa 4 vezes maior do gue no.caso da fermentacgdo de xi-
lose. O valor maximo da concentragao de etanol foi de 8,2
g/L, valor este 2,6 vezes maior do que no caso da xilose, ob-
tido apds 26 horas de fermentacdo. Apds este periodo, como
pode-se observar na figura 10, a concentragao de etanol come-
gou a diminuir e foi totalmente consumido apds 90 horas de
fermentagao. Este comportamento, idéntico ao verificado na
fermentacdo de xilose, coincidiu com o esgotamento de glicose
e diminuigao da velocidade de crescimento, e sugere o consumo
de etanol pela levedura. ﬁste fendmeno tem sido observado por
outros pesquisadores que além de atribuirem esta diminuicao

‘na concentragao de etanol a um processo de assimilacdo oxida-
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tiva por parte da levedura, sugerem perdas por evaporacac do

etanol produzido (72; 98).

No Quadro 7 pode-se observar que para cada grama
de glicose consumida, sao formados 0,8 gramas de massa celu~
lar e 0,384 gramas de etanol; Estes valores sao supériores
aos obtidos com xilose, com a diferenga que neste caso;40% da
glicose foi consumida para formagao de biomassa e manutengao
enquanto que 60% foi destinada & formagao de etanol. Conside
rando~se © etanol produzido como sendo proveniente da glicose
disponivel para a fermentagdo alcodlica, a conversdo de glico
se a etanol foi de 82%. Assim, o processo de fermentacio al-
codlica utilizando-se glicose como fonte de carbono apfesenw
tou um aproveitamento 5% maiof na conversao a etanol e’ desti
nou mais 34% das fontes de carbono para a produgdo de etanol
em comparacao a fermentacdao da xilose. Neste Gltimo caso ob-
servou-se uma maior tendéncia & producgdo de biomassa do que a
produgao de etanol sob as condi¢Oes experimentais utilizadas

neste trabalho.

Sabe~se que a produgao de etanol por Pachysclen
tannophilus em condigoes aerdbicas caracteriza-se pela sua
dependéncié da intensidade de aeracao (72). 2Assim, quando a
aeragao diminui, a velocidade de crescimento também diminui,
porém, a concentragdo de etanoi no meloc aumenta e o tempo pa-
ra atingir a produgdac maxima de etanol diminui. Em processos
de fermentagao excessivamente aerados, e possivel obter con-
centragbes menores do que 0,1% {94). Os baixos = rendimentos

de etanol obtidos durante o desenvolvimento da fermentacgao de

xilose e glicose foram devido em grande parte ac excesso de

aeragao utilizado nos nossos experimentos. Segundo Schneider
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e colaboradores (94), 50mL de meio de cultura incubado a
300C em frascos de Erlenmeyer de 500mL & 150 rpm ,constitui
um sistema.altamqnte aerado. Slininger e colaboradores tam
bém salientaram este fato (98). Os dados destes pesquisado-
res mostraram essencialmente gue nao havia crescimento celu-
lar na auséncia de oxigénio e consequentemente ndo havia fer
mentagao gquando o indculo era muite diluido. Entretanto, quan.
do o inéculo era concentrado, a produgao de etanollacpntecia
ainda sob condigdes anaerdbicas e na aus@ncia de desenvolvi-
mento celular., Nestas condigbes a alta densidade do indculo
contribuia para a manutengac do oxigénio em nivel suficiente
mente baixo (61). Por outro lado, as condigdes exPerimentais
utilizadas por estes pesguisadores diferem substancia}mente
das usadas no presente trabalho. Isto contribuiu em grande

parte para a obtencao das diferencgas nos resultados experimen—

taig.

4,5.2. Fermentacgdo alcodlica do hidrolisado enzimdtico e aci-

do da Fracgao II, obtida do pré-tratamento alcalino do

bagaco de cana de aclcar por Pachysolen Lannophifus NRRL Y-

24690,

A Fragao II foi obtida pelo tratamento alcalino do ba-
gago de cana de aclicar, de acordo com o método descrito no.
item 3.2.4. A hidréliée desta fracdo a aglicares foi realiza
da de acordo com o item 3.2.6. O hidrolisado obtido foi fer
mentado pelo Pachysolen tannophifus NRRL Y-2460 de acordo cam
3.2.7. Os resultados estao apresentados nas figuras 12,13 e
14 e nos Quadros 9 e 10 do Anexo I.

Na figura 12 pode-se observar o consumo de substrato

durante a fermentagdo do hidrolisado enzimdtico e dcido da
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Fragao II. Na fermentagao do hidrolisado enzimdtico, a leve-
dura apresentou uma fase inicial de consumo lento de suﬁstrau
to, de aproximadamente 20 horas e em seguida uma fase de con
sume rapido de substrato de cerca de 10 horas, de velocidade
de consumo 1,05 g de substrato/h a uma taxa especifica de
0,13 g de substrato/g de levedura/hora., Nas tltimas 50 ho-
ras'&zfermentagao a velocidade de consumo diminuiu para 0,078
g de substrato/h. BApds 90 horas de fermentacdo foram consuni-—

dos 18,8 g/L de substrato expressos como aglicares redutores.

Na fermentacao do hidroliéado acido observou-se con
sumo inicial lento de 0,070 g de substrato/h & uma taxa es-
pecifica de consumo de 0,068 g de substrato/g de levedura /
hora. Esta fase de consumo lento de substrato teve uma dura-
cado de aproximadamente 50 horas e foi seguida por uma fase de
consumo rapido, de velocidade 0,353 g de substrato/h , a uma
taxa especifica de 0,0316 g de substrato/g de levedura/ hora
que persistiu por cerca das 40 horas seguintes. Apds 90 horas
de fermentagdo do hidrolisado.écido da Fragdo II foram consumi—

dos 15,9 g de substrato expressos como aglicares redutores,

Na figura 13 pode-se obsérvar que a fase de produ
gdo de etancl a partir do hidrolisado enzimidtico da Fragao IT
estd associada d@s fases de velocidade maxima de consumo de su
bstrato e de crescimento celular. A concentragao de etanol
‘atingiu um valor de 1,9 g/L apds 40 horas de fermentagdo, e

em seguida decresceu continuamente,.

A maior velocidade de produgdo de etancl, 0,17g/h,
foi verificada no periodo de 20 & 25 horas de fermentagdao com
uma taxa especifica de aproximadamente 0,0235 g de etanol/g

de levedura/h.
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Na fermentagao do hidrolisade acido da fracdo II,
a producgao de etanol nao foi significativa, chegando a um va-

lor maximo de 0,4 g/L apds 45 horas de fermentacdo.

Na figura 14 se apresentam as curvas de crescimen-—
to celular de P. tannophifus NRRL VY-2460 durante a fermentagao
do hidrolisado enzimitico e a&cido da fragdo II. Na fermenta-
gao do hidrolisado enzimatico da fragdao II, o crescimento celu
lar iniciou-se imediatamente apds a inoculagdo apresentando uma
velocidade especifica de 0,11 hfl na vigésima hora de fermenta

¢io e de 0,04 h™F

na trigésima hora. Esta diminuigao da velo-
cidade de crescimento coincidiu com a diminuigao da taxa espe-

cifica de consumo de substrato.

Na fermentacao do hidrolisado acido da fragao 1II,
o P. fannophifus apresentou um periodo de laténcia de aproximg
_damente 30‘horas. Apos esta fase, a levedura iniciou um desen
volvimento relativamente rapido, com uma velocidade eséecifica
de 0,12 ™t no periodo de 49 a 53 horas de fermentagéo. A se
guir verificou-se um periodo de aprbximadament@ 35 horas - onde
a velocidade de crescimento diminuiu chegando a valores de

0,031 h™! na sexagésima hora e de 0,019 h™F na nonagésima hora

de fermentacao.

A figura 7 ilustra os aglcares redutores presen-
tes no hidrolisadp enzimatico da Eragﬁo IT. Além da xilosé, O
hidrolisado apresentou glicose e pequena quantidade de arabino
se. E importante para evitar perda de substrato gque o micror-
ganismo seja capaz de utilizar o maior nimero de aglcares pos-

sivel. Como pode-se observar no Quadro 11, o P. tannophi Lus

produz etanocl a partir de glicose, manose, xilose e frutose po

rém produz guantidades minimas a partir de arabinose, galacto-
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se, sacarose e maltose, Estes resultades estdao de acordo com

os obtidos por outros pesquisadores (77 61; 70; 94; 98).

QUADRO 11. Producdo de etanol por Pachysclen tannophifus NRRL

y-2460 a partir de varios aclicares. .

Aglicar Etanol (% p/v)
Sacarose 0,029
Galactose 0,045
Arabinose : 0,074
Maltose 0,083 |
Manose 0,677
Xilose : 0,610
Glucose ' 0,710
Frutose | 1,31b

Na fermentagdo do hidrolisado enzimadtico de Fra-
¢do II, verificou-se que o substrato foi aproveitado em gran-
de parte para a formagao de biémassa; para cada grama de agl
car redutor consumido formaram-se 0,94 g de massa celular e

0,10 g - de etanol.

Por outro lado, na fermentagdo do hidrelisado aci
do da Fracdo II, formaram-se aproximadamente 0,93 g de massa
celular e 0,025 g de etanol para cada grama de aglicar redu-

tor consumido.
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A produgdo de etanol por leveduras depende em gran
de parte das condigfes experimentais (98). A intensidade de
aeragao & talvez o fator mais importante nas fermentagdes em
gque o P. tannephilus participa e a xilose & a fonte de carbo-
no (94). Um dos fatores gue indicariam a necessidade de oti-
mizar as condigbes de fermentagdo seria o consumo de etanocl
enguanto ainda existe xilose ou outro aglicar fermentecivel em
guantidades significativas, no meio de fermentagdo. Este con
sumo de etanol tem sido observado particularmente nas fermen-
tagoes com P. Zannophilus (94). Méleszka e Schneider (71)re-
lataram que a D-glicose inibe o consumé de etanol e gue esta
inibig¢do aumenta com o incremento desta hexose, Verificaram

também que a xilose e a arabinose apresentam esta caracteris-

tica poré&m em menor grau.

Como pode ser observado no Quadro 9 e Figura 13,0
consumo de etanol iniciou-se no periodo entre 44 a 47 ° horas
de fermentaga@o, quando a concentragdo de aglicares diminuiu pa
ra 9,1 g/L. Nesta fase a xilose havia sido consumida ou a
concentragado de aglicares era suficientemente baixa para produ
zir gqualgquer tipo de inibigdoc no processo de assimilacgao do
etanol. Por outro lado se os aglicares presentes no meio de
fermentagdo ndo sao facilmente assimildveis pela levedura, es
td tenderd a consumir uma fonte de carbono alternativa gue

neste caso seria o etanol produzido,

Como se observa na figura 12, no final da fermen-
tagao 21,7% e 26,7% dos aglicares redutores respectivamente,dos
hidrolisados enzimdtico e &Acido, ndo foram consumidos possi-

velmente por serem de dificil assimilagdo pela levedura.

De acordo com os resultados da cromatografia em
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papel, na figura 7, a arabinose seria um dos aglcares presen-
tes no hidrolisado enzimatico da fragao II, ndo utilizados pe

lo P. tannophilus,

Além da presenca de aclcares ndo fermentiveis ve-
rificou-se que a porcentagem de conversdo da hemicelulose pre
sente na fracdo II & égﬁcares redutores por hidrdlise enzimi-
tica foi em torno de 80%, deixando cerca de 20% da hemicelulo
se intacta. Em ambos .0s casos a levedura nao teve condigoes
de aproveitar estes carboidratos para a produgdo de etanol ou
como fonte de carbono assimilavel por vias oxidativas para a
formagao de massa celular. Assim os rendimentos alcodlicos
obtidos foram baixos tanto a partir do hidrolisado enzimadtico
guanto a partir do hidrolisado acido. O rendimento alcodlico
do hidrolisado enzimadtico da fracgdo II foi 38,4% do rendimen-
to tedrico, valor considerado baixo e comparavel ao - valor
33,2% obtido por Detroy e colaboradores (28) para hidroi&xﬁbs
de palha de trigo. Deve ser considerado gue estes pesquisado
res utilizaram 4,3% de xilose e condigoes diferentes de fer;
mentagao enguanto que neste trabalﬁo foi utilizado 2,5% de

xilose no meio de fermentacgao.

No caso do hidrolisado acido, o rendimento alcod-
lico foi ainda mais baixo atingindo.EG% do valor tedrico suge
rindo a presenga de substdncias inibidoras como derivados de
lignina, produtos de degradacgao de aglicares e da hemicelulose,

como por exemplo furfural e hidroximetilfurfural (2%; 30).

A figura 15 apresenta o crescimento celular do P.
tannophilus em xilose pura. e no hidrolisado enzimitico da fra
cao II. Observou-se gue a levedura apresentou fenomeno diau-

xico de crescimento na fermentagdo do hidrolisado enzimatico
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da fracado II. Verifica-se pela figura 16, gue a levedura uti
lizou primeiro a glicose e depols a xilose como fonte éé car-—
bono. A diminuigao da velocidade de crescimento celular que
se verificou apds 40 horas de fermentagdo do hidrolisado enzi
matico da fragdo II pode também estar associada ao consumo de
etanol produzido, Schneider e colaboradores (94) sugeriram
gue o P. tannophifus consumiria primeiro a glicose nuka mistu

ra de glicose e galactose,

4.,5.3. Fermentacdo alcodlica do hidrolisado enzimatico e &ci-

do da fragao IV, obtida do pré-tratamento explosdo-au-

tohidrdlise do bagago de cana de aclcar, por Pachysolen

Lannophilus NRRL Y-2460.

A fermentacdo alcodlica dos hidrolisados da fra-
gdc IV, foi realizada de acordo com o item 3.2.7. Os.resulti
dos estdo apresentados nas figuras 17, 18 e 19 e nos‘ quadros
12 e 13 no anexo I, A hidrdlise da fragdo IV com enzimas ce-
luloliticas e com &cido sulffirico diluido foi realizada nas

condigdes descritas no item 3.2.6.

Na figura 17, pode-se observar o consumo de aglca
res redutores dos hidrolisados.da fragdo IV durante a fermen-
tagao por Pachysolen tannophifus. Na fermentagdo do hidroli-
sado enzimadtico verificou-se uma fase de 15 horas de consumo
lento de aglicares redutores e logo em seguida uma fase de con
sumo répido de substrato, de 1,25 g de agicares redutores/h,
no periodo de 20 & 26 horas de fermentacdo, com taxa especifi
éa de consumo de 0,21 g e de 0,13 g de agficar redutor/g de

levedura na vigésima e na vigésima sexta hora, respectivamen-
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te., Apds esta fase de consumo rapido verificou-se diminuigao
da velocidade de consumo de substrato no periodo de 26 5 50
"horas para 0,45 g de aglicar redutor/hora na vigésima nona ho
ra e 0,25 g aglicar redutor/hora na quadragésima sexta hora
de fermentacdo, com taxas especificas de consumo de 0,042 e
de 0,015 g de aglicar redutor/g de levedura/hora, respectiva-

mente .

Finalmente, decorridas 50 horas cessou o consumo
de substrato, restanto no meio de fermentagdo 15% dos agica-
res redutores iniciais. Apbds 90 horas de fermentacgao foram

consunmidos 17,8 g de aclicares redutores.

Na fermentagao do hidrolisado &cide da fragdo IV
verificou-se que os aglcares ndo sao aproveitados pela levedu

ra mesmo apds 90 horas de incubagao,

Comparando-se a figura 17 e a figura 18, verifi-
cou-se gue no caso do hidrolisado enzimatico houve umé corres
pondéncia entre a fase de velocidade maxima de consuﬁo de su
bstrato e as fases de produgdo de etanol. Este fendmeno tam
bém foi observado na fermentacdo do hidrolisadeo enzimitico da
fragdo II obtida do tratamento alcalino de bagago de cana, A
concentracdo maxima de etanol foi de 1,75 g/L , atingida apds
38 horas de fermentacdo e em seguida a concentragdo de etanol
diminuiu. A velocidade maxima de 0,15 g/h de produgdo de eta
nol verificoumserno_periodo entre 20 e 27 horas de fermenta
¢do. A taxa especifica de produgdo foi de 0,0214 g de eta-
nol/g de levedura/hora. No caso do hidrolisado acido da fra

¢do IV, ndo houve produgac de etanol,

Na figura 19 pode-se observar as curvas de cresci

mento celular do P, tannophifus para ambos hidrolisados. No
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caso do hidrolisado enzimatico da fragdo IV, a levedura ini-
clou seu crescimento logo apds a inoculagao, com velocidade

- . "}.. : - + - .
especifica de 0,091 h "na vigésima hora e de 0,048 h . na tri
gésima hora. Apds 35 horas de fermentagdo, a velocidade espe

T . § s a -1

cifica de crescimento comegou a diminuir, sendo 0,0080 h na
quadragésima oitava hora, cessando o crescimento na sexagési-

ma guinta hora de fermentagdo. Este periodo coincidiu com a

fase de consumo de etanol.

Nd3o houve crescimento celular no hidrolisado aci-

do da fragao IV,

De acordo com os resultados obtidos, na fermenta-
gdo do hidrelisado enzimdtico formaram-se 1,02 g de .levedg
ra e 0,098 g. de etanol por grama de aglcares redutores con
sumidos., Estes valores sao indicativos de condigdes de fer
mentacao sub-dtimas para a produgdo de etanol, favorecendo-se
desta forma a produgao de biomassa, como se observa na figura
19, Sabe-se qgque o P, tannophiﬂué'utiliza-o etanol guando a
concentragdo de xilose no meio de fermentaclo se torna limi-
tante e que o consumo pode ser minimizade controlando-se a ag
racao do meio (24;778). Como se observa na figura 18, o P.
Ltannophifus consumiu o etanoi produzido guando a ooncentra-
¢do de aglcares redutores no meio diminuiu aproximadamente pa
ra 5,3 g/L. Por outro lado, cémo se observa na figura 19, o
crescimento da massa celular do P, tannophifus continuou, a
uma velocidade menor, at& a sexagésima hora de.fermentagao as
custas do etanol produzido, ji que a partir da gquinguag@sima
hora os acglicares redutores presentes no meio nao foram apro
veitados, restando apds 90 horas de fermentacgdo 15% dos aghca

res redutores iniciais. Isto sugere que estes agiicares redu-
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tores remanescentes sejam de dificil assimilagao, ficando o eta
nol como finica fonte de carbono aproveitavel pela levedura.

Aproximadamente na sexagésima guinta hora, guando a concentra -
gao deretanol era extremamente baixa, o crescimento celular ces
sou. Apds 90 horas de fermentagdo o etanol foi totalmente con-
" sumido. As variacdes na velocidade de crescimento da levedura
estariam sugerindo um crescimento diauxico, que € um fenémeno
normal quando duas ou mais fontes de carbono assimilaveis fazem
parte da composigac do meio de fermentacdo. Como pode-se oObser
var na figura 16 o P. tannophilus durante as primeiras 26 horas
de fermentacdo consumiu a glicose como fonte de carbono. A se-
guir utilizou completamente a xilose no periodo entre 36 a 46

horas de fermentacdo e finalmente o etanol produzido.

O consumo de etanol na fermentacao do hidrolisado
enzimidtico da Fracdo IV teve inicio apds a utilizagado da glico-
se e xilose pela levedura. Além disso a utilizacgao de etanol
foi favorecida pelas condigles de fermentagao, principalmente a

aeracgdo do meio de cultura (72).

Verificou-se gue na obtengdo da Fragao IV pelo pro-
cesso de explosao-autohidrdlise, formaram-se substancias que
inibiram o crescimento da levedura P. tannophilus. Estas subs-
tdncias também apresentaram efeito inibidor da atividade das en
zimas celuloliticas de Trichoderma reccei QM 9414 SCbfe os com-

ponentes da Fragao IV.

No quadro 14 pode~se cobservar gue a inibigao foi di
reta e proporcional 3 concentragao éos sblidos presentes no li-
guido obtido do processo de explosdo-autohidrblise. Esse mesmo
material, obtido pelo processo de explosao-autohidrdlise apds

diflise e hidrdlise enzimdtica, apresentou crescimento celular

»
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e produgao de etanol comparédvel ao cobtido pela fermentagaoc de

xilose pura (Fig. 18 e 20) respectivamente.

Isto indica gque as substdncias inibidoras sao com-~
postos de baixo peso molecul§r gque fqram eliminados durante a
dialise. Por outrce lado, gquando © e#trato liquido do‘processo
de autohidrdlise foi liofilizado e posteriormente submetido a
hidrblise enzimidtica, ndo ocorreu crescimento do P. tamophilus,

o que sugere que estas substancias inibidoras ndo sdo voliateis.

Pode-se observar no quadro 14, que as substdncias
inibidoras, presentes no extrato liquido do processo de explo-
sdo—autohidrolise, nao estavam em concentragoes suficientemen—
te altas para inibirem o complexo enzimatico do Trichoderma
reesel @M 9414 e consequentemente os valores de conversao das
substéncias celuldsicas a aglicares redutores foram razoaveis.
Mes-Hartre e Saddler (75), relataram que derivados do furano ,
furfural e hidroximetil furfural nao eram inibidéres de celula
ses nas concentragOes normalmente encontraaas nos substratos

ligniceluldsicos pré-tratados por processos de explosao-autohi

drdlise.

Estes pesquisadores reportaram gue estes compostos
inibem a atividade de 8-glicosidade do complexo enzimatico ce-
lulolitico do Trichoderma harzianum E 58. Verificaram  também
que estas substancias inibiram o crescimento de Saccharoﬁyces

cerevisiae, Zymomonas mohilis e Klebsiella prneumoniae,

No caso do hidrolisado &acido da Fragac IV, nao hou
ve consumo de substrato, produgao de etanol, nem crescimento ce
lular da levedura P. tannophilus, © que sugere a formacgao de

subgstdncias inibidoras durante a hidrolise acida. Detroy e co-
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QUADRC 14, Inibicao das celulases do Trichoderma neesed QM

9414 pelos sblidos presentes no liquido de explo-

s8o-autohidrdlise,

CONCENTRACAQ - ACUCARES
DE SOLIDOS REDUTORES CONVERSAD
2 APDOS HIDROLISE

gr/g de SOL,

26 0,82 94

0.‘ r

2,60 0,45 73
12,50 0,32 61
23,00 0,19 36
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laboradores (30) estudaram a habilidade do Pachysolen tannophilus
para fermentar D-xilose obtida de hidrolisados de palha de tri
go, Nao houve fermentacdo dos substratos obtidos pelos proces
sos de explosido-autohidrdlise e de hidrdlise acida. Este re-
sultado foi atribuldo & presenga de concentracgdes téxicas de
- furfural e de compostos derivados de lignina nos hidrolisados.
Os autores relataram que concentragoes de furfural na faixa de

0,25 - 0,30% sdo letais para o P. tannophilus.

Como se observa no Quadro 5, a Fragao IV contem
3,1% de lignina que sob as condigoes de hidrdlise com acido
sulfurico tambem poderiam dar origem a subprodutos tdxicos a

levedura (90).
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V. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se

conclulr © seguinte:

1 - O pré-tratamento do bagago de cana de aglicar com solugdo
4% de NaOH ou pelo método de explosdo-autohidrdlise, da
origem a substratos solliveis com alto teor de hemicelulo-
se, baixos teores de lignina e-celulose. As fragoes inso
liveis obtidas por estes mesmos pré-tratamentos, apresen-
tam altos teores de celulose, contetdo de lignina acima
de 20% e baixos teores de hemiceluiose. Na obtengao da
fragao hemiceluldsica, a partir do bagago de cana de aéﬁn
car, pelo pré~tratamento com alcali, o rendimentc na ex-—

tragéo'foi de 21% e 6% para as fragOes sem deslignificar e

deslignificada respectivamente.

No pré-tratamento do bagagc de cana de aclcar pélo meétodo
de explosido-autohidrdlise, 37% da hemicelulose foi hidro-—
lisada_durante o processo e foi observado uma maior efici
éncia de extragdo de hemicelulose quando a relagao de ba-

gago:agua era de 1:8 respectivamente (p/v).

2 - A sacarificagao por hidrdlise enzimitica ou &cida das di-
ferentes fragdes do bagago de cana de aglicar obtidos pelos
pré-tratamentos com alcali e explosdac-autohidrdlise, foi
superior para o caso da Fragao II (extrato alcalino des-
lignificado). No caso da Fragao IV (liguido de autohidrd
lise dialisado) obtida no processo de explosao-autohidrd
lise, a hidrdlise enzimatica ndo foi muito eficiente devi

do a presenga de substancias inibidoras das celulases do

a1



Trichodenma neesed QM 9414 utilizadas. Todas as fracgoes
obtidas do bagago de cana de ag¢licar pelos métodos de pré-
tratamentos ja indicados, foram mais suscetiveis & hidrd-
lise enzim&tica que no caso do bagago de cana sem pré-tra

tamento,

As sacarificagoes utilizando acido sulfirico 5% & 100°C,

foram 100% eficientes para todas as fragoes,

A fracao IV do baga¢o de cana de aglicar obtida pelo pro-
cesso de explosao-autohidrdlise apresenta subst3ncias que
inibem o crescimento da levedura Pachysofen  Tannophifus

b

NRRL Y-2460.

Estas substancias sao composﬁbs de baixo peso molecular e
nao volateis, Estas ou outras substancias presentes na
fragao IV também afetam a atividade enzimdtica das celula
ses do Txaichoderma neesed QM 9414, A inibicao gue estes
conpostos exercem sobre as célulases do T.reesed O 9474
estd em relacdo direta & concentragdo de sblidos presen
tes na fragdo IV. Quanto maior a concentragaoc de sdlidos

maior a inibigao e vice-versa,

As fermentagdes alcodlicas por Pachysolen Lannophilfus dos
agﬁcares puros, glicose e xilose, e dos hidrolisadosdas dife
rentes fragoes do bagago de cana de aglicar obtidos pelos
métodos de pré-tratamento com alcali e expioséo—autohidré
lise, fragoes II e IV respectivamente, apresentaram uma
maior tendéncia d produgdo de biomassa do gque & produgao
de etancl. Isto foi causado pelas condigoes experimentais

utilizadas neste trabalho, salientando-se excesso de aera
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¢do como a principal causa.

No processo de fermentag8o alcodlica utilizando-se gliCOM
se como fonte de carbono, o Pachysolen tannophilus NRRL
y~2460 apresentou um rendimento alcodlico de 82%, valor es
te 5% maior do gue no caso do usc de xilose como fonte de
carbone. No entanto, sob as condigaes do experimento, o
P. tannophilus consumiu 40% da glicose para formagao de
biomassa e manutencao, enquanto que 60% foi destinada a
formagao de etanol. Assim no processo de fermentacaoc al-
codlica utilizando-se glicose como fonte de carbono, o P.
!
tannophilus NRRL y—-2460 destinou mais 34% da glicose para
a producao de etanol em comparagao com a fermentacgao  da
xilose. A taxa especifica de crescimento da levedura a
1

20 horas de fermentacdo em xilose e glicose foi de 0,17h

e 0,18 n7t respectivamente.

Os hidrolisados enzimdticos e acidos aas Fragoes II e IV
~apresentaram ao final do processo de fermentagao, aclcares
redutores nao fermenteciveis e nao aproveitaveis pela le-
vedura Pachysolen tannophilus NRRL y-2460. As concentra-
¢oes finais atingiram valores que variaram desde 15% na
fermentagao do hidrolisado enzimdtico da Fragao IV até

26,7% na fermentacao do hidrolisado Acido da Fragdo II.

A produgao de etanol por P. tannophilus NERL y-2460 dos
hidrolisados enzimaticos das Fragdes II e IV esta associa
da ds fases de velocidade maxima de consumo de sibstrato

e de crescimento celular da levedura.
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8 - A Pachysolen tannophilus NRRL y-2460 apresentou fenémeno

10

11

diauxico de crescimentos durante a fermentag¢do alcodlica
dos hidrolisados enzimdticos de Fragoes II e IV. Isto
ocorreu devido ao consumo inicial de glicose e depois de

xilose, presentes nestes hidrolisados.

Durante a fermentagao alcodlica por P. tannophilué‘ NRRL
y-2460 da xilose, glicose e dos hidrolisados enzimaticos
das Fragdes II e IV do bagago de cana de aglcar, foi
observado o consumo de etanol produzido por parte da le~
vedura apds 40 horas de fermentagdo devido a  condigOes

adversas a fermentagao.

A  Pachysolen tannophilus NRRL y-2460 nao produz etanol
ou se o faz as guantidades proauzidas sdo - despreziveis
nos hidrolisados acidos das Fragoes II e IV do bagago de
cana de agﬁcar sob as condicgoes éxperimentais deste tra-

balho.

O hidrolisado enzimdtico da Fragao II do bagago de cana
de aglicar, apresenta-se como o melhor substrato para a
Pachysolen tannophilus NRRL y-2460 em relagdo a produgao
de etanol e crescimento ceiular. A taxa especlfica de

crescimento foi de 0,11 n™! 5 20 horas de fermentagao.
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ANEXO 1
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por

QUADRO 6. Concentracac de xilose, crescimento celular e
producac de etanol durante a fermentacao
Pachysolen tannophilus NRRL y=-28460
TEMPO DE | CONCENTRACHO MaSsa | TRODUGAO
DE DE
FERMENTACAO XILOSE CELULAR ETANOIL,
Horas g/L g/L g/L
0 24,5 0,85 0,00
10 23,8 1,50 0,15
18 22,3 4,00 0,40
26 16,3 8,20 1,00
38 4,3 17,40 3,20
46 0,3 18,40 2,80
51 0,3 19,00 2,20
66 6,3 19,20 0,30
90 0,3 i9,20 0,20
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QUADRO 7. Concentracao de glicose, crescimento celular e
producao de Etanol durante a fermentacao
Pachysolen tannophilus NRRL y-2460
TEMPO DE CONCENTRA@;O MASSA | PROEZ@XO
[FERMENTAGAO | - DE GLICOSE - CELULAR ETANOL
Horas g/L g/L g/L
0 21,50 0,85 0,00
10 10,75 6,00 4,00
i8 1,80 10,00 8,10
.26 0,33 12,00 8,20
38 0,27 13,20 6,00
46 0,16 14,20 4,10
51 0,16 14,80 2,70
66 0,16 16,80 0,30
90 0,16 17,00 0,10



QUADRO 9. Concentracao de aclcares redutores, crescimento

celular e producao de etanol durante a fermenta

cao do hidrolisado enzimatico da Fracao II por

Pachysolen tannophilus NRRL y-2460.

TEMPO pE | CONCENIRAGAO Massa | PRODUCAO

~ DE ACUCARES DE
FERMENTACAO| mmpuromes | < CELULAR |  pranoL

Horas g/L g/L ' g/L
0 24,0 | 0,85 | 0,00
10 22,6 j 2,00 0,25
20 19,7 6,60 0,72
24 14,4 - 8,80 1,20
30 10,3 13,30 1,60
40 9,1 14,60 1,90
49 8,3 15,50 1 1,80
72 | 5,9 18,20 1 0,40
90 5,2 18,50 0,25
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QUADRO 10. Concentracao de acucares redutores, crescimento
celular e producao de etanol durante a fermenta-
cao do hidrolisado acido da Fracao II por
Pachysolen tannophilus NERL y-2460.

TEMPO DE | CONCENIRACAD MASSA PRODUGEO -
_ | bE ACOCARES DE
FERMENTACAO CELULAR
& REDUTCRES ETANOL
Horas g/L g/L g/L
0 21,7 0,66 0,.00
10 21,0 0,66 0,25
20 20,4 0,66 0,30
24 19,8 0,80 0,30
38 19,2 1,50 0,30
!
|
45 18,7 2,70 0,40
51 18,1 4,20 0,30
58 16,9 7,480 0,30
66 14,5 9,30 0,30
90 5,8 15,40 0,30
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QUADRO 12. Concentracao de aglicares redutores, crescimento
celular e producac de etanol durante a fermenta
gao do hidrolisado enzimdtico da Fracdo IV por
Pachysolen tannophilus NRRL y-2460.

CONCENTRAGH PRODUCK

TEMPO DE A0 MASSA PRODUGAO

DE ACUCARES _ DE

FERMENTAGAO | REDUIORES CELULAR ETANOL
Horas g/L g/L g/L
0 21,2 0,4 0,00
10 20,8 i,3 0,10
18 20,3 5,0 0,40
26 10,3 9,2 1,50
30 8,5 12,2 1,65
38 6,2 15,4 1,75
46 3,8 17,0 1,70
51 3,4 - 17,8 1,50
66 3,4 18,6 0,20
90 3,4 18,6 0,00
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QUADRO 13. Concentracdo de aclcares redutores, crescimento

celular e producao de etanol durante a fermenta

cao do hidrolisado acido da Fracao IV

por

Pachysolen tannophilus NRRL y-2460.

TEMPO DE CONCENTRAGAO MASSA PRODUGAO
DE ACUCARES DE
FERMENTAGAO |  REDUTORES CELULAR ETANOL
Horas g/L g/L 9/L
0 23;4 0,8 0,0
10 22,3 0,8 0,0
18 22;3 0,8 0,0
25 22,0 0,8 0,0
38 22,4 0,8 0,0
46 22,3 1,0 0,0
51 22,3 0,8 0,0
66 22,0 0,8 0,0
30 22,0 0,8 0,0

101,



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ACKERSON, M., SIOBRO, M. and GADDY, J.L. "Two-Stage Acid
Hydrolysis of Biomass" In "Third Symposium on Biotechnology
in energy production and conservation". Edited by Charles D.

Scott. John Wiley & Sons. Biotechnol Biceng. Symp. 11,

103-112, 1981 .

2. ADAMS, G.A. and STANIER, R.Y. "Producticn and Properties  of
2.3~Butanediol. III Studies on the Biochemistry of carbo-

hydrate fermentation by derobacillus polymixa". Can. J. Res.

23, Sec. B(L), 1-9, 1945

3. AMER, G.I. and DREW, S.W. "Microbiology of Lignin Degradation'
In "Annual Reports on fermentation processes!. Edited by

Perlman D. & Tsao G.T. Academic Press Inc. Vol. 4, 69-103,

1880.
4. ARAUJO, A. and D'SQOUZA, J. "Production of Biomass from
Enzymatic Hydrolysate of Agricultural Waste". . J. Ferment.

Technol. 58, 399-401, 1980 .

5. AVGERINOS, G.C. and WANG, D.I.C., "Direct Microbiological Con-
version of Cellulosic to Ethanol" In "Annual Reports on
fermentation processes". Edited by Perlman D. & Tsao G.T. ,

Academic Press Inc., Vol. 4, 165-191, 1980 .

6. AZHAR, A.F¥., BERY, M.K., COLCORD, A.R., ROBERTS, R.S. and
CORBITT, G.V. "Factors Affecting Alcohol Fermentation of

-Wood Acid Hydrolysate" In "Third Symposium'on Biotechnology

102,



in Energy Production and Conservation". Edited by Charles D.

Scott. John Wiley & Sons. Biotechnol. Bioeng. Symp. 11,

293-300, 1981 .

7. BARNETT, J.S. "The Utilization of Sugars by Yeast". Adv.,

Carbohydr. Chem., Biochem. 32, 125-234, 1976 .

s

8. BARRETTS DE MENEZES, T.J. "Starchy Materials for Alcohol Fuel

Production®. Process Biochem. 15(5), 30-35, 1980 .

9. BELY, P. "Xilan-Degrading Activity in Yeasts: Growth on ¥ylose,

Xylan and Hemicelluloses" Folia Microbiol. 23, 366-371, 1978 .

10. CALLIHAN, C.D. and CLEMMER, J.F. "Biomass from Cellulosic
Materials" In "Economic Microbiology Microbial Biomass".

Edited by Rose, A.H. Academic Press Inc. Vol. 4, 271-288,

1979,

1l. CASTRO GOMES, R.J.H. and PARK, Y.K. "Conversion of Cane Bagasse

to Compost and its Chemical Characteristics". J. Ferment.

Technol. , 61(3), 329-332, 1983

12. CHANG, M.M., CHON, T.Y.C. and TSAO, G.T. "Structure, Pre-—

treatment and Hydrolysis fo Cellulose". Adv. Biochem. Eng.

20, 15-42, 1981 .

13. CHIANG, L.C., HSIAO, H.Y., FLICKINGER, M.C., CHEN, L.F. and
TSAO, G.T. "Ethanol Production from Pentoses by Immobilized

Microorganisms". Enzyme., Microb. Technol., 4, March, 93, 1982

14, CHIANG, L.C., HSIAO, H.Y., VENG, P.P. and TSAOQ, G.T. " Enzy-

.103.



matic and Microbial Preparation of D-Xylulose from D-Xylose'.

Appl.Environ.Microbiocl. 42, 66-69, 1981 .

15. CLAYTON, N.E. and SRINIVASAN, V.R. "Biodegradation of Lignin
by Candida sp". In "American Socie£y for Microbiology 81—3:“lrl

Annual Meeting, 1-6 March, micro 019, Abstract: 1981'.

16. COOMBS, J. "Biogas and Power Alcohol". Chem. Ind. (4 April) ,

223-229, 1981 .

17. COONEY, C.L., WANG, D.I.C., SANG, S., JENNIFER, G. and JIMENEZ,
M. "Simultaneous Cellulose Hydrolysis and Ethanol Productimn
by a Cellulolytic Anaerobic Bacterium" In "Biotechnology in

energy production and conservation”. Edited by Charles D.

Scott. John Wiley & Sons. Biotechnol. Bioceng. Symp. 8, 103-

114, 1978
18. COUSIN,.M.A. "Converting Food Processing Wastes into Ford or
Feed Througt Microbial Fementation” In "Annual Reports on

Fermentation Processes". Edited by Perlman, D. and Tsao, G.

T. Vol. 4, 31-65, 1980 .

19. COWLING, E.B. and KIRK, T.K. "Properties of Cellulose and
Ligndcellulosic Materials as Substrates for Enzymatic Conver
sion Processes" In "Enzimatic Conversion of Cellulosic Mate
rials: Technology and Applications". Edited By Gaden} E.L.,

Mandels, M.H., Reese, E.T. and Spano, L.A, John Wiley &

Sons. Biotechnol., Biceng. Symp. 6 , 95-124, 1976 .

20. COWLING, E.B, "Structural Features of Cellulose That Influerce

jts Suscentibility to Enzymatic Hydrolysis" In "Advances in



Enzymatic Hydrolysis of Cellulose and Related Materials".

Edited by Reese, E.T. Pergamon Press, 1-32, 1963 .

21. CRAWFORD, D.L., McCOY, E. HARKIN, J.M. and JONES, P. “Produc—
tion of Microbial Protein From Waste Cellulose by
Thermomonospora fusca, a Thermophilic Actinomycete". Bio-

technol. Bioeng., 15, 833-843,.1973 .

22. DATTA, R. "Energy Requirements for Lignocellulose Pretreat -

ment Processes". Process. Biochemn, Jﬁne/July, 16--19, 1981 .

23. DEKKER, R.F.H. and RICHARDS, G.N. "Hemicellulases: Their Oc-
currence, Purification, Properties, and Mode of Action™.

Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 32, 277-352, 1976 .

24. DEKKER, R.F.H. "Ethanol Production From D~-Xylose and Others

Sugars by the Yeast "Pachysolen tannophilus",. Biotechnol.

Lett. 4(7), 411-416, 1982

25. DEKKER, R.F.H. "Enzymic Saccharification of Sugar Cane Ba-
gasse Pretreated by Autohydrolysis—-Steam Explosion”. Bio-

technol. Biceng. 25, 3027-3048, 1983 .

26. DEMAIN, A.L. "Comments on Cellulase Production" in Enzymatic
Conversion of Cellulosic Materials: Technology and Applica
tions. Edited by Caden, E.L., Mandels, M.H., Reese, E.T.

and Spano, L.A., John Wiley & Sons. Biotechnol. Bioeng,

Symp. 6, 95-124, 1976 .

27, DENNIS, C. “"Breakdown of Cellulose by Yeast Species". J. Gen.

Microbiol. 71, 409-415, 1972 .

.105.



28. DETROY, R.W., LINDENFELSER, L.A., SOMMER, S. and ORTON, L.
"Bioconversion of Wheat Straw to Ethanol: Chemical Modifi-
cation, Enzymatic Hydrolysis and Fermentation". Biotechnol

Bioeng. 23, 1527-1535, 1981 .

29. DETROY, R.W., CUNNINGHAM, R.L., BOTHAST, R.J., BAGRY, M.O. and
HERMAN, A. "Bioconversion of Wheat Straw Cellulose/Hemi =

cellulose to Ethanol by Saccharomyces wuvarum and Pachysolen

tannophilus®. Biotechnol. Bioeng. 24, 1105-1113, 1982

30. DETROY, R.W., CUNNINGHAM, R.L. and HERMAN, A.IL. "Fermenta -
tion of Wheat Straw Hemicellulose to Ethanol by Pachysolen
tannophilus" In "Fourth Symposion on Biotechnology.in Ener
gy Production and Conservation”". Edited by Charles, D.

Scott. John Wiley & Sons. Biotechnol. Biceng. Symp. 12,81~

89, 1982 .

31. DUNLAP, C.E., THOMSON, J. and CHIANG, C.L. "Treatment Pro-
cesses to Increase Cellulose Microbial Digestibility".

AiChE. Symp. Series 158, 72, 58-63, 1976 .

32. ERIKCSSON, K.E. and LARSSON, K. '"Fermentation of Waste Me-~
chanical Fiber from a Newsprint Mill by the Rot Fungus

Sporotrichum pulverulentum". Biotechnol. Bioeng. 17, 327 =

348, 1975 .

33. ESSER,K. and SCHMIDT, U. "Alcohol Production by Biotechnolo-

gy". Process Biochem. 17(3), 46-49, 1982 .

34. FABER, M.D. "production of Ethanol from Renewable Resources”

In "Development in Industrial Microbiology”. Edited by the

.106.



Society for Industrial Microbiology. Arlington, Virginia .,

Vol.22, 111-119, 1981 .

35. FAN, L.T., LEE, H.Y. and BEARDMORE, D.H. "Major Chemical and
Physical Features of Cellulosic Materials as Substrates for

Enzymatic Hydrolysis”. Adv. Biochem. Eng. 14, 101-117, 1980.

36. FAN, L.T., LEE, H.Y. and BEARDMORE, D.H. "Mechanism of the
. Enzymatic Hydrolysis of Cellulose: Effects of Major Structu

ral Features of Cellulose on Enzymatic Hydrolysis". Bio—

technol. Bioceng. 22, Suppl. 1, 27-48, 1980 .

37. FLICKINGER, M.C. ‘"Current-Biological Research in Conversion
of Cellulosic Carbohydrates into Ligquid Fuels: How far have

we come?", Biotechnol. Biceng, 22, Suppl. 1, 27-48, 1980 .

38. GALLO, B.J., ANDREOTTI, R., ROCHE, C., RYU, D. and MANDELS,
M. "Cellulase Production by a New Mutant Strain of Trichio-—
derma reesei MCG 77"]xlﬁBiotechnology in Energy Production
and Consexvation". Edited by Charles, D. Scott. John Wiley

& Sons. Biotechnol. Biceng. Symp. 8, 89-101, 1978 .

39. GARG, S.K. and NEELAKANTAN, S. “Biéconversion of Sugar Cane
Bagasse for Cellulase Enzyme and Microbial Protein Produc-—

tion". J.Ferment. Technel. 17, 271-279, 1982 .

40. GHOSE, T.K. and BISARIA, V.S. "Studies on the Mechanism of

Enzymatic Hydrolysis of Cellulosic Substances". Biotechnol.

Bioeng. 21, 131-146, 1979 .

41, GHOSE, T.K. and GHOSH, P, "Bioconversion of Cellulosic Sub-

.107.



stances". J. Appl. Chem. Biotechnol. 28, 309-320 , 1978 .

42. GHOSE, T.K. "Cellulase Biosynthesis and Hydrolysis of Cellu -

losic Substances". Adv. Biochem. Eng. 6, 39-74, 1977 .

43. GHOSH, P., PAMMENT, N.B. and MARTIN,W.R.B. "Simultaneous Sag__
charification and Fermentation of Cellulcose:Effect of B~D-
Glucosidase Activity and Ethanol Inhibition of Cellulases".

Enzyme Microb. Technel. 4, 425-430, 1%82 .

44. GIBBS, M., COCHRANE, V.W., PAEGE, L.M. and WOLIN, H. "Fermen

tation of D—Xylosewlwcl4 by Fusarium liri Bolley". Arch.

Biochem. Biophys. 50, 237-242, 1954

45, GOLDSTEIN, I.S. "Chemicals from Lignocellulose" in "Enzyme
Conversion of Cellulosic Materials: Technology and Applica
tions". Edited by Gaden, E.L., Mandels, M.H., Reese, E.T.

and Spano, L.A. John Wiley & Sons. Biotechnol. Bioeng. Symp.

6, 293-301, 1976 .

46. GONG, C.-S., McCRACKEN, L.D. and TSAO, G.T. "Direct Fermen
tation of D-Xylose to Ethanol by a Xylose Fermenting Yeast

Mutant, Candida sp XF 217", Biotéchnoi. Lett. 3, 245-200,

1981.

47. GONG, C.-S., MAUN, C.M. and TSAO, G.T. "Direct Fermentation
of Cellulose to Ethanol by a Cellulolytic Filamentous Fun-—

gus, Monilia sp". Biotechnol. Leét. 3, 77-82, 1981 .

48. GONG, C.-S., LADISCH, M.R. and TSAO, G.T. "Production of Eth

anol from Wood Hemicellulose Hydrolysates”. Biotechnol.

.108.



49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

Lett. 3, 657-662, 1981 .

GONG, C.-5., CHEN, L.; FLICKINGER, M.C,, CHIANG, L. and TSAQ ,
G.T. "Production of Ethanol from D-Xylose by Using D-Xylo

se Isomerase and Yeasts". Appl. Environ. Microbiol., 41,

430-436, 1981 ,

GONG, C.-S5., CLAYPOOL, T.A., McCRACKEN, L.D., MAUN, C.M., UENG

P.P. and TSAC, G.T. "Conversion of Pentoses by Yeast". Bio-

technol. Bioeng. 25, 85-102, 1983 .

HAN, Y.W. "Micreobial Utilization of Straw {(a review)". Adv.

Appl. Microbiol. 23, 119-153, 1978 .

HSIA, H.-Y. "Effects of Borate on Isomerization and ‘Yeast
Fermentation of High Xilulose Solution and Acid Hydrolysate

of Hemicellulose". Enzyme Microb. Technol. 4, 25-31, 1982..

HSIAO, H.~Y. '"Seguential Utilization of Mixed Monosaccharides

by Yeasts". Appl. Environ. Microbiol. 43, 840-845, 1982

HUMPHREY, A.E., MOREIRA, A., ARMIGER, W. and ZABRISKIE, D.
"Production of Single Cell Protein from Cellulose Waste" In
*Single Cell Protein froﬁ Renewable and Non Renewable Re-
sources”. Edited by Gaden, E.L. and Humphrey, A.E. John

Wiley & Sons. Biotechnol. Bioceng, Symp. 7, 45-64, 1977 .

JANSHEKAR, H. and FIECHTER, A. "Lignin: Biosynthesis, Appli-

cation and Biodegradatién". Adv. Biochem. Eng/Bioctechnol.

27, 120-178, 1983 .

.109.,



56.

57.

‘58,

59.

60.

61.

62.

63.

JEFFRIES, T.W. "Utilization of Xylose by Bacteria, Yeasts

and Fungi". Adv, Biochem. Eng/Biotechnol. 27, 1-32, 1983 .

KATZ, M. and REESE, E.T. "Production of Glucose by Enzymatic

Hydrolysis of Cellulose”. Appl. Environ. Microbiocl. 16 ’

419-420, 1968 .

KAYE, S. and HAAG, H.B.J. '"Determination of Ethyl Alcochol in

Blood". J.Forensic. Med. 1, 373, 1954 .

KNAPPERT, D., GRETHLEIN, H. and CONVERSE, A. '"Partial Acid
Hydrolysis of Poplar Wood as a Pretreatment for Enzymaticr
Hydrolysis" In "Third Symposium on Biotechnoleogy in Energy
Production and Conservation". Edited by Charles D. Scott.

John Wiley & Sons. Biotechnol. Bioeng. Symp. 11, 103-112,

1981,

KOSARIC, N., WIECZOREK, A., COSENTINO, P.G., MAGEE, R.J. and
PRENOSIL, J.E. In "Biotechnology". Edited by Dellweg, H. ,
Weinheim~Deerfield Beach, Florida. Badel Verlag Chemie.

vel. 3, p. 315, 1983

KURTSMAN, C.P. "Biology and Physioclogy of the D-Xylose Fer-—

menting Yeast Pachysolen tannophilus". Adv. Biochem. Eng/

Biotechnol. 27, 73-82, 1983 .

KUSAKABE, I., YASUI, T. and KOBAYASHI, T. "“Enzymatic Prepara

tion of Crystaline Glucose from Waste Cellulosic Materials'.

J. Perment. Technol. 61, 163-170, 1983 .

LAMB, B.W. and BILGER, R.W. "Combustion of Bagasse: Litera

.110,



ture Review" . Sugar Technol. Rev. 4, 89-130, 1976 /77

64. LEDUY, A..and ZAJIC, J.E. "A Geometrical Approach for diffe-
rentation of on Experimental Function at a Point: Applied

to Growth and Product Formation". Biotechnol. Bioceng. 15,

- 805-810, 1973

65, LEE, Y.Y., LIN, C.M., JOHNSON, T. and CHAMBERS, R.P. "Selective
Hydrolysis of Hardwood Hemicellulose by Acids" In "Bio-
technology in Energy Production and Conservation". Edited

by Charles D. Scott. John Wiles & Sons. Biotechnol. Bioeng.

Symp. 8, 75-88, 1978

66. LINKD, M. "An Evaluation of Enzymatic Hydrolisis of Cellu-

losic Materials". Adv, Biochem. Eng. 5, 27-48, 1977 .

67. MAIORELLA, B., WILKE, C.R, and BLANCH, H.N. "Economic Evalu-
ation of Alternative Ethanol Fermentation Processes”". Bio-

technol. Bioeng. 26, 1003-1025, 1984 .

68. MAIORELLA, B,., WILKE, C.R. and BLANCH, H.N. "Alcochol Produc-

tion and Recovery". Adv, Biochem. Eng. 20, 43-92, 1981 .

69. MALESZKA, R., WANG, P.Y. and SCHNEIDER, H. "“Yeasts That Fer-

ment D-Cellobiose as Well as D-Xylose". Biotechnol. Lett 4,

133-136, 1982 .

70. MALESZKA, R., WANG, P.Y. and SCHNEIDER, H. "Ethanol Produc-—
tion from D-Galactose and Glycerol by Pachyso len tannophilus’.

Enzyme. Microb. Technol. 4, September, 349-352, 1982 .

111,



7.

72.

73,

74.

75.

76.

7.

MALESZKA, R.,and SCHNEIDER, H. '"Fermentation of D-Xylose,

Xylitol and D-Xylulose by Yeasts™. Can. J. Microbiol.. 3,

360-363 , 1981 .

MALESZEKA, R. and SCHNEIDER, H. "Concurrent Production and

Consumption of Ethanol by Cultures of Pachysolen tannophilus

Growing on D-Xylose". Appl. Environ Microbiol. 44, 902-912,

1982.

MANDELS, M., HONTZ, L. and NYSTRCOM, J. "Enzymatic Hydrolysis

of Waste Cellulose". Biotechnol. Bioeng. 16, 1471-~1493,

1974,

1

MARTIN, S.R. "The Production of Fuel Ethanol From Carbohy-—

drates". Chem. Engineer, 377, 50~53 e 58, 1982 .

MES-HARTREE, M. and SADDLER, J.N. "The Nature of Inhibitory
Materials Present in Pretreated Lignocellulosic Substrates

Which Inhibit the Enzymatic Hydrolysis of Cellulose”. Bio-—

techno;, Lett. 5, 531~-536, 1983 .

MOO-YOUNG, M., MOREIRA, A.R., DAUGULIS, A.J. and ROBINSON, C.
W. "Bioconversion of Agricultural Wastes Into Animal Feed
and Fuel Gas" In "Biotechnology in Energy Production and
Conservation". Edited by Charles D.Scott. John Wiley & Sons.

Biotechnol. Bioeng. Symp. 8, 205-218, 1978 .

MOREIRA, A.R., PHILLIPS, J.A. and HUMPHREY, A.E. "Production

of Cellulases by Thermomonospora sp". Biotechnol. Bioeng.

23, 1339-1347, 1981 .

112,



78. MUTZE, B. and WANDREY, C. "Continuous Fermentation of Xylose

With Pachysolen tannophilus". Biotechnol. Lett. 5, 633~
L} oy

638, 1983 .

79. NEIRINCK, L., MALESZKA, R. and SCHNEIDER, H. Alcohol Produc-
tion From Sugar Mixtures by Pachysolen tannophilus’ In
"Fourth Symposium on Biotechnology in Energy Production

and Conservation". Edited by Charles D. Scott. Jchn Wiley

& Sons. Biotechnol. Bioeng. Symp. 12, 161-169, 1982 .,

80. NELSON, N. "A Photometric Adaptation of the Somogyi Method

for the Determination fo Glucose". J. Biel. Chem. ‘153,

375-380 , 1944

81. 0I, S., YAMANAXKA, H, and YAMAMOTO, T. "Methane Fermentation
of Bagasse and Some Factors to Improve the Fermentation”.

J. Ferm. Technol. 58, 367-372, 1980 .

82, PAMMENT, N. ROBINSON, C.W., HILTON, J. and MOO-YOQUNG, M.
"Solid-state cultivation of Chaetomium cellulolyticum on
Alkali-pretreated Sawdust". Biotechnol. Bioceng. 20, 1735-

1744, 1978 .

83. PARK,Y.K. and TOMA,M. "Purification and Characterization of
extracellular Xylanase from Streptomyces ostreogriseus”.

Korean J. Biochem. 14(1), 37-40,1982 .

84. PEITERSEN, N. "Production of Cellulase and Protein from

Barley Straw by Trichoderma viride". Biotechnol. Bioceng. 17

361-374, 1975 .

.113.



85. PEITERSEN, N. and R0OSS, E.W. "Mathematical Model for Enzy-
matic Hydrolysis and Fermentation of Cellulose by fTricho-

derma ". Biotechnol. Bioeng. 21, 997-1017, 1979.

86. PFEFFER, J.T. and KHAN, K.A. "Microbial Preoduction of Metha-

‘ne from Municipal Refuses". Biotechngl., Bioeng. 18, 1179~

1191, 1976.

87. REESE, E.T., SIU,-R.G.H. and LEVINSON, H.S. "The Biological
Degratation of Scluble Cellulose Derivates and its Rela~

tionship to the Mechanism of Cellulose Hydrolvsis". J.

Bacteriol. 59, 485-497, 1950.

88. RIGHELATO, R.C. "Anaerobic Fermentation: Alcohol Production”.

Phil. Trans. R. Soc. London, B 290, 303-312, 1980.

89. OGERS, J.C., COLEMAN, E., SPINC, F.D., PURCELL, T.C. and
SCARPINC, P.V. '"Production of Fungal Protein from Cellulo

se and Waste Cellulosics®™. Environ. Science and. Technol.,

6(8), 715-719, 1972.

90. ROLZ, C. and HUMPHEY, A.E. "Microbial Biomass from Renewables:

Review of Alternatives" Adv. Biochem. Eng. 21, 1-53, 1982.

91. SADDLER, J.N. and KHAN, A.W. "Cellulolitic Enzyme System of

Acetovibrio cellulolyticus’, Can, J. Microbiol., 27, 288-

294, 1981.

92. SADDLER, J.N. and KHAN, A.W., "Cellulose Production by Aceto~

vibrio cellulolyticus". Can. J. Microbiol, 26, 760-765,

1980.

114,



93. SAVARESE, J.J. and YOUNG, S.D. "Combined Enzyme Hydrolusis of

Cellulose and Yeast Fermentation". Biotechnocl. Bioeng. 20,

1291-1293, 1978,

94, SCHNEIDER, H. MALESZKA, R., NEIRINCK, L. VELIKY, I.A., WANG,
P.Y. and CHAN, Y.K. "Ethanol Production from D-Xylose and
Several Other Carbohydrates by Pachysclen tannophilus and

Other Yeasts". Adv. Biochem. Eng./Biotechnol. 27, 57-71,

1983.

95. SCHUCHARDT, U.F. PEREIRA, M.F.A., LEAL, C e PEIXOTO, E.M.A.
"Uma Autoclave de Alta Pressao "Made in Brazil". Ouimica

Nova 3, 1l6l, 1980.

96, SELBY, K. and MAITLAND, C.C. "The Fractioconation of Gel Fil-

tration". Biochem. J. 94, 578-583, 1965.

97. SHEWALE, J.G. and SADANA, J.C. "Enzymatic Hydrolysis Cellu -
losic Materials by Selerotium rolfsii Culture Filtrate for

Sugar Production”. Can. J. Microbiol. 25, 773-783, 1979.

88. SLININGER, P.J.,, BOTHAST, R.J. and VANCAUWENBERGE, J.E. "Con
version of D-Xylose to Ethanol by the Yeast Pachysolen

tannophilus”. Biotechnol. Bioceng. 24, 371-384, 1982,

99. SASAKI, T., TANAKA, T., NANBU, N., SATO, Y. and KAINUMA, K.
"Correlation Between X-ray Diffraction Measurements of Cel

lulose Crystalline Structure and the Susceptibility to

Microbial Cellulase". Bioctechneol. Bioeng. 21, 1031-1042,

1979.

.115.



100.

101,

102,

103.

104.

105.

106.

107.

SOMOGYI, M. "A New Reagent for the Determination of Sugars”.

J. Biol. Chem. 160, 61-68, 1945.

STANIER, R.Y. and ADAMS, G.A. "The Nature of the Aeromonas

Fermentation". Biochem. J. 38, 168-171, 1944,

STERN, A.M. and GASNER, L.L. "Degradation of Lignin Combined

Chemical and Biological Treatment". Biotechnol. Bioceng. 16,

789805, 1974,

STUTZENBERGER, F.J. "Degradation of Cellulosic Substances by

Thermomonospora curvata”. Biotechnol. Bioeng. 21, 909-913,

1979,

SUNDSTROM, D.W., KLEI, H.E., COUGHLIN, R.W., BIEDERMAN, G.I.,
and BROWER, C.A. “Enzymatic Hydrolysis of Cellulose to

Glucose Using Immobilized B~Glucosidase". Biotechnol. Bio-

eng. 23, 473-485, 1981.

SUCMALAINE, H. and OURA, E. '"Yeast Nutrition and Solute Up—
take” In "The Yeast". Edited by Rose, A.H. & Harrison, J.

S. Acadenmic Press. Inc., New York, Vol. 2, p. 3-74, 1970.

SZETELA, E.J. and McMAHON, D.G. "Production of Methane throud

Energy Farming". Amer. Inst. Chem. Eng. Symp. Series N¢158,

17-23, 1976.

TANAKA, M., TANIGUCHI, M., MORITA, T., MATSUNO, R. and KAMI -
KUBO, T. "Effect of Chemical Treatment on Solubilization
of Crystélline Cellulose and Cellulosic Wastes with

Pellicularia filamentosa Cellulase". J. Ferment. Technol.

57, 186-190, 1979.



108. TANAKA, T., YAMANAXA, s. and TAKINAMI, K. "Saccharification

of Cellulose by Acetolysis". J. Ferment. Technol. 56, 410~

[oniiiiaiiy

415, 1978,

109. TAPPI. Technical Association of the‘Pulp“and‘Papér Industry.

"Lignin in Wood". T. 222 M-54,

110. TAPPI. Technical Association of the Pulp and Paper Industry

"Hemicellulose in Wood". T. 223 M-58.

111, THAYANITTY, K., BARDING, G. and WASW, D.A.J. "Rearrangement

of Lactose on Steriljization”. Biotechnol. Lett. i,‘423—42%

1882.

112. TOYAMA, N. and OGAWA, K. "Sugar Production from Agricultural
Woody Waste by Saccharification with Trichoderma viride Ce
llulase™. In "Cellulose as a Chemical and Enérgy Resource”.
Edited by Wilke, C.R. John Wiley & Sons. Biotechnol. Bio-

eng. Symp. 5, 225-244, 1975.

113. TOYOMA, N. '"Feasibility of Sugar Production from Agricultural
and Urban Cellulosic Waste with Trichoderma viride Cellula-
se" . In "Enzymatic Conversion of Cellulosic Materials: Tech-
nolégy and Applications". Edited by Gaden, E.L., Mandels,M.
H., Reese, E.T. and Spanc, L.A. John Wiley & Sons. Bio-

technol. Bioeng. Symp. 6, 84-94, 1976,

114. TSAQ, G.T. "Cellulosic Materials as a Renewable Resource",

Process Biochem., October, 1l2-14, 1978.

115. TREVELYAN, W.E., PROCTER, D.P. and HARRISON, J.G. "Detection



116,

117.

118,

of Sugars on Paper Chromatograms". Nature 166, 444, ‘1950,

URIETA, A.B., TOMA, M. e PARK, Y.K. "Estudo Comparativo da
Produgao de Celulase Flingica por Fermentagdo Submersa e

por Cultura em Semi~Solida". Revista Brasileira de Tecno-

logia, 6, 181-188, 1975,

UPDEGRAFF, D.M., '"Semi-Micro Determination of Cellulose in

Biological Materials". Anal. Biochem. 32, 420-424, 1969.

UENG, P.P. and GONG, C.-S. "Ethanol Production from Pentoses
and Sugar-Cane Bagasse Hemicellulose Hydrolysate by Mucor

and Fusariwn Species". Enzyme Microb. Technol. 4, 169-171,

1982.

119. WEINER, P.J. and ZEIRUS, J.E. ‘“Fermentation of Cellulose and

120.

121.

Cellobiose by (lostridium thermocellum in the Absence and
Presence of Methanobacterium thermoautotrophicum™. Appl..

Environ. Microbiol. 33, 289-297, 1977.

WIKEN, T.0. "Utilization of Agricultural and Industrial
Waste by Cultivation of Yeast". In "Proc. IV IFS :Ferment.
Technol. Today. Edited by Gyozo Termi. Society of Fermen-

tation Technology. Japan, March 19-25,569-576, 1972.

WILKE. C.R., YANG, R.D., SCIAMANNA, A.F, and FREITAS, R.P.
"Raw Materials Evaluation and Process Development Studies

for Conversion of Biomass to Sugar and Ethanol". Biotech-

nol. Bioeng. 23, 163-183, 1981.

122, WILKIE, K.C.B. "The Hemicellulose of Grasses and Cereals™.

.118.



Adv. Carbohydr, Chem. Biochem. 36, 215-264, 1979,

123. WINKLER, M. "Limitation of PFermentation Processes for utili-
zation of Food Wastes". In "Topics in Enzyme and Fermenta-—
tion Biotechnology”. Edited by Wiseman, A. John Wiley &

Sons. Vol. 7, 271-306, 1983.

124, woon, T.M. "The Cellulase of Fusarium solani®. Biochem. J.

121, 353-362, 1971.

125, YU, E.K.J. and SADDLER, J.N. "Power Solvent Production by
Klebsiella prneumonice Grown on Sugars Present in’  Wood

Hemicellulose". Biotechnol, Lett. 4, 121-126. 1982.

.119,



"3T¢ FOox  °°

tUS-VIAT

IoTeA ®3S8p 3T9 TOy °°

wu'mm@

%6y stew °°

*** TOI %GL onb --

s » & m_mv

gcz oseo -

PHINIWNVATLOIASHY d5-VIdT

ottmmv
o.o..ﬁom

==+ pp

"0o8

" 005

055 B

0,06 ®

§ye stew ¢
%09 onb -

s0p oseo °-

1= TUTW g s

SHS-VIMT

© -_M.H..“E m . »

-

seioy 7z, °°
sHE~-YId'T

sexoy gz, °°

"W ITEDOTE

woo ‘ojuswelzeal-axd oJed asOTNTSOTU
3y ep oedeIIXD® ¥ ‘BUTKBW TOF SSOIN{

-poTwey ep oedeIjXe sp oOjUdWIPULI O, °

T AHS-VIET

BT e

-Te wod ‘ojusueier3z-oid ored esorng

 -poTWwey ep oBdEAIXS Dp OJUSUTPUSI O ,°°°

SYLVYHHH

LZ BeYuTT

¥1 BUUTT
g8 eyur]
9 eyury

0T eUuUTl

¢ BUUTT

0T eyutT

69 eurped

89 eutbea

6¢ eutrbed

Lg eutbed

TT euthed



