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Relatorio Descritivo de Patente de Invencgio
PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA COMPREENDENDO A ADICﬁD DE

VINHACA COMO AGENTE TAMPONANTE DO MEIO REACIONAL CONTENDO
BiomAassA VEGETAL LIGNOCELULOSICA

Campo da Invencao

[0001] A presente invencio se refere & utilizagdo de vinhaga no processo
de sacarificagao/fermentagao de biomassas lignocelulosicas,
independentemente da forma como estas se apresentarem e
independentemente da destinagio que serd dada ao caldo hidrolisado final
obtido. Mais especificamente, a presente invencao descreve ¢ efeito beneéfico
que a vinhaga confere ao processo de sacarificaggo de biomassas
lignoceluldsicas, uma vez que esta apresenta, dentre outras caracteristicas, a
capacidade de tamponar ¢ meio reacional, sobretudo quando tal processo
ocorre mediante rota enzimatica, mas nao limitado a ela, independentemente
do tipo de biomassa que esta sendo utilizada e do tipo de pré-tratamento ao
qual esta biomassa foi submetida.

[0002] A presente invencgao trata ainda de processos fermentatives,
como a producao de etancl, compreendendo o usc de vinhaga como fonte de
nutrientes como, por exemplo, o nitrogénio (N}, para o crescimento de
microrganismos, mas nao limitado a ela.

[0003] A presente inveng3o esta situada na area de Engenharia Quimica.

Antecedentes da Invencao

[0004] O processo de hidrdlise enzimatica, em especial a sacarificacéo de
biomassas lignoceluldsicas, ocorre, geralmente, em meios tamponados ou sob
pH controlado. Assim, € comum o uso de solugbes tamponantes, como por
exemplo, citrato de sodio e acetato de sddio, dentre outros, ou solucgdes
controladoras de pH como acidos e bases {e.g. hidroxido de sodio, acido

claridrico, acido fosforico e etc) para manter o pH em um valer ideal no qual ©
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processo de sacarificagdo dessas biomassas é favorecido. Em geral, o pH 6timo
de operagdo do sistema coincide com o 6étimo de operagdo das enzimas
responsaveis pelo processo de bioconversdo da biomassa em agUcares
fermentesciveis. A celulase, complexo enzimatico mais amplamente utilizado no
processo de sacarificagdo de biomassas lignoceluldsicas, expressa sua maior
atividade na faixa de pH que varia de 4,5 a 5,5. Esta faixa de pH além de
favorecer o processo catalitico também auxilia na manutengédo da estabilidade
do complexo enzimatico por periodos de tempo mais prolongados, o0 que
estende a vida Util do biocatalisador impactando de forma benéfica e crucial no
custo final do processo.

[0005] As solugdes tamponantes convencionais como o citrato de sédio e
o acetato de sédio possuem custo bastante elevado, podendo, inclusive,
inviabilizar o processo produtivo em certas situacdes. Acidos efou bases
utilizados para controle do pH durante o processo, apesar de apresentarem
custo significativamente inferior as solugdes anteriormente citadas, ainda
representam uma parcela expressiva do custo final do processo quando
comparadas ao processo utilizando vinhaga como agente tamponante. Assim,
torna-se extremamente desejavel a utilizagdo no processo supracitado de
agentes tamponantes eficazes e de baixo custo.

[0006] O uso da vinhaga no processo de sacarificagdo de biomassas
lignocelulésicas apresenta diversas vantagens quando comparado aos
processos convencionais, mas certamente uma vantagem que merece destaque
é a significativa economia no consumo de agua na etapa de hidrélise enzimatica
de biomassas (pré-tratadas ou ndo), uma vez que a vinhaga pode inclusive
substituir toda a agua necessaria neste processo especifico.

[0007] A presenga da vinhaga no processo de hidrdlise enzimatica de
biomassas lignocelulésicas possibilita a formagdo de compostos quimicos que
tém a capacidade de promover o efeito tamponante do meio reacional, ou seja,
manter o pH dentro de uma faixa especifica desejada de modo a proporcionar

um ambiente favoravel ao adequado funcionamento das enzimas que compdem
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o0 complexo enzimatico, que necessitam de condigbes bem definidas para
executarem a quebra das ligagbes do seus substratos especificos, de modo a
maximizar a geragado de acgucares fermentesciveis a partir da biomassa
lignocelulésica utilizada.

[0008] No processo de tamponamento do meio reacional, sais presentes
na vinhaga como, por exemplo, o sédio, combinam-se com acidos gerados
durante o processo de pré-tratamento da biomassa, como, por exemplo, o acido
acético, formando compostos quimicos, como por exemplo, o acetato de sddio,
gue atuam diretamente na manuten¢ao do pH do meio em faixas determinadas.
Deste modo, o efeito tamponante surge a partir da reagdo quimica que ocorre
entre compostos naturalmente presentes na vinhaga e na biomassa pré-tratada,
dispensando, assim, a preparagao prévia de solugdo tamponante.

[0009] A presente invengao tem como principais vantagens:

- Ser altamente eficiente no tamponamento do meio reacional onde ocorre
a sacarificagao de biomassas lignoceluldsicas, ou seja, o uso da vinhaga permite
que o pH da suspensdo seja mantido dentro da faixa étima de operagdo do
complexo enzimatico utilizado (4,5-5,5), uma vez que catalisadores bioldgicos
expressam sua maior atividade em uma faixa bastante restrita de pH. Além
disso, a manutencgao do pH na faixa 6tima de operagao da enzima possibilita as
enzimas manterem sua estabilidade por periodos de tempo mais prolongados, o
que estende a vida util do biocatalisador impactando de forma benéfica e crucial
no custo final do processo;

- Ser de custo bem mais acessivel que as solugdes tamponantes
convencionais como, por exemplo, solugbes tampéao citrato de sédio e acetato
de sddio, visto que esta corrente é produzida dentro da prépria unidade industrial
em grandes quantidades, uma vez que para litro de etanol produzido gera-se em
torno de 10 a 12 litros de vinhaga,;

- Ser rica em nitrogénio, que € um macro nutriente de extrema relevancia
no processo de fermentacdo de agucares a etanol, dado que uma vinhaca
industrial tipica pode apresentar até 1g/L de nitrogénio total em sua composi¢ao;
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assim, além de baratear o custo global do processo, a vinhaga ainda favorece a
etapa especifica de fermentacdo de caldos hidrolisados provenientes da
sacarificagao de bagago de cana-de-agucar;

- Ser adequada para uso no processo de sacarificagdo de biomassas
lignocelulésicas também sob a ética ambiental, dentro do conceito de ciclo
fechado de processo, ja que este “residuo” ou “subproduto” é comumente
utilizado no processo de fertirrigagdo dos canaviais, constituindo-se em uma
importante fonte de poluicdo de solos e aguas subterrAaneas devido,
principalmente, a sua elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO) em
fungao do teor de matéria organica presente em sua composi¢ao;

- Permitir economia de agua no processo de sacarificagdo do bagago de
cana pela substituicao desta pela vinhaga.

[0010] No ambito patentario, foram identificados alguns documentos
relevantes que serao descritos a seguir.

[0011] O documento US 7,807,419 revela um processo para a
sacarificagdo de biomassa pré-tratada para se obter altas concentragbes de
acucares fermentesciveis. Especificamente, trata-se de um processo que se
utiliza de um sistema de alimentacao em batelada com redu¢ao no tamanho das
particulas. A presente invengao difere deste documento por compreender o uso
de vinhaga como agente tamponante da reagao de sacarificagdo de biomassas,
bem como aditivo para fermentagao devido ao teor de nitrogénio presente em
sua composigao.

[0012] O documento US 2010/0086981 apresenta composi¢cdes e
métodos para melhorar a sacarificagdo de biomassas com enzimas e
microrganismos modificados. O referido documento cita o uso de citrato de sédio
durante a reacdo. A presente invencao difere deste documento por dispensar o
uso do citrato de sddio, substituindo-o pela vinhaga disponivel em grandes
volumes nas usinas de cana-de-agucar.

[0013] O documento US 2010/0159515 descreve um método de pré-
tratamento de biomassas lignocelulésicas que cita o uso de tampéao a partir de
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citratos. A presente invencado difere deste documento por utilizar compostos
presentes na vinhaga disponivel nas usinas de alcool e agucar ou destilarias
autbnomas para promover o efeito tamponante ao meio reacional.

[0014] O documento WO 2008/040358 descreve o uso de um subproduto
da fermentagédo, a vinhacga, rica em potassio como agente fertilizante. Esse
documento diz ainda que essa vinhaga rica em potassio é pobre em
aminoacidos e proteinas, pois 0os mesmos ja foram removidos em etapas
anteriores. A presente invencao difere deste documento por prever a utilizagao
da vinhaga resultante da fermentagao alcodlica industrial rica em nitrogénio (até
1g/L) ndo como agente fertilizante, mas como agente tamponante do processo
de sacarificagdo de biomassas lignocelulésicas; além disso, esta vinhaga
também se mostra adequada a etapa de fermentagdo alcodlica, visto que
representa uma fonte adicional de nitrogénio, macro nutriente indispensavel ao
processo fermentativo mencionado.

[0015] O documento EP 048061 descreve um processo para
reaproveitamento da vinhaga compreendendo etapas de concentragdo e queima
da vinhaga. Contudo, nada é dito a respeito de sua utilizagido em processos
hidroliticos (acidos ou enzimaticos) e/ou fermentativos; tampouco ha qualquer
citagdo a respeito de suas caracteristicas como agente tamponante ou fonte de
nitrogénio.

[0016] O documento WO 2008/116278 descreve o aproveitamento da
vinhaca como aditivo em ragdao animal, sendo que a vinhaga passa por um
processo de destilagdo e concentragdo, seguido de desidratagao.

[0017] O documento EP 769915 descreve o uso de acidos organicos
provenientes da vinhaga; tais compostos mostram-se especialmente Uteis em
cultivos microbianos.

[0018] A presente invencéo difere deste e dos demais documentos por
utilizar a vinhaga (ou qualquer residuo/subproduto proveniente do processo de
destilagdo de vinho fermentado) em qualquer estado de tratamento (bruta,
filtrada, concentrada, etc) como agente tamponante de processos de
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sacarificacao de biomassas lignoceluldsicas e aditive de fermentagao (fonte
adicional de nitrogénio).

[0019] Do que se depreende da literatura pesquisada, n&o foram
encentrados documentos antecipande ou sugerindo os ensinamentos da
presente invencao, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e

atividade inventiva frente ao estado da téchica.

Sumario da Invencao

[0020] A presente invencao descreve a ulilizagdo de vinhaga como
agente tamponante de processos de sacarificacdoc de  biomassas
lignoceluldsicas e fonte adicional de nitrogénio em processos fermentatives,
independentemente da fonte e da forma como tais biomassas tiverem sido
produzidas. Em suma, a presente invengado possui como principais vantagens
competitivas a alta eficiéncia, ¢ baixo custo e a preservagao do meic ambiente.
[0021] E objeto da presente invencdo o processe de sacarificacdo de
biomassas lignoceluldsicas compreendendo a adicdo de vinhaga (ou qualguer
residuofsubprodute  proveniente do processo de destilagdo de  vinho
fermentado) como agente tamponante ac meio reacional.

[0022] Em uma realizagao preferencial, o processo de hidrolise
enzimatica € um processo de sacarificacdo e pode ccorrer sob gualquer
configurag&o selecionada do grupo que compreende SHF {Hidrdlise Enzimatica
e Fermentacido Separadas), SSF( Hidrdlise Enzimatica e Fermentagio
Simultaneas), SSCF (Hidrdlise Enzimatica, Fermentagdo e Co-Fermentacao
Simultaneas), CBP (Producdo de Enzimas, Hidrdlise Enzimatica e
Fermentagdo Simultdneas), SEPHY (Produgdo de Enzimas e Hidrolise
Enzimatica separadas da Fermenta¢@o) e combinacdes das mesmas.

[0023] E um adicional objeto da invengdo um agente tamponante
composto de vinhaga, o qual é util em processos de hidrolise enzimatica.
[0024] E um adicional cbjeto da invengao a utilizagao da vinhaga como

agente tamponante, compreendendo a etapa de coletar a vinhaga a partir do
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processo de destilagao do vinho resultante do processo de fermentagao
alcodlica.

[0025] Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona um processo
de fermentagdo que compreende a adigdo de um aditivo de fermentacio que e
rico em nitrogénio e imprescindivel ao processo fermentativo em questao.
[0026] E um adicional objetc da presente invencio um processo
fermentativo compreendendo uma etapa de fermentagdo na presenga de um
aditivo de fermentagao composto de vinhaga.

[0027] E um adicional objeto da presente invengdo um processo de
producdo de etanol compreendendo a fermentagio de agucares na presenca
de um aditivo de fermentagic composto por vinhaga.

[0028] E um adicional objeto da presente invengdo um aditivo de
fermentacao composto de vinhacga, o qual é dtil como fonte de nitrogénio.
[0029] E um adicional objeto da presente invencdo um processo de
preparo de aditivo de fermentagac compreendendo a etapa de coletar a
vinhaga a partir do processo de destilagao do vinho resultante do processo de
fermentacio alcodlica.

[0030] Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reproducdo na

descrigdo a seguir.

Breve Descricio das Figuras

[0031] A Figura 1 revela um possivel fluxograma de obtencao da vinhaca
para uso na hidrolise enzimatica. Legenda: (11} Destilagdo; (12) Vinho; {13)
Etanol; (14) Stripping, (15} Rectifying; (16) Vinhaga; (17) Vapor, (18) Hidrdlise
enzimatica, (19) Condensado de vinhaca; (110) Vinhaca concentrada; (111)
Evaporacao; e (112) Concentragdo de vinhaga.

[0032] A Figura 2 contempla um fluxograma de uma possivel rota de

sacarificagdo de biomassas lignoceluldsicas da presente invengdao — SSF:
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Hidrélise Enzimatica e Fermentagdo — simultaneas. Legenda: (21) Biomassa
lignocelulésica; (22) Pré-tratamento; (23) Lavagem; (24) Hidrélise enzimatica +
Fermentacdo + Co-fermentacdo; (25) Produgcdo de enzimas; (26)
Microorganismos; (27) Agucares; (28) Vinhaga; (29) Purificagdo; (210) Etanol;
(211) Biomassa pré-tratada; (212) Vinho; (213) Vinhaga 12 ou 22 geracao; e
(214) Fertirrigacao.

[0033] A Figura 3 contempla um fluxograma de uma possivel rota de
sacarificagdo de biomassas lignocelulésicas da presente invengdao — SHF:
Hidrdlise Enzimatica e Fermentagdo - separadas. Legenda: (31) Biomassa
lignocelulésica; (32) Pré-tratamento; (33) Lavagem; (34) Hidrdlise; (35)
Produgéo de enzimas; (36) Agucares; (37) Vinhaga; (38) Microorganismos; (39)
Fermentagao/Co-fermentacgéo; (310) Purificagdo; (311) Etanol; (312) Biomassa
pré-tratada; (313) Hidrolisado; (314) Vinho; (315) Vinhaga 12 ou 22 geragao; e
(316) Fertirrigacao.

[0034] A Figura 4 contempla um fluxograma de uma possivel rota de
sacarificagdo de biomassas lignocelulésicas da presente invengdo — CBP:
Produgdo de Enzimas, Hidrdélise Enzimatica e Fermentagdo - Simultaneas.
Legenda: (41) Biomassa lignocelulésica; (42) Pré-tratamento; (43) Catalisador;
(44) Lavagem; (45) Acucares; (46) Produgao de enzimas + Hidrélise enzimatica
+ Fermentagdo/Co-fermentacéo; (47) Microorganismos; (48) Vinhaga; (49)
Purificagao; (410) Etanol; (411) Biomassa pré-tratada; (412) Vinho; (413)
Vinhaca 12 ou 22 geracgéo; e (414) Fertirrigagao.

[0035] A Figura 5 contempla um fluxograma de uma possivel rota de
sacarificagdo de biomassas lignocelulésicas da presente invengdo — SEPHY:
Produgdo de Enzimas + Hidrélise Enzimatica separadas da Fermentacao.
Legenda: (51) Biomassa lignocelulésica; (52) Pré-tratamento; (53) Catalisador;
(564) Lavagem; (565) Acucares; (56) Produgdo de enzimas + Hidrolise
enzimatica; (57) Vinhaga; (58) Microorganismos; (59) Fermentagdo/Co-
fermentacao; (510) Purificagéo; (511) Etanol; (512) Biomassa pré-tratada; (513)
Hidrolisado; (514) Vinho; (515) Vinhaga 12 ou 22 geragao; e (516) Fertirrigagao.
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[00386] Figura 6. Desenho esquematico do processo de pre-tratamento de
bagago de cana com vapor ("Steam Explosion”). A — Caldeira (gerador de
vapor); B — Reator; C — "Flash Tank”.

[0037] Figura 7. Hidrolise enzimatica de bagaco de cana pre-tratado por
explosao a vapor com diferentes concentracdes de vinhaca no meio reacional.

Descricdo Detalhada da Invencio

[0038] Os exemplos aqui mostrados t8m apenas o intuito de exemplificar
algumas das inUmeras maneiras de se realizar a invengao sem, contudo, limitar
o escopo da mesma.

Biomassa Veqgetal Lignoceluldsica

[0039] A expressdo biomassa vegetal lignoceluldosica compreende
qualquer tipo de planta, a saber: biomassa herbacea, cultivares como plantas
C4 — pertencentes aos géneros Lolium, Spartina, Panicum, Miscanthus, e
combinagfes dos mesmos; bagago de cana-de-agucar (oriundo de moenda
efou difusor); palha de cana-de-agucar, palha de cereais como trigo, arroz,
centeio, cevada, aveia, milho e similares {e.g. capim-elefante "switchgrass”),
madeira; troncos e talos de bananeira; cactaceas e combinagdes dos mesmos.
Alem disso, materiais lignocelulgsicos podem ainda compreender papelao,
serragem, jornal e residuos agroindustriais ou municipais similares.

[0040] Biomassas vegetais de diferentes origens podem apresentar
diferengas particulares, embora possuam composig8o  gquimica global
relativamente semelhante. Algumas variagdes na composigac entre diferentes
especies e entre uma mesma especie se devem a variabilidades ambientais e
genéticas, ademais da localizagido do tecido vegetal em diferentes partes da
planta. Tipicamente, biomassas lignoceluldsicas apresentam de 35% a 50% de
celulose, de 20% a 35% de hemicelulose e de 20% a 30% de lignina. Além
dessas fragcdes majoritarias, hé ainda quantidades minoritdrias de cinzas,
compostos fendlicos, acidos organicos e compostos denominados extrativos. A
celulose e as hemiceluloses do tecido vegetal sdo constituidas de carboidratos

estruturais {e.g. glicanas, xilanas, mananas) ¢ sao geralmente denominadas de
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fragao sacaridica. A lignina, por sua vez, representa a fracdo fendlica da
biomassa vegetal.

Vinhaca
[0041] Na presente invengao, entende-se como vinhaga qualguer residuo
proveniente do processo de destilagao do vinho delevedurado, obtido apas
fermentacdo e separacdo das células de levedura, geralmente por
centrifugagdo, mas ndo limitado a ela.

Agente Tamponanie

[0042] Na quimica, as solugbes-tampao sao solugbes capazes de
atenuar variacbes no pH, estabilizando-o0 em um valor relativamente constante,
ainda que o sistema sofra perturbagtes pela adigao de acidos ou bases.

[0043] A vinhaga obtida na presente invencdo, pela sua alta
concentragido de ions como sodio, é capaz de reagir com os acidos gerados no
processo de pre-tratamento/hidrélise, mantendo entdc o pH do meio numa
faixa constante e propicia para a atividade enzimatica.

[0044] A vinhacga da presente invencao é bastante util em processos de
hidrdlise enzimatica de uma forma geral, mas, especialmente, em reag¢des de
sacarificagdo de biomassas lignoceluldsicas.

[0045] A vinhaga da presente invengao, por ser um subproduto da
fermentacio, apresenta baixo custo e substitui de forma bastante eficiente
agentes tamponantes comumente utilizados e de alto custo como, por exemplo,
o acido citrico.

[0046] O agente tamponante € produzido por um processo gue
compreende a etapa de coletar a vinhaga produzida no processo de destilagdo
do vinho delevedurado, resultante do processo de fermentag8o alcodlica, e,
opcionalmente, filtra-la, evapora-la e/ou concentra-la.

Processo de Hidrdlise Enzimatica

[0047] 0O processo de hidrélise enzimatica da presente invengdo € um
processo que compreende a adicdo de qualguer quantidade de vinhaga ao

meio reacional com o intuito de proporcionar o tamponamento do mesmo.
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[0048] Em uma realizacao preferencial, o processo de hidrolise é um
processo de sacarificacdo e pode ocorrer sob qualquer configuragéo conhecida
do estado da técnica, e selecionada do grupo que compreende SHF (Hidrélise
Enzimatica e Fermentagdo Separadas), SSF (Hidrolise Enzimatica e
Fermentagao Simultaneas), SSCF (Hidrolise Enzimatica, Fermentagao e Co-
Fermentagdo Simultdneas), CBP (Producgio de Enzimas, Hidrélise Enzimatica
e Fermentacdo Simultaneas), SEPHY (Produgdoc de Enzimas e Hidrolise
Enzimatica separadas da Fermentag¢ao) € combinagoes das mesmas.

Aditivo de Fermentacio

[0049] O aditivo de fermentagio da presente invencio ¢ uma solugio
rica em nitrogénio, nutriente essencial para o crescimento dos microorganismos
responsaveis pela fermentagao, sejam eles leveduras ou bacterias.

[6050] A vinhaca obtida na presente invengdo, pela sua alta
concentracdo de nitrogénio, serve como fonte nutricional adicional no processo
fermentativo. Sendo assim, a vinhaga da presente invengao e bastante Gtil no
processo de fermentacao de uma forma geral e, em especial, em reacdes de
fermentacao alcodlica.

[0051] QO aditivo de fermentago e produzido por um processo gue
compreende a etapa de coletar a vinhaga produzida no processo de destilagao
do vinho delevedurado, resultante do processo de fermentacdo alcodlica, e,
opcionalmente, filtra-la, evapora-la efou concentra-la..

Processo Fermentativo

[0052] O processo fermentative da presente invengdo engloba qualquer
processo fermentativo, seja ele bacteriano ou por meio de leveduras,
compreendendo uma etapa de fermentagdo na presenga de um aditivo de
fermentagao composto de vinhaca.

[0053] Em uma realizacdo preferencial, o processo fermentativo da

presente invengdo visa a obtengao de etanol.

Exemplo 1
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Materiais e Métodos

[0054] Material _Lignocelulosico: Bagago tipico de cana-de-acgucar

{umidade de aproximadamente 50%) foi coletado em uma usina de alcool e
acucar localizada na regiao de Piracicaba/SP, imediatamente apos moagem da

cana (bagago fresco).

[0055] Fre-Tratamento _com Explosdo a Vapor. Bagaco de cana "in

natura” foi pré-tratado com wvapor (Steam Explosion) visando promover
modificagdes quimicas e estruturais na biomassa, de modo a obter um
substrato (polpa) com elevado teor de celulose e alta acessibilidade da matriz
lignina-carboidrato as enzimas celuloliticas. Neste sentido, processos eficientes
caracterizam-se por elevada remogao das hemiceluloses e exiragao selefiva de
xilose (mondmero e oligbmeros), com minima remogdo de glicose. Além disso,
tais processos devem produzir o minimo de compostos inibidores da acéo
enzimatica (e.g. furfural, HMF, acidos humicos e derivados fendlicos),
produzidos a partir da degradacgao dos carboidratos e da lignina.

[0056] Experimentos de pré-tratamento com vapor foram realizados nas
dependéncias do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba/SP) e, de
meodo geral, em uma unica etapa. Na Figura 6 e apresentado um desenho
esquematico dos equipamentos utilizados, que consistern basicamente de um
reator de 65L (reator de pré-tratamento ou hidrolisador) acoplado por tubulacéo
a um tangue de expansao (*flash tank”™) do tipo ciclone. O reator foi carregado
com bagaco proveniente de moenda efou difusor coletado em usinas de alcool
e acgucar do estado de Sao Paulo, em condigdes tipicas. Vapor gerado por
caldeira de Siﬂikgyﬁfcm2 foi injetado diretamente no reator atraves de abertura de
valvulas. A curva de aguecimento e o registro da press8o no reator foram
manualmente monitorados. Decorrido o tempo de residéncia determinado, o
reator foi descarregado, mediante descompresséo subita ou via rampa de
descompresséao, e o material pré-tratado ("slurry”) coletado no tanque de
expansao apos alivio da pressao do sistema e liberagao do vapor produzido. O

bagago pré-tratado obtido apresentou caracteristicas que o potencializaram
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como materia-prima para produgdo de enzimas e hidrolise enzimatica,
aplicaveis & produgéo de bioetanol de bagaco.

[0057] Caracterizacdo _do Bagaco Fre-Tratado. Bagago de cana-de-
acucar “in natura” e pré-tratado com explosao a vapor foram caracterizados
quanto aos teores de seus principais constituintes (carboidratos estruturais e
lignina}, segundo metodologia experimental baseada no protocolo desenvolvido
pelo National Renewable Energy Laboratories (NREL), Estados Unidos (Sluiter
et. al., 2004).

[0058] A caracterizagdo desses materiais demanda a determinagéo do
teor de umidade, utilizando-se gravimetria diferencial em balanga eletrénica
apos estufa para calculo do percentual em relacdo a base seca do material.
Para a determinacéo do teor de lignina insolldvel em acido e carboidratos
estruturais uma amostra de bagaco séco foi misturada a H:SQ4 (72%), sob
agitac8o por 1 hora. A reagio foi interrompida pela adigdo de agua destilada.
Em seguida, para completa hidrolise dos cligbmeros restantes, a suspensao foi
autoclavada (121°C) por 1 hora. A fragao liquida {hidrolisado) foi utilizada para
determinagao dos carboidratos estruturais por cromatografia liquida (HPLC) e a
fragcao solida foi lavada com agua destilada e seca em estufa (105°C) para
posterior calcinagao (575°C) e determinagao da lignina por gravimetria.

[0059] A determinacio dos carboidratos estruturais por HPLC foi feita
utilizando-se detector de indice de refraco (IR), usando padrbes externos para
cada componente, coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, BIO-RAD) ¢ fase
movel HSO,; 5mM com fluxo de 0,6 mL/min a 45°C.

[0060] Hidrolise Enzimatica: Bagago de cana pré-tratado foi submetido a
hidrolise enzimatica utilizando-se diferentes concentragfes de vinhaga
industrial tipica no meio reacional, conforme Tabela 1 abaixo. Paralelamente,
experimantos na auséncia de vinhaga, aqui chamados de experimentos

referéncia, também foram realizados em idénticas condigbes experimentais:

Tabela 1 — Hidrdlise Enzimatica
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Experimento Relagdo %Vinhaga / %Agua
1 10% - 90%

20% - 80%

30% - 70%

40% - 60%

50% - 50%

60% - 40%

70% - 30%

80% - 20%

90% - 10%

10 100% - 0%
[0061] Os experimentos de hidrdlise enzimatica foram realizados em

(5o T Fv N R I K I TR - E AN S

reator de 60L, nas seguintes condigbes experimentais: 50°C; pH 4,8-5,2; 8% de
solidos totais; carga enzimatica de 13,5mL de enzimalkg bagag¢o seco e 48
horas de reagio. As reacgbes de hidrdlise foram conduzidas usando a enzima
Cellic Ctec 2, fornecida pela Novozymes' (Novozymes Latin America Lida. —
Araucaria/PR, Brasil). A conversao da celulose presente na biomassa em
glicose (agucar fermentescivel) atingida em cada ensaio realizado foi calculada
pela seguinte equacao (1)

M

1 [ v e oy prevatvensicel - ﬁf{ Hecenienn & ] Uﬁ:}"!
! 1k

M *L1T1

= (1)

Coluinse
onde: Mgiicose Experimental € @ Massa de glicose presente no caldo hidrolisado apos
48 horas de reacdo; Mgrnc © 8 massa de glicose medida no ensaio realizado
em idénticas condicbes experimentais, mas na auséncia de enzimas; Mceluiose €
a massa inicial de celulose presente no bagacgo pré-tratado e 1,111 e o fator de

conversao de celulose em glicose.

Exemplo 2
[0062] Composicdo do Bagaco Pré-Tratado: A composicdo do bagaco

pré-tratado por explosdo a vapor foi determinada utilizando-se metodologia
experimental baseada no procedimento desenvolvido pelo NREL, como

previamente descrito, e encontra-se apresentada na Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2 — Composi¢do do bagago pré-tratado por explosdo a vapor

{base seca) com relago as suas trés fracbes majoritarias.

Bagago Pré-Tratado Percentual em base séca

Umidade 6542%

Solidos Secos 34 58%

Celulose 59,20%

Hemicelulose 2.80%

Lignina 33,30%

Sdlidos Soluveis 17.50%
Salidos Insollveis 82.50%

[0063] Como pode ser observado na tabela acima, o tratamento com

vapor preservol as fragbes de celulose e lignina e solubilizou
significativamente a hemicelulose, como desejado. Assim, espera-se que a
acessibilidade das enzimas aos seus substrates especificos esteja
consideravelmente facilitada no bagago pré-tratado.

Exemplo 3

[0064] Hidrélise Enzimatica de Celulose com Carga de Solidos de 8%:
Em todos os experimentos realizados na presenga de vinhaga o ajuste final do

pH da suspensdo reacional foi efetuado com hidrédxido de sédic (NaOH).
Experimentos de hidrdlise na auséncia de vinhaga e aqui denominados
‘referéncia” foram realizados em triplicata, utilizando-se solugao tampac citrato
de sddio 30mM, pH 5. A Figura 7 mostra as conversdes obtidas.

[0065] Como pode ser observado na Figura 7, a faixa de concentracio
de vinhaga que permite que elevadas conversdes de celulose em glicose sejam
atingidas no pericdo de 48 horas vai de 30% a 60%. Tais valores finais sao,
inclusive, superiores aos observados para o ensaio referéncia, indicando que a
presenga da vinhaga alem de n&o causar qualquer tipo de inibig8o nas enzimas
utilizadas, ainda fornece um caldo hidrolisado muito mais apropriado para a
etapa posterior de fermentacao, devido a presenga de nutrientes tipicamente

encontrados na vinhaga.
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[0066] Os versados na arte valorizardo o0s conhecimentos aqui
apresentados e poderao reproduzir a invengao nas modalidades apresentadas

e em outros variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.



171

Reivindicacdes

1. FProcesso de hidrdlise enzimatica compreendendo a adicdo de
vinhagca como agente tamponante do meio reacional contendo biomassa
vegetal lignoceluldosica, em que a dita biomassa vegetal lignocelulosica e
selecionada do grupo consistindo de bagago de cana-de-agucar, palha de
cana-de-agucar ou uma mistura de bagaco de cana-de-aglcar e palha de cana-
de-agucar, caracterizado pela quantidade adicionada de vinhaga variar, em
porcentagem massica (%p/p), de 30% a 60% e a quantidade de agua variar,
em porcentagem massica, de 70% a 40%.

2. Processo, de acordo com a reivindicag8o 1, caracterizado pela
vinhaga ser definida como um residuo proveniente do processo de destilagéo
do vinho delevedurado, obtido apds fermentacio e separacao das células de
levedura.

3. Processo, de acordo com a rewvindicagdo 2, caracterizade pela
vinhaga ser opcionalmente filtrada, evaporada cu concentrada antes de ser

adicionada como agente tamponante do meio reacional.
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