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RESUMO

JOSE, AH.M. Avaliacdo da hidrélise enzimatica do sabugo de milho apds pré-
tratamento em extrusora de dupla rosca para obtencdo de acUcares. 2018. 73 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, Sdo Paulo, 2018.

Os materiais lignocelulésicos, devido ao seu importante potencial de conversdo em acgucares
e biocombustiveis, estdo sendo extensivamente estudados, nas Ultimas trés décadas. O uso
de sabugo de milho como matéria-prima lignoceluldsica oferece possibilidades promissoras
para a producdo de energia renovavel. A lignocelulose normalmente consiste em celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose e a hemicelulose podem ser convertidas em aclcares
através de processos quimicos ou biologicos, e estes agucares (principalmente glicose, xilose
e arabinose) podem ser fermentados a produtos quimicos valiosos como o bioetanol. Na
conversdo de biomassa em biocombustiveis, o pré-tratamento é o primeiro passo para
desestruturar a lignocelulose, deixando-a mais acessivel para enzimas que convertem 0S
carboidratos em acgucares fermentesciveis. A tecnologia de extrusdo por dupla rosca €
comumente usada nas indUstrias de polimeros e alimentos, podendo ser um método de pré-
tratamento viavel, uma vez que possui capacidade de expor a biomassa a uma variedade de
condicBes de cisalnamento sob diferentes temperaturas em um processo de fluxo continuo,
com grande quantidade de solidos (40-60% em massa). Neste trabalho, foi avaliada a
hidrolise enzimatica do sabugo de milho pré-tratado em extrusora de dupla rosca para
obtencdo de agucares. O pré-tratamento por extrusdo, a 115-130°C e 14 rpm (velocidade da
dupla rosca), empregou uma relacdo sélido:liquido de 1:1, onde a fracdo liquida foi estudada
variando-se arelacdo dos aditivos agua e glicerol. O sabugo de milho extrudado, na melhor
relacdo agua e glicerol, foi hidrolisado pelo complexo enzimatico Cellic CTec2, associado
ou ndo ao Cellic HTec2, empregando-se carga de sdlidos de 10%. Nasequéncia, a dosagem
de enzimas e a carga de solidos foram otimizadas pela metodologia de superficie de resposta
(RSM), a fim de se obter elevados valores de conversdo de celulose em glicose (y1) e
produtividade em glicose (y2). A extrusdo do sabugo de milho foi favorecida com o uso de
agua e glicerol na relacdo 25:25 (% m/m). O glicerol presente no meio ndo causou inibicdo
na hidrolise enzimatica dispensando a etapa de lavagem dos sélidos. O complexo enzimético
comercial Cellic Ctec2 favoreceu a conversdo de celulose em glicose. Através da
metodologia de analise de superficie de resposta (RSM), foram estabelecidas a dosagem do
complexo enzimatico comercial Cellic Ctec2 (32 FPU/Qmaterial lignocelulssico seco) € @ carga de
solidos (17,8% m/m) para maximizar as conversdes de celulose em glicose (90,4% nVm) e
de hemicelulose em xilose e arabinose (44,0% mym) e produtividade em glicose (0,69 g/L.h).
O rendimento em agUcares totais (323 Kgde glicose e 148 Kg de xilose e arabinose) foi de
471 Kg para cada tonelada de sabugo de milho seco. Nesta condicdo, as constantes cinéticas
para a conversdo de celulose em glicose foram: Vmaxde 6,00 % (m/m)/h e Kn de 22,59
Qeelulose/Lsolugao. EStes resultados s@o promissores para obtencdo de um hidrolisado de sabugo
de milho com elevado teor de monossacarideos para uso em bioprocessos, de forma
sustentavel e com minimo impacto ambiental.

Palavras-chave: Extrusdo. Pré-tratamento. Sabugo de milho. Hidrélise enzimatica



ABSTRACT

JOSE, A.H.M. Evaluation of enzymatic hydrolysis of corn cob after pretreatment in a
twin-screw extruder to obtain sugars. 2018. 73 p. Dissertation (Master of Science) -
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena, Sao Paulo, 2018.

Lignocellulosic materials due to their significant conversion potential in sugars and biofuels
have been extensively studied in the last three decades. The use of corn cob as a
lignocellulosic feedstock offers promising possibilities for the production of renewable
energy. Lignocellulose usually consists of cellulose, hemicellulose and lignin. Cellulose and
hemicellulose can be converted into sugars by chemical or biological processes, and these
sugars (especially glucose, xylose and arabinose) can be fermented to valuable chemicals
such as bioethanol. In the conversion of biomass to biofuels, pretreatment is the first step in
de-structuring lignocellulose, making it more accessible to enzymes that convert
carbohydrates to fermentable sugars. Twin screw extrusion technology is commonly used in
the polymer and food industries, and it may be a viable pretreatment method due to its ability
to simultaneously expose biomass to a variety of shear conditions at different temperature in
aflow continuous process using large amount of material (40-60% of biomass). In this work,
the enzymatic hydrolysis of corn cob was evaluated after its pretreatment in a twin-screw
extruder to obtain sugars. Extrusion pretreatment, at 115-130°C and 14 rpm (double screw
velocity), employed a solid: liquid ratio of 1: 1, where the liquid fraction was studied by
varying the ratio of water and glycerol additives. Extruded corn cob, in the best water and
glycerol ratio, was hydrolyzed by the Cellic CTec2 enzymatic complex, associated or not to
Cellic HTec2, using 10% solids loading. In the sequence, the dosage of enzymes and the
solids loading were optimized by response surface methodology (RSM) to obtain high values
of cellulose conversion to glucose (y1), and glucose productivity (y2). The extrusion of corn
cob was favored by using water and glycerol in the ratio of 25:25 (% m/m). The glycerol
present in the medium did not cause inhibition in the enzymatic hydrolysis dispensing the
washing step of the solids. The commercial enzymatic complex Cellic Ctec2 favored the
conversion of cellulose to glucose. By the response surface methodology (RSM) were
established the dosage of the commercial enzymatic complex Cellic Ctec2 (32 FPUlg ary
lignocellulosic material) and solids loading (17.8% m/m) to maximize the conversions of cellulose
to glucose (90.4% wi/w) and of hemicellulose to xylose and arabinose (44.0% wi/w) and
glucose productivity (0.69 g/Lh). The yield of total sugars (323 kg of glucose and 148 kg of
xylose and arabinose) was 471 kg for each ton of dried corn cob. In this condition, the kinetic
constants for the conversion of cellulose to glucose were: Vmax of 6.00% (m/m)/h and Km
of 22.59 geellulose/Lsolution. These results are promising for obtaining a corn cob hydrolysate
with high content of monosaccharides to be used in bioprocesses, in a sustainable manner
and with minimal environmental impact.

Keywords: Extrusion. Pretreatment. Corn cob. Enzymatic hydrolysis
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1 INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos devido ao seu importante potencial de conversdo em
acucares e biocombustiveis estdo sendo extensivamente estudados nas Gltimas trés décadas
por estarem ligados ao atual conceito de biorrefinaria. Este conceito é definido por
(BIORREFINARIA).

A biorrefinaria é composta por facilidades e instalagbes produtivas
que geram e utilizam matéria prima de origem vegetal e renovavel,
operando de forma totalmente integrada, e que atraves de processos
fisico-quimicos, enzimaticos ou bioldgicos transformam estas
matérias em subprodutos que atendam as necessidades do consumo
moderno, de forma sustentavel e com o minimo de impacto
ambiental.

O custo para obtencdo de combustiveis a partir de materiais lignocelulosicos é
determinado por fatores baseados na sustentabilidade que envolvem a eficiéncia de
conversdo e aquantidade disponivel de biomassa (BOZELL, 2010). Além de outros residuos
agricolas, o uso de sabugo de miho como matéria-prima lignocelulésica oferece
possibilidades promissoras para a producdo de energia renovavel.

O sabugo de milho € um dos residuos provenientes do beneficiamento do milho e
corresponde a 22% da massa do grdo ou a 11% da massa da planta (CARVALHO, 1992).
Seu rendimento é de aproximadamente 18 kg (70% base Umida) ap6s o processamento de
100 kg de espigas de milho (ALVES, 2016). E um residuo em abundancia visto que o Brasil,
segundo o IBGE, teve uma safra recorde de 88,014 milhdes de toneladas de milho em 2017,
um aumento de 38,9% em relacdo a 2016 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
2017).

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de componentes estruturais (celulose,
hemicelulose, lignina, proteinas e cinzas) e componentes ndo estruturais. A lignina é uma
estrutura polimérica altamente aroméatica e ramificada que apresenta elevada massa
molecular e uma estrutura complexa (HAMES, 2009). A celulose é um polimero de estrutura
rigida com unidades repetidas de glicose, e é altamente estavel e resistente ao ataque quimico
(HAMES, 2009).

A hemicelulose € um polimero constituido por cadeias de aglcares mais curtas e
altamente ramificadas. Este polissacarideo pode conter agucares de cinco carbonos, tais
como Xilose e arabinose, assim como o0s agUcares de seis carbonos, como glicose, galactose
e manose (HAMES, 2009). Esse carater ramificado da hemicelulose faz com que ela seja

mais amorfa e mais facilmente hidrolisada em agucares fermentesciveis em comparagdo com
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a celulose.

Na conversdo de biomassa em biocombustiveis, o pré-tratamento € o primeiro passo
para desestruturar a lignocelulose deixando-a mais acessivel para enzimas que convertem 0s
carboidratos em acUcares fermentesciveis. A hidrdlise enzimatica e a fermentacdo podem
ser realizadas em separado (SHF), ou simultaneamente, utilizando sacarificacdo simultanea
a fermentacdo (SSF) (LIU etal., 2014).

O pré-tratamento  pode ser feito por processos fisicos, quimicos e biologicos e pela
combinacdo destes. O pré-tratamento busca o aproveitamento integral dos residuos
agroindustriais gerados na cadeia produtiva de um produto especifico, o que se enquadra no
novo conceito de biorrefinaria, conferindo valor agregado a estes processos (MARVIN et
al, 2011). A tecnologia de extrusdo por dupla rosca € comumente usada nas industrias de
polimero e alimentos e pode ser um método de pré-tratamento viavel.

De acordo com Lee et al. (2009), o processo de extrusdo apresenta vantagens com
relacdo a outros pré-tratamentos por proporcionar cisalhamento elevado, rapida transferéncia
de calor, mistura, temperatura moderada, tempo de residéncia curto e a facilidade de
alteracdo no processo. Estas variaveis podem ocorrer em um processo de fluxo continuo com
grande quantidade de material (40-60% em massa) e apresentam facilidades para ampliacéo
de escala. Além disso, no processo de extrusdo ndo se obtém fracdo liquida e assim ndo ha
problemas com descarte de efluentes e nem perda de solidos. A biomassa pré-tratada por
extrusdo nao requer etapas de lavagem e condicionamento conforme requerido em outros
métodos de pré-tratamento como &cidos diluidos e alcalinos.

Zheng et al. (2014) publicaram um artigo de revisdo sobre o pré-tratamento de
extrusdo de biomassa lignoceluldsica onde é observado o emprego da extrusdo associado
com pré-tratamentos quimicos (&cido, alcali e solventes) como preparacdo da biomassa para
a hidrélise enzimatica. A combinacdo do pré-tratamento com a hidrélise enzimatica da
celulose é um passo chave na derivacdo de aclcares fermentesciveis para subsequente
obtencdo de etanol ou de outros produtos de fermentacdo, por leveduras ou bactérias.

No entanto, para que a biomassa possa ser extrudada, é necessario o uso de aditivos
(glicerol, Tween 80, etilenoglicol, etc.) para facilitar seu transporte dentro da extrusora. O
glicerol é um aditivo interessante em termos de custo por ser um subproduto da producdo de
biodiesel e possui temperatura de ebulicdo de 290 °C. A extrusdo proporciona elevada forca de
cisalhamento no material, aumentando a sua superficie de contato e facilitando a agdo das
enzimas. A extrusdo preserva a hemicelulose e ndo séo produzidos inibidores potenciais de
fermentagdo tais como o furfural e o 5-hidroxi metil furfural (5-HMF), podendo ser
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utilizados diferentes tamanhos de particulas de biomassa na extrusora (LEE et al., 2009,
ZHENG et al., 2014).

Neste contexto, este trabalho avaliou o processo de hidrolise enzimatica do sabugo
de milho pré-tratado por extrusdo na obtencdo de agUcares. Foram utilizados dois complexos
enzimaticos provenientes da Novozymes A/S (Curitiba, PR), o Cellic CTec2 que é
combinacdo de celulases potentes, contendo alto nivel de B-glicosidades, e o Cellic HTec2,
que é combinacdo de endoxilanase com alta especificidade para solubilizar a hemicelulose
e que possui também celulases. O glicerol foi utilizado como aditivo no processo de
extrusdo. O pré-tratamento utilizou uma extrusora com dupla rosca posicionadas de forma
intercaladas e em movimento co-rotacional. O desenho darosca é um fator relevante na etapa
de cisalhamento do material, pois ocasiona aumento em sua darea superficial e
consequentemente facilita o processo de hidrdlise pelas enzimas (ZHANG et al., 2015;
ZHENG et.al., 2014).

Esperou-se com esse trabalho contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de
obtencdo de hidrolisado de sabugo de milho com elevado teor de monossacarideos para uso

em bioprocessos, de forma sustentdvel e com o minimo de impacto ambiental.
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2 OBJETIVOS

Geral:
e Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de obtencdo de um hidrolisado
rico em acUcares, empregando o pré-tratamento por extrusdo associado a hidrdlise

enzimatica de materiais lignoceluldsicos.

Especificos:
e Realizar o pré-tratamento do sabugo de milho pelo processo de extrusdo e avaliar a
influéncia dos aditivos agua e glicerol nas alteracbes quimicas e fisicas deste

material.

e Avaliar ainfluéncia do glicerol presente no sabugo de milho extrudado na etapa de
hidrélise enzimatica empregando os complexos enzimaticos Cellic CTec2 e Cellic
HTec2.

e Realizar, na condicdo otimizada, a metodologia de andlise de superficie de resposta
(RSM), a fim de maximizar os valores de conversdo de celulose em glicose e
produtividade em glicose durante a hidrdlise enzimatica do sabugo de milho
extrudado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Materiais lignocelulésicos e biorrefinaria

A producdo primaria mundial de lignocelul6sicos florestais, como madeira, residuos
agricolas, plantas aquéticas, gramineas e outros, é estimada entre 10 e 50 bilhbes de
toneladas anualmente, o que representa em torno de 50% da producdo total de biomassa
mundial, que sdo os materiais de origem de plantas terrestres (HAQ et al., 2016). Estes
materiais constituem reservas naturais renovaveis em grandes quantidades na natureza e
representam importante fonte de matérias-primas que podem ser utilizadas em processos
quimicos ou biotecnolégicos. A utilizacdo destes materiais lignocelulosicos pode atender a
demanda crescente de energia, produtos quimicos e alimentos (BISARIA; GHOSE, 1981),
uma vez que sdo Unicos em sua composicdo quimica bem como em suas propriedades
quimicas, fisicas e mecénicas (LAKS; HON; SHIRAISHI, 1991).

A composicdo quimica destes materiais é complexa, sendo constituida
principalmente de celulose (Figura 3.1), hemicelulose (Figura 3.1), lignina (Figura 3.2) e
compostos de baixa massa molar, como extrativos (POLETTO; JUNIOR; ZATTERA,
2014).

Figura 3.1 — Estruturas moleculares da celulose e hemicelulose presentes na parede

celular vegetal.
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Figura 3.2 — Esquema da estrutura molecular da lignina.
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As proporcdes e composicdo quimica de lignina e hemicelulose variam em madeiras
duras e moles, enquanto a celulose € um componente uniforme em todo tipo de madeira
(HAMES, 2009). Algumas fontes importantes de materiais lignoceluldsicos estéo listadas
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Composicao quimica de materiais lignocelulésicos (%).

Fonte lignocelulosica Celulose Hemicelulose Lignina
Madeira dura 40-45 24-40 18-25
Madeira Mole 45-50 25-35 25-35
Palha de arroz 32,1 24 18
Bagaco de cana 42 25 20
Residuos de banana 132 148 14
Sabugo de milho 45 35 15
Palha de milho 38 26 19
Concha de noz 25-30 25-30 30-40
Palha de trigo 29-35 26-32 16-21

Fonte: (ANWAR; GULFRAD; IRSHAD, 2014).



19

Outro conceito que surgiu na década de 80 é sobre a quimica verde, onde o
desenvolvimento da sociedade atual ndo deve comprometer a possibilidade de crescimento
e prosperidade das geracGes futuras (SHELDON, 2017). Portanto, € interessante haver um
equilbrio entre a economia, sociedade, e meio ambiente, obtendo assim um
desenvolvimento sustentavel. As biorrefinarias ndo apenas tém potencial para atingir tal

proposito, como ja vem sendo utilizadas em diversas empresas (SHELDON, 2017).
3.2 Sabugo de Milho

O sabugo de milho é a parte central da espiga de milho, onde estdo presos os graos
de milho. Estruturalmente, divide-se o sabugo de milho em quatro partes fundamentais:
palha fina, a regido externa do sabugo; palha grossa, camada que se segue a palha fina; anel
lenhoso, regido interna que constitui mais de 50% do sabugo; e medula regido interna do
anel lenhoso (FOLEY; VANDER HOVEN, 1981). A palha fina constitui aproximadamente
5% do sabugo de milho em massa; a palha grossa 33%; o anel lenhoso 60% e a medula, 2%
(Figura 3.3). Contudo estas proporcOes e as caracterisiticas fisicas de cada parte do sabugo
de milho podem variar de acordo com o cultivar (FOLEY; VANDER HOVEN, 1981).

Figura 3.3 — Estrutura do sabugo de milho: 1 —Palha fina, 2 — Palha grossa, 3 — Anel Lenhoso, 4
- Medula.

Fonte: (ANDERSONSCOB, 2015)

O sabugo de milho, um dos residuos provenientes do beneficiamento do milho,
corresponde a 22% do peso do gréo ou a 11% do peso da planta (CARVALHO, 1992). Seu
rendimento ¢ de aproximadamente 18 kg (70% base umida) apos o processamento de 100 kg

de espigas de milho (ALVES, 2016). E um residuo em abundancia visto que o Brasil,
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segundo o IBGE, deve colher uma safra recorde de 88,014 milhdes de toneladas de milho
em 2017, um aumento de 38,9% em relagdo a 2016 (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 2017).

Em sabugos de milho, as xilanas encontradas tem sido consideradas constituidas, em
geral, principalmente por é&cido 4-0-metil-d-glucurdnico, L-arabinose e D-xilose, na
proporgdo 2:7:19. Nessa mema fonte vegetal, as xilanas encontradas sdo heteropolimeros,
como por exemplo, glucuroarabinoxilana e arabinoxilana. Entretanto, a proporcdo dos
monossacarideos pode variar dependendo do método de extracdo, cultivar, fatores
ambientais, etc. (SILVA et al., 1998).

O Sabugo de milho conttm aproximadamente 391 g de celulose, 421 g de
hemicelulose, 91 g de lignina, 17 g de proteina e 12 g de cinzas por kg de matéria seca, que
podem servir como fonte de aclcares sollveis que, através de processos quimicos,
enzimaticos e fermentativos, podem ser convertidos em produtos de elevado valor agregado
como xilitol, etanol e outros (BARL et al., 1991). A maior parte € celulose, um polissacarideo
que pode ser convertido em glicose. As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e
hexoses, e correspondem de 10 a 40% da matéria seca dos materiais lignocelulosico
(RAMOS, 2000).

Apesar da grande quantidade gerada desse subproduto, sua utilizacdo ainda ndo se
mostra compativel com o seu potencial de uso (SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI,
2007). Alguns usos industriais do sabugo de milho sdo: producdo do composto quimico
furfural (FOLEY; VANDER HOVEN, 1981), oléos vegetais, formulacbes de massas de

bolos, pées ou pizzas, etc.
3.3 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Varios grupos de pesquisa tém direcionado seus esforcos para o desenvolvimento de
estratégias que visam o processamento da biomassa com maxima eficiéncia na utilizacdo do
material in natura, proporcionando com isso baixo impacto ambiental e maior rentabilidade
econbmica. Em consequéncia da sua natureza polissacaridica, os materiais lignocelulosicos
nao sao diretamente utilizados pelos microrganismos produtores das substancias de interesse
industrial, sendo necessario proceder a hidrolise dos seus componentes para gerar 0S
respectivos mondmeros (LUQUE et al., 2016).

O processo de fracionamento € uma solucdo interessante para este aproveitamento,
permitindo com isso a separagdo da lignina, celulose e hemicelulose, uma vez que cada

fracdo pode ser utilizada para obtencédo de diferentes produtos. O pré-tratamento de materiais
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lignocelulésicos é realizada por processos fisicos, quimicos, bioldgicos e pela combinagdo
destes. Diferentes métodos de pré-tratamento sdo propostos, como hidrélise acida (PESSOA
JR.; MANCILHA; SATO, 1997), extracdo através de solucbes alcalinas, hidrélise
enzimatica e explosdo a vapor (SILVA et al., 1998), extrusdo do material por roscas simples

ou duplas, entre outros.
3.3.1 Hidrolise &cida

O processo de hidrolise acida consiste em adicionar um &cido a uma determinada
concentracdo em uma solucdo contendo a biomassa, podendo utilizar temperaturas acima de
100°C e pressdes acima de 1 atm. Este processo pode utilizar diferentes concentracGes de
acido, fazendo com que o tipo de interacdo entre o &cido e a biomassa seja diferente. A
hidrélise utilizando acido concentrado pode ser realizada a temperatura e pressdo ambiente.
Com isso, é obtido um material com conversdo de até 90% dos polissacarideos em agucares
monoméricos e baixa formacdo de subprodutos, como furfural e hidroximetil furfural. Este
processo também atinge maiores rendimentos de glicose e xilose quando comparados ao
processo de hidrélise com &cido diluido. Porém, a utilizagdo de acido concentrado faz com
0s reatores estejam sujeitos a corrosdo, alem de apresentar maior consumo de acido do que
a utilizacdo do processo de hidrolise utilizando &cido diluido (WIJAYA et al., 2014).

A hidrdlise utilizando &cido diluido (baixa concentracdo de &cido) € realizada
utilizando altas temperaturas (entre 120 e 200°C). Esta hidrélise é realizada quando se faz
necessario remover a hemicelulose do material lignocelulésico, reduzindo o tamanho das
cadeias de hemicelulose até a producdo dos aglcares monoméricos presentes no
polissacarideo, como xilose, manose e outros compostos como o acido acético. O acido mais
utilizado é o acido sulfirico, uma vez que possui resultados interessantes e baixo custo
(AKANKSHA et al., 2014). O processo de pré-tratamento utilizando &cido diluido € um dos
processos mais Uutilizados para remocdo da hemicelulose de materiais lignoceluldsicos
(JOSE, 2014).

3.3.2 Hidrdlise alcalina

A hidrélise alcalina é utilizada com o objetivo de remover a lignina presente na
biomassa vegetal (MENG, 2014). Para isto, é utilizada uma base (o hidroxido de sédio é o
mais utilizado) em uma solucdo contendo a biomassa. Como na hidrélise &cida, séo

utilizadas temperaturas acima de 100 °C e sistema pressurizado (SINGH et al., 2015).
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Acontecem também reacgdes de peeling (remocdo da ponta redutora da celulose na
forma de glicose, formando outra ponta redutora na celulose) durante as hidrdlises alcalinas
do material lignocelul6sico, aumentando a perda no rendimento dos polissacarideos
presentes na biomassa, além de reduzir o grau de polimerizacdo destas longas cadeias de
carboidratos (TESTOVA et al., 2014).

3.3.3 Solvente organico

O processo de fracionamento por solventes (VOM STEIN et al, 2011), também
conhecido como organosolv, € um metodo de pré-tratamento em que a lignina da biomassa
lignoceluldsica é extraida por diferentes solventes organicos (etanol, metanol, metil-isobutil
cetona, etc.). Apés a extracdo, as celuloses estdo presentes em estado sélido e apresentam
alta digestibilidade enzimatica. A quantidade de lignina e hemicelulose contida no sélido
pode variar, uma vez que a hemicelulose que estava presente no solido € atingida no processo
em conjunto com a lignina. O solvente €, em seguida, recuperado e o licor restante € diluido
com agua para precipitar a lignina. A hemicelulose é recuperada a partir da solucdo aquosa.

De acordo com Zhao et al. (2009) as vantagens gerais deste processo referem-se a
facilidade de recuperacdo dos solventes organicos, a obtencdo da lignina e a obtencdo da

celulose na forma de um sélido e da hemicelulose na fase aquosa.
3.3.4 Explosdo a vapor

A exploséo a vapor, também chamada de auto-hidrolise, € um pré-tratamento fisico,
em que a biomassa € imersa em agua dentro de um reator com elevada temperatura e pressao.
Este pré-tratamento é um dos mais utilizados, pois ndo h& a necessidade de se utilizar
reagentes quimicos. As moléculas de agua penetram entre as cadeias dos polissacarideos
estruturais da biomassa, e entdo o meio é submetido a uma descompressdo, fazendo com que
as moléculas de agua presentes entre as cadeias dos carboidratos vaporizem rapidamente,
separando as fibras de celulose, hemicelulose e lignina da biomassa (SINGH et al., 2015).

Em elevadas temperaturas, acidos organicos presentes na hemicelulose sdo
hidrolisados pela propria agua, ficando expostos ao meio e reduzindo o seu pH. Com isso, €

realizada a auto-hidrolise dabiomassa sem adi¢do de acido inorganico (ZHENG etal., 2014).
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3.3.5 Extrusao

A extrusdo € um processo em que o material é carregado no inicio do equipamento,
e por uma rosca sem fim, é transportado para o final do equipamento, expondo este material
a forgas de cisalhamento em um processo continuo. Este material é exposto a temperaturas
que variam entre 40 e 200°C, podendo ser pressurizado (DUQUE et al., 2017; ZHANG et
al, 2015), e o material ao sair da extrusora, sofre uma reducdo de pressdo a pressao
atmosférica expandindo assim o material, processo semelhante ao processo de explosdo a
vapor.

A umidade de entrada do produto da extrusora, como também a temperatura do
interior da extrusora, sdo dois fatores importantes para a melhor obtencdo do produto
desejado, fazendo com que a otimizacdo destes fatores possa viabilizar a utilizacdo deste
processo (BAHCEGUL et al, 2013). Outros fatores importantes s&o: perfil da rosca,
velocidade de rotacdo e tempo de residéncia do material na extrusora, podendo até serem
relacionados entre si (DUQUE etal.,, 2017).

O perfil da rosca é importante, pois existem diferentes tipos de filetes que podem ser
empregados em uma mesma rosca, como também a distancia entre eles, e a angulagdo. A
Figura 3.4 mostra trés tipos de filetes: A) Filete de transporte, que tem como finalidade
transportar o material ao longo da rosca; B) Filete de amassar, que tem como finalidade de
reduzir o tamanho de particula do material, aumentando assim a desfibrilacdo da biomassa
lignocelulésica; C) Filete reverso, que tem como finalidade aumentar a pressao exercida
sobre o material através dacriacdo de uma forca reversa ao material, podendo ser combinado
com os outros tipos de filetes para aumentar sua eficiéncia (DUQUE; MANZANARES;
BALLESTEROS, 2017).

O processo de extrusdo possui diversas vantagens, como a possibilidade de utilizar
cargas solido-liquido superiores a outros pré-tratamentos, valores acima de 15% nesta
relacdo. Porém, é necessario otimizar a carga de material na entrada da extrusora, ou seja,
sua relacdo solido-liquido para facilitar o processo de mistura pelos elementos das roscas e
para que o cisalhamento e o fluxo massico ocorram de forma satisfatoria. No processo de
biomassa, caso o material de entrada possua carga superior de liquidos em relacdo a carga
de solidos havera maior fluidez dentro da extrusora o que pode influenciar nas forcas de
cisalhamento (DUQUE etal.,, 2017).
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Figura 3.4 — Diferentes perfis de rosca para extrusora; A) Filete de transporte; B) Filete de amassar;

C) Filete reverso.
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Fonte: (DUQUE et al., 2017)

dispersante, porém, no processo de extrusdo, a dgua em concentracdes altas pode atrapalhar
0 fluxo do material, como também apresentar picos de temperatura dentro da extrusora em
temperaturas acima de 100°C (DUQUE et al., 2017). Portanto, sdo utilizados agentes
quimicos, ou agentes especificos de gelatinizagdo, como o glicerol e o Tween 80
(SENTURK-OZER et al., 2011).

Outras vantagens do pré-tratamento de extrusdo sobre 0s outros citados sdo: a rapida
transferéncia de calor entre o material e o alto cisalhamento ao material lignocelulosico,
aumentando a acessibilidade das enzimas as fibras da biomassa. Este aumento de
acessibilidade se da atraves da desfibrilacdo e reducdo das fibras de celulose, do aumento da
area de superficie para atuacdo das enzimas, como também pela reducdo do indice de
cristalinidade e polimerizacdo da celulose (OLIVA etal., 2017).

Zheng e Rehmann (2014) publicaram um artigo de revisdo sobre o pré-tratamento de
extrusdo de biomassa lignoceluldsica, mostrando que aextrusdo pode ser associada a outros
pré-tratamentos como quimicos (&cido, alcali e solventes) visando a preparacdo da biomassa
vegetal para a hidrolise enzimatica. A extrusdo preserva a hemicelulose e ndo séo produzidos
inibidores potenciais de fermentacdo tais como o furfural e o 5-hidroxi metil furfural (5-
HMF), podendo ser utilizados diferentes tamanhos de particulas de biomassa na extrusora
(LEE etal.,, 2009, ZHENG et al., 2014).

A fim de quantificar a influéncia do processo de extrusdo no tamanho da particula,

cor e viscosidade, dentre outros parametros do substrato que esta sendo estudado (ZHANG
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et al., 2015), e utilizado o célculo da energia mecéanica especifica da extrusora (ou Specific

Mechanic Energy — SME) a partir da equagéo 1:

; L 2mEnxT
SME (kJ/ kgl= W (1)

Onde SME = energia mecanica especifica (kJ/kg), n = velocidade da rosca (mint),
T = torque do motor (N.m) e MFR é o0 fluxo de massa (g/min), ou fluxo de alimentacdo do

produto.
3.3.6 Subprodutos dos pré-tratamentos quimicos e fisicos de biomassa vegetal

Os sub-produtos dos pré-tratamentos quimicos e fisicos mais importantes sao
furanos, &cidos carboxilicos e compostos fendlicos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000). Furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) s&o os furanos mais importantes. Estes sao
formados pela decomposicdo de pentoses e hexoses, respectivamente (SJOSTROM, 1993).
As reagOes de formacdo de HMF a partir de glicose e furfural a partir de xilose estdo
demonstradas na Figura 3.5.

A decomposicdo de agucares corresponde a reagdes de primeira ordem, em que 0s
valores de meia vida dos acUcares sdo dependentes das concentracbes de acido e da
temperatura (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). A formagdo de diferentes tipos
de acidos carboxilicos tem sido mencionada na literatura durante o processo de hidrdlise. Os
4cidos levulinico e formico sdo geralmente produtos de degradacio de HMF (SJOSTROM,
1993). Entretanto, o &cido férmico pode também ser formado a partir de grupos metoxil da
hemicelulose. Os grupos metoxil podem também ser hidrolisados a metanol (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000). O 4cido acético € formado a partir da hidrélise de grupos acetil
da hemicelulose, como consequéncia da diacetilacdo de pentosanas acetiladas (LAWFORD;
ROUSSEAU, 1993).

A formacdo de compostos aromaticos e poliaromaticos, com uma variedade de
substituintes durante a hidrolise, tem sido reportada na literatura (OLSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1996). Estes compostos sdo mencionados como produtos de degradagdo de
lignina. Entre estes compostos, temos o fenol, a vanilina, o cido vanilico, o alcool vanilico,
0 &cido 4-hidroxibenzdico, o 4-hidroxibenzaldeido, o &cido cumérico, o seringaldeido, o
acido siringico, o cinamaldeido, o alcool dihidroconiferil, a hidroguinona, o catecol, a

acetoguaiacetona, o acido homovanilico e as cetonas de Hibbert’s. Na literatura também sao
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mencionadas outras substancias como formaldeido, maltol, 2-hidroximetilfurano,
dihidroxiacetona, gliceraldeido e metilglioxal (SJOSTROM, 1993).

Figura 3.5 — Produtos de degradacédo de materiais lignocelulésicos.
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3.3.7 Hidrolise enziméatica

A combinacdo de outros pré-tratamentos com a hidrolise enzimética da celulose é
um passo chave na derivacdo de agucares fermentesciveis para subsequente obtencdo de
etanol ou de outros produtos de fermentacdo, por leveduras ou bactérias. Neste caso, a
hidrolise enzimatica da celulose ocorre sob condigdes brandas de pressdo, temperatura e pH.
Sua alta especificidade elimina a chance de ocorréncia de furfural, que pode dificultar os
processos subsequentes a hidrolise enzimatica como a fermentacdo (HU et al., 2014).

A hidrolise enzimatica, por sua vez, é um dos passos mais dispendiosos na producdo
de bioetanol, principalmente devido ao preco de celulases e a quantidade de doses dessas
enzimas necessarias. A reducdo da carga de enzimas €, portanto, muito desejavel. Neste
sentido, tem-se o complexo enzimatico Cellic CTec2 desenvolvido pela Novozymes AJ/S
especialmente para a sacarificacdo de biomassa lignocelulésica que, em comparacdo com
outros complexos enzimaticos, apresenta menor custo, pode ser utilizado em menor
dosagem, e maior estabilidade frente aos inibidores sema necessidade de seu enriguecime nto

com B-glucosidase, como no caso da Celluclast 1.5 L FG, considerado um complexo
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enzimatico padrdo na area de lignocelulosicos. Tem-se também o complexo enzimatico
Cellic HTec2 (Novozymes AJS) que é combinacdo de endoxilanase com alta especificidade
para solubilizar a hemicelulose, que possui também celulases.

O complexo enzimatico utilizado na hidrolise da celulose é denominado “enzimas
celulésicas”, as quais se dividem em trés grupos de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celulésico: a) Endoglucanases, que clivam ligacdes internas da fibra celulésica;
b) Exoglucanases, que atuam na regido externa da celulose; e c) R-glicosidases, que
hidrolisam oligossacarideos sollveis a glicose (KESHK, 2016; MENG; RAGAUSKAS,

2014). A atuacdo destas enzimas encontra-se na Figura 3.6.

Figura 3.6 — Diferentes tipos de celulases em reagdo com o substrato celulose.
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Fonte: (CASTRO; PEREIRA JR, 2010)

Hidrdlise de celulose requer agdes de sinergismo de varias celulases em sistema de
reacdo heterogénea, e esse fato determina que o mecanismo dessa reacdo seja altamente
complexo. Sinergismo, geralmente, € definido como oaumento da atividade de uma mistura
de enzimas comparada com a soma das atividades das enzimas individuais (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010).

Hemiceluloses (xilanas e glucomananas) estdo intimamente associadas com feixes
de celulose (BERLIN et al., 2005) e assim a hidrolise simultanea de celulose e hemiceluloses
parece essencial para a solubilizagdo eficiente da celulose (GUBITZ et al, 1998). No
entanto, a celulose é composta por partes cristalinas e amorfas. A parte amorfa é mais
suscetivel & hidrolise enzimatica, devido a sua maior &rea superficial, do que a forma
ordenada ou cristalina. A celulose cristalina, por apresentar uma regido bastante organizada,

possui grandes quantidades de ligagcbes de hidrogénio, o que dificulta o processo de hidrolise.
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Cada tipo de celulase ataca preferencialmente uma regido especifica da celulose (KESHK,
2016; MENG; RAGAUSKAS, 2014).

A fim de intensificar aatividade dasenzimas sobre o material lignoceluldsico, podem
ser utilizados surfactantes no meio, como o Tween 80, &cido sulfénico dodecilbenzeno,
polietileno glicol 4000 (PEG 4000) (SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015). Estes surfactantes
tem como fungdo se ligar irreversivelmente a lignina presente a biomassa, dificultando a
adsorcdo das celulases e hemicelulases as moléculas de lignina, reduzindo a perda na
eficiéncia destas enzimas ao aumentar a disponibilidade destas enzimas no meio (MORI,
2015).

Outra maneira de se utilizar estas enzimas ¢é emsua forma imobilizada, o que aumenta
a estabilidade, atividade e seletividade destas enzimas. As enzimas sdo imobilizadas no
suporte através de ligacbes covalentes do suporte com a enzima. Este suporte pode ser feito
por nanoparticulas magnéticas, faceis de serem recuperadas do meio. Através da
imobilizacdo, estas enzimas aumentam sua durabilidade, uma vez que estdo rigidas
imobilizadas ao suporte, além de serem mais facilmente recuperadas para reutilizagdo (JIA
et al, 2017). As enzimas utilizadas nos processos de degradacdo da celulose séo
imobilizadas todas juntas, uma vez gue estas enzimas apresentam efeitos sinérgicos. Porém,
ao imobiliza-las, o procedimento ndo pode danificar nenhuma das enzimas, pois poderia
reduzir o rendimento drasticamente (KESHK, 2016).

3.4 Uso de acucares provenientes de hidrolisados de biomassa: Producédo de etanol

O bioetanol pode ser misturado na gasolina ou como Unico combustivel em motores
de combustdo interna com ignicdo por centelha (Ciclo Otto) presentes em veiculos flex (em
inglés flexible-fuel vehicle — FFV) ou veiculo de combustivel duplo (em inglés dual-fuel
vehicle) (THALYTA, 2011). O etanol tem maior calor de vaporizago e nimero de octanos
do que a gasolina. Além disso, o etanol na gasolina pode atuar como um combustivel
oxigenado aumentando o0 seu conteldo de oxigénio e favorecendo a oxidacdo dos
hidrocarbonetos e diminuicdo dos gases de efeito estufa (HILL etal., 2006). O Brasil com a
publicacdo da Lei n° 13.033, em 25 de setembro de 2014 condicionou 0 aumento da mistura
de 27% de etanol anidro na gasolina C mediante comprovacdo de sua viabilidade e hoje essa
proporcdo ¢ uma realidade com exce¢do na gasolina Premium que continua com 25% de
etanol anidro (THALYTA, 2011).

Atualmente, o etanol utilizado nos automdveis € produzido no Brasil principalmente

via fermentacdo da sacarose presente no caldo da cana-de-aglcar com a levedura
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Saccharomyces cerevisiae. Porém, toda biomassa € um material lignocelulésico com um
potencial para a producdo de etanol (Figura 3.7), uma vez que possui polimeros de glicose e
polimeros de xilose. Portanto, basta o fracionamento destas macromoléculas para se liberar
0s aglicares monoméricos para a agdo dos microrganismos fermentadores (SINGH; BAJAR;
BISHNOI, 2014).

Figura 3.7 — Via metabolica simplificada da produgdo de etanol a partir da biomassa.
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Fonte: Adaptado de (WEI etal., 2015)

Como a biomassa pre-tratada possui em seu meio tanto agucares de cinco carbonos
(pentoses), quanto aglcares de seis carbonos (hexoses), se faz necessaria a utilizagdo de um
microrganismo que metabolize tanto as hexoses, quanto as pentoses para maximizar a
producdo de etanol. Apesar da Saccharomyces cerevisiae apresentar o melhor rendimento
de conversdo de hexoses em etanol, esta ndo metaboliza as pentoses para producéo de etanol
caso esta levedura ndo possuir alteracdes em seu cddigo genético (CAI et al, 2016).
Scheffersomyces stipitis € uma levedura que possui rotas metabdlicas tanto para as hexoses,
quanto para as pentoses, produzindo etanol (SU; WILLIS; JEFFRIES, 2015).



30

A hidrolise enzimatica e a fermentacdo podem ser realizadas em separado (SHF), ou
simultaneamente, utilizando sacarificacdo simultdnea afermentacdo (SSF). Durante aUltima
década, o SSF tornou-se o processo preferido, uma vez que a inibicdo do produto final das
enzimas pode ser evitada com da realizacdo de fermentagdo concomitantemente com a
hidrolise enzimatica. Em SSF também se observa a reducdo no custo de investimento da
instalacdo, por requerer um numero menor de tanques. No entanto, uma desvantagem do
processo SSF é que a temperatura do processo deve ser definida em funcdo das temperaturas
6timas de hidrolise enzimatica e fermentacdo, enquanto que no processo SHF estas podem

ser otimizadas independentemente (LIU et al., 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

O processo de extrusdo foi realizado no Centro de Quimica e Meio Ambiente do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) e o restante do trabalho no
Laboratério de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBio) do Departamento de
Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de Lorena- EEL-USP.

4.1 Pré-tratamento por extrusdo do sabugo de milho
4.1.1 Preparo da matéria prima

O sabugo de milho, triturado, seco e ensacado (20 kg), proveniente da RASUL -
Industria e Comércio de Ragdes Ltda — PR, foi armazenado a temperatura ambiente até a
realizacdo dos ensaios de extrusdo. Este material, antes da etapa de extrusdo, passou pelo
processo de moagem em moinho de facas e peneiragdo a 250 mesh. Antes de sua utilizagdo
este material moido e peneirado foi submetido a padronizacdo em sistema vibratorio de
peneiras, nas aberturas menores que 710 pm. O material retido, ou seja, com didmetros
maiores que 710 pm foi extrudado.

4.1.2 Caracteristicas da rosca e condicbes operacionais do processo de extrusao

O processo de extrusdao foi realizado em uma extrusora (American Maplan
Corporation-AMC) (Figura 4.1) de dupla rosca que estavam posicionadas de forma
intercalada e com movimento co-rotacional.

A Figura 4.2 mostra a configuracdo das roscas. Na zona de alimentacdo (transporte)
tém-se 11 filetes de espessuras finas e com mesma angulacdo. Nesta regido, o aquecimento
foi menor. A altura destes filetes é maior do que das outras regides, fazendo com que o
material seja transportado para a proxima regido.

Na zona de compressdo (Figura 4.2), a biomassa sofre maior forca de cisalhamento
dependendo da configuragdo desta regido. Neste modelo de rosca, tem-se 6 filetes com
espessuras intermediarias aos filetes da zona de alimentacdo e controle de vazdo. Na zona
de compressédo, a angulacdo dos filetes variou de 3 em 3 filetes, ou seja, logo apds a zona de
alimentacdo, aumenta-se a distancia entre os filetes, mantendo-se a mesma angulacdo. Os
outros 3filetes tém alteragdo de angulacdo que simulam um elemento reverso empurrando a
biomassa para o sentido contrario ao transporte, com isso, o material € submetido a intensas

forcas de cisalhamento.
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Figura 4.1 — Extrusora de dupla rosca (American Maplan Corporation-AMC) utilizada no pré-
tratamento do sabugo de milho.

Fonte: Propria do autor.

Desta forma, a biomassa permanece mais tempo nesta zona sofrendo maiores efeitos
de cisalhamento. A zona de controle de vazdo (Figura 4.2), que é responsavel pela
finalizacdo da homogeneizacdo e pelo fluxo uniforme do material, possui 7 filetes. O
didmetro do cilindro na zona de alimentacdo € constante, e nas zonas de compressdo e
controle de vazdo é varidvel com diminuicdo do seu didmetro ao longo do eixo no sentido
zona de compressdo para zona de controle de vazdo. Este fato proporciona distancias maiores
ou menores da borda do filete a parte interna do cilindro e cria regides de maior ou menor
impacto e homogeneizacdo do material.

Na zona de compressdo tem-se variagdo do diametro do cilindro, variacbes nos
angulos dos filetes, simulando elementos reversos, e por ser uma zona mais curta
(Figura 4.2) que as outras proporciona maior forga de cisalhamento e maior mistura. Durante
a extrusdo, o fluxo de material entre a primeira e as etapas posteriores deve ser balanceado
para que o produto extrudado fique uniforme e para isso as zonas devem ser suficientemente
alimentadas. O processo de alimentacdo foi controlado manualmente para prevenir

entupimentos e excesso de torque.
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Figura 4.2 — Dupla rosca utilizada no processo de extrusdo com a esquematizacdo das zonas de
alimentacéo, compressao e controle de vazao.
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Fonte: Propria do autor.

Com relacdo ao controle operacional, as varidveis importantes que interferem neste
processo sdo arelacdo de compressdo da rosca, que € a relagdo entre a profundidade da zona
de alimentacdo e a profundidade da zona de mistura, a velocidade da rosca e a temperatura
do cilindro. As temperaturas foram mantidas na faixa de 115 & 120°C na zona de
alimentacdo, eentre 125 a 130 °C nas zonas de compressao e controle de vazdo, a velocidade
da rosca foi mantida a 14 rpm.

A compressao afeta positivamente o desenvolvimento das forcas de cisalhamento e
0 fluxo de material dentro do cilindro da extrusora. A temperatura do cilindro auxilia, no
caso do processamento de biomassa, 0 amaciamento afetando seu padrédo de fluxo e o tempo
de residéncia. A velocidade da rosca é responsavel pelo desenvolvimento do cisalhamento

do material e pelo tempo médio de residéncia.
4.1.3 Avaliacdo de aditivos no processo de extrusdo: agua e glicerol

O processo de extrusdo foi conduzido com os aditivos agua e glicerol da seguinte
maneira:
a) Extrusdo do sabugo de milho in natura (SM) sem adicdo de aditivos;
b) Extrusdo do sabugo de milho embebido em glicerol na proporcéo 50% (nvm);
c) Extrusdo de sabugo de milho embebido em diferentes concentragcbes dos aditivos
agua e glicerol. O sabugo de milho foi embebido em uma solu¢do aquosa contendo

diferentes concentragcdes de glicerol (0%, 10% e 50% m/m), empregando uma



34

relacdo solido:liquido de 1:1 (1 grama de sabugo de milho em massa seca para 1
grama da solucdo de glicerol em &gua). Desta forma, no processamento do sabugo
de milho a relacdo (% nvm) dos aditivos agua:glicerol no produto final foram de
50:0; 455 e 25:25 denominadas SME-0%, SME-5% e SME-25%, respectivamente.

4.2 Avaliacdo do glicerol presente no sabugo de milho extrudado na etapa de hidrdlise

enzimatica empregando os complexos enzimaticos: Cellic CTec2 e Cellic HTec2
4.2.1 Complexos enzimaticos

Foram empregados na hidrolise enzimatica os seguintes complexos enzimaticos
comerciais doados pela Novozymes A/S (Curitiba, PR):
a) Cellic CTec2: combinacdo de celulases potentes, contendo alto nivel de
B-glicosidades, com estabilidade operacional nas faixas de temperatura de 45 a
50°CepHde5,0a5,5;

b) Cellic HTec2: combinagdo de endoxilanase com alta especificidade para

solubilizar a hemicelulose, possuindo também celulase.
4.2.2 Lavagem dos sélidos

A hidrolise enzimatica foi realizada para os seguintes solidos: sabugo de milho
contendo a relacdo de aditivos (&gua:glicerol, 1:1) otimizada no (item 4.1.3) antes e apos a
etapa de extrusdo. Esses sélidos também passaram pela etapa de hidrélise enzimatica apos
lavagens. O processo de lavagem foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
5 g de sabugo de milho e 50 mL de agua destilada, sob agitacdo manual intermitente por
5 minutos. A seguir o meio foi deixado em repouso por 5 minutos. A seguir 0 sobrenadante
foi descartado e os sélidos reservados para a etapa de hidrélise enzimatica. A lavagem foi

realizada em 3 ciclos consecutivos para cada amostra.
4.2.3 Hidrolise enzimatica

Os experimentos de hidrolise enzimatica destes sélidos (lavados e ndo lavados)
foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL nas seguintes condi¢Ges: tampé&o citrato
de sédio 50 mmol.L'1, pH 4,8, sob agitacdo de 200 rpm em incubadora de movimento
rotatorio a 50 °C e relacdo sélido:liquido 1:10 (m/v) com volume total de liquido de 50 mL.
Foi adicionado o surfactante Tween 80 em uma carga de 9,8% m de Tween 80/m de material

lignocelulésico seco. A carga enzimética foi de 25,25 FPU/g de material lignocelullsico
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seco (KLEINGESINDS, 2017) composta por 90% do complexo enzimatico Cellic® CTec2
e 10 % do complexo enzimatico Cellic HTec2. Essas porcentagens foram de acordo com
recomendacdes da Novozymes (fabricante dos complexos) e correspondem a uma
substituicio de grau médio. Também foram realizados ensaios contendo somente
Cellic CTec2 (25,25 FPU/gQ material lignocelulssico seco).

Apds a adicdo do complexo enzimético adicionou-se ao meio reacional azida de
sodio (0,3 % m/v), para inibir contaminacdo microbiana. De cada ensaio foi coletada uma
amostra para analise dos aglicares monoméricos iniciais no meio. Apds 96 h, o hidrolisado
enzimitico foi autoclavado a 111°C por 5 minutos para inativacdo das enzimas e
centrifugado a 2000 x g por 20 min. O sobrenadante foi coletado e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foram realizados dois ensaios de controle,
em um deles ndo havia a presenca de enzimas para detectar possivel liberacdo de agucares
presentes em cada amostra de sabugo e no outro ndo havia a presenca de sabugo para
verificar a presenca de acUcares liberados no meio pelo complexo enzimatico.

A conversdo enzimatica da celulose foi calculada pela equacéo 2:

m, .xf +m_. . xf
77 — glicose hc celobiose hch X].OO (2)
Miniciar X Yic
Em que: n = conversdo enzimética da celulose (%);

Mglicose: Massa de glicose presente no hidrolisado (g);

Minicial: Massa seca de material lignocelulésico, antes da etapa de hidrolise;
yic = teor de celulose no material lignoceluldsico;

fhe: fator de hidrolise da celulose (correspondente a 0,9);

fhen: fator de hidrolise da celobiose (correspondente a 0,95).

A conversdo enzimatica da hemicelulose foi calculada pela equacédo 3:

77 — (mxilose + marabinose) X fhh XlOO (3)
Mipicia X Yin
Em que: n = conversdo enzimatica da hemicelulose (%);

Mkilose: Massa de xilose presente no hidrolisado (g);

Marabinose: Massa de arabinose presente no hidrolisado (g);
Minicial: Massa seca de material lignocelulésico, antes da etapa de
hidrolise;

yih = teor de hemicelulose no material lignocelulosico;

fhn: fator de hidrolise da hemicelulose (correspondente a 0,88).
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4.3 Metodologia de analise de superficie de resposta (RSM)

As melhores condicOes obtidas para o processo de extrusdo (item 4.1) e complexo
enzimatico (item 4.2) foram utilizadas na metodologia de analise de superficie de resposta
(RSM). A conducdo da hidrdlise enzimética foi realizada como descrita no item 4.2.3, com
variacdo da dosagem de enzimas e carga de solidos (Tabela 4.1). Paraisto, foram conduzidos
ensaios de acordo com planejamento experimental 22 completo com face centrada e 4
repeticbes no ponto central. Os fatores estudados, variaveis independentes, foram dosagem
de enzimas (E, x1) e carga de sélidos (SME, x2) e as respostas, variaveis dependentes, foram
a conversdo de celulose em glicose (y1) e produtividade em glicose (yz). Os fatores e niveis
avaliados estdo apresentados na Tabela 4.1. Na Tabela 4.2 tem-se matriz estatistica com 0s
niveis codificados e naturais de um plangjamento fatorial 22 com face centrada e 4 repeticdes
no ponto central,

A andlise estatistica dos dados foi feita através do programa Statgraphics, versao 6.0.
Os resultados desta primeira etapa do trabalho foram expressos em tabelas de andlise de
varidncia com colunas de causa de variagdo (CV), graus de liberdade (GL), soma de
quadrados (SQ), quadrado médio (QM), teste F e nivel de significincia (p). As superficies
de respostas foram feitas através do programa Statistica, versdo 6.0. A etapa de otimizacéo
para maximizar as variaveis respostas (conversao de celulose em glicose e produtividade em

glicose) foram através do programa Minitab versdo 17.

Tabela 4.1 — Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 completo para relacionar a
dosagem de enzimas e carga de sélidos.

Fatores Niveis

-1 0 +1
Dosagem de enzimas (E) (FPU/Q material lignocelulesico sew) 11 21 31
Carga de sélidos (SME) (%m/m) 75 14 205

Fonte: Propria do autor.
Os niveis dos fatores foram codificados de acordo com a equacdo 4.

o Ve =Y Ve /2

‘VR Ve, )/2 @)

Em que: X é o valor codificado da variavel
VR € 0 valor real da variavel;
> VRr/2 é amédia dos valores reais da variavel.
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Tabela 4.2 — Matriz estatistica apresentando os niveis codificados e naturais de um planejamento
fatorial 22 com face centrada e 4 repeticdes no ponto central para relacionar a dosagem de enzimas e
carga de solidos.

E* SME*

Ensaios (FPU/g) (Yom/m)
X1 X» X1 X2
5 1 11 75 -1 -1
‘g‘“;; 2 31 75 +1 -1
S5 3 1 20,5 -1 +1
x W 4 31 20,5 +1 +1
g2 o 5 11 14 -1 0
888¢E 6 31 14 +1 0
E2L 5 7 21 7,5 0 1
Sv © 8 21 20,5 0 +1
- *PC1 21 14 0 0
g g *PC2 21 14 0 0
oo *PC3 21 14 0 0
o *PC4 21 14 0 0

*E = Dosagem de enzimas utilizada na hidrdlise enzimatica em FPU/g de matéria seca

*SME = Relagdo em massa seca de sabugo de milho por massa de solucdo da hidrolise enzimatica
*PC1, PC2, PC3, PC4 = Pontos centrais (repeticdes)
Fonte: Propria do autor.

4.4 Métodos analiticos e determinacdo dos parametros cinéticos da hidrélise enzimatica
4.4.1 Anélise composicional do sabugo de milho in naturae apds pré-tratamento

Os residuos sdlidos, sabugo de milho pré-tratado por extrusdo, bem como o sabugo
in natura foram analisados quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina solivel e
lignina insolivel com base na metodologia utilizada no laborat6rio norte-americano NREL,
2009 (National Renewable Energy Laboratory) (SLUITER et al., 2008).

A realizacdo daanalise composicional do sabugo de milho foi emtriplicada para cada
amostra.

4.4.2 Determinagdo do teor de umidade do sabugo de milho

O teor de umidade do sabugo in natura e apds extrusdo foram determinados em
balanca semi-analitica MARTE 1D50 equipada com secador de infravermelho, a 105 °C.

Para esta determinacdo foi utilizado aproximadamente 1,0 g de sabugo Umido.
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4.4.3 Preparacdo das amostras para determinacdo do teor de glicerol no sabugo de milho
extrudado

Para o preparo das amostras para determinacdo do teor de glicerol (% m/m) no
sabugo de milho extrudado pesou-se aproximadamente 0,20 g do material em um tubo tipo
Falcon de 15 mL, adicionou-se agua até 5 g. O tubo foi agitado manualmente em intervalos
de 5 minutos durante 1 hora. O material foi centrifugado (2000 x g por 20 min) € O
sobrenadante foi diluido para quantificacdo de glicerol por HPLC. Este mesmo
procedimento foi realizado para o material in natura sem adicdo do glicerol e para material

in natura apods a adicdo do glicerol. As amostras foram preparadas em triplicatas.
4.4.4 Determinagdo da concentragdo de acUcares, acetato e glicerol

As concentracdes dos acucares glicose, xilose, arabinose, bem como de glicerol e
acido acético foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
empregando-se as seguintes condi¢Ges: coluna Bio Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm);
temperatura da coluna, 45 °C;temperatura do detector, 35 °C; detector de indice de refracdo
Waters 410; eluente, solugdo de H2SO4 0,005M, fluxo de 0,6 mL/min.; volume da amostra
injetada, 20 pL.

As amostras, ap6s devidamente diluidas, foram filtradas em filtro Sep Pak C18
(Millipore) e o eluente, antes do uso, foi filtrado a vacuo em membrana de éster de celulose,
0,45 um de poro, 47 mm de didmetro (Millipore) e simultaneamente foi degaseificado em

banho de ultra-som (Thornton) por 25 minutos (RODRIGUES, 2005).
4.4.7 Determinacdo da concentracdo de 5-hidroximetilfurfural

As concentracdes de 5-hidroximetilfurfural (HMF) nos hidrolisados enziméticos de
sabugo de milho foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
de acordo com Rodrigues (2005), empregando-se as seguintes condi¢des: coluna Waters
Resolvet™ 5 u Spherical C18 (3,9 x 300 mm); temperatura da coluna, 25 °C; detector de
ultravioleta Waters 2487 no comprimento de onda de 276 nm; eluente, solucdo de
acetonitrila/agua (1:8) com 1% de &cido acético; volume da amostra injetada, 20 uL.

As amostras foram devidamente diluidas e filtradas em filtros Swennex com
membrana HA de éster de celulose, 0,45 um de poro e 13 mm de didmetro (Millipore). Na
composicdo do eluente, a 4gua deionizada foi filtrada a vicuo empregando-se membrana HA

em éster de celulose, 0,45 um de poro, 0,47 mm de diametro (Millipore) e os outros
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componentes como &cido acético e acetronitrila foram, nas proporcbes adequadas,
adicionados aagua devidamente filtrada. Em seguida, o eluente foi desgaseificado em banho
de ultra-som (Thornton) por 15 minutos e deixado antes de ser utilizado, em repouso por
10 minutos (RODRIGUES, 2005).

4.4.8 Determinacdo do pH no hidrolisado enzimatico

O pH das amostras dos hidrolisados enzimaticos de sabugo de milho obtidas sob
diferentes condicbes experimentais foram determinadas em pH/condutivimetro marca
Mettler Toledo modelo SevenGO Duo-SG23.

4.4.9 Anélise de microscopia eletrbnica de varredura — MEV

O sabugo de milho in natura adicionado de glicerol e o sabugo apds pré-tratamento
de extrusdo foram analisados por MEV de acordo com RODRIGUES 2005. Os sabugos de
milho in natura com glicerol e sabugo de milho extrudado foram fixados sobre um porta-
amostra com o auxilio de uma fita condutora dupla-face de carbono. Para aterramento, foi
depositada uma fina camada de ouro sobre as amostras, para aumentar a condutividade do
material, e entdo estas foram submetidas a analise em Microscopio Eletronico de Varredura
modelo LEO1450VP disponivel no Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de
Engenharia de Lorena. Foram realizadas andlises em diferentes ampliaces: 100 vezes,
500 vezes, 1000 vezes, 5000 vezes e 15000 vezes.

4.4.10 Andlise cristalografica por difratometria de raios X

Com o propésito de avalar a alteracdo da cristalinidade dos materiais
lignoceluldsicos ap0ds as etapas de pré-tratamento, os sabugos de milho foram preparados
para analise de difratometria de raios X, utilizando um difratbmetro da marca Panalytical,
modelo Empyrean, com radiagdo de cobre Ka, filtro de Ni, angulo inicial de 10 °, angulo
final de 90 °, passo angular de 0,02 °, tempo de exposicdo por passo de 80 s, e fenda de um
quarto de grau.

De acordo com Mori (2015), a cristalinidade da biomassa pode ser relacionada com
amostras de Avicel (100% de celulose), que apresenta 83% de cristalinidade (RAMOS,
2005). Assim, com a quantificacdo da fracdo celulésica do sabugo de milho, tem-se 39,46 %

de cristalinidade do sabugo em relacdo a Avicel (equacdo 5).
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A cristalinidade relativa esperada das amostras foi calculada de acordo com
(RAMOS, 2005).

O indice de cristalinidade dos materiais lignocelulésicos foi calculado pela
equacao 5, segundo Cao e Tan (2002):

I, =021 x 100 (5)

002
Em que:

lc: Indice de cristalinidade medida (%);
loo2: Intensidade do pico devido aos planos cristalinos (002), com 26 = 22,4 °;
l101: Intensidade do pico devido aos planos cristalinos (101), com 26 =16,4 °.

Utilizando-se os dados obtidos da composi¢do quimica da celulose em cada etapa do
processamento, pode-se determinar a cristalinidade esperada. A diferenca entre a
cristalinidade esperada e a cristalinidade obtida experimentalmente fornece o valor de
diminuicdo da cristalinidade da celulose conforme indicado nas equagbes 6 e 7 (MORI,
2015):

CQcelulose #39,46
Ice = —=2 - (6)
CQcelulose in natura
Dc =Ice — Ic (7

Em que:

Ice: indice de cristalinidade esperada;

CQcelulose: cOmposicdo quimica da celulose das amostras de sabugo;
CQcelulose in natura: Composicdo quimica da celulose do sabugo in natura;
Dc: Diminuicdo da cristalinidade;

Ic medida: Indice de cristalinidade obtido experimentalmente.

4.4.11 Determinacdo das constantes cinéticas das reacdes de hidrolise enzimatica: condi¢cdo
otimizada pela metodologia de analise de resposta

A determinagdo das constantes cinéticas (Km e Vmax) das reagfes de hidrolise
enzimatica foi realizada na condi¢cdo otimizada pela metodologia de andlise de resposta
(item 4.3).

Durante a reacdo enzimatica foram coletas amostras em periodos regulares até 96 h.
A cinética da maioria das reagdes catalisadas por enzimas segue o0 modelo Michaelis-Menten

(equacéo 8).
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As constantes cinéticas (Km e Vmax) foram determinadas usando-se o método grafico
de Lineweaver Burk (SHULER; KARGI, 2002), plotando-se 1/S versus 1/Vo. A velocidade
méxima (Vmax) foi obtida na regido linear da curva de conversdo de celulose em glicose
versus tempo de reagao.

Para o calculo da constante de Michaelis (Km), foi utilizada a equagdo de Michaelis-

Menten (equacdo 8).

o=="11 ®
Km+[S]
Em que:

Vo = Velocidade em determinado tempo (%nmv/m.h?);

Vmax = Velocidade maxima do processo de hidrélise enzimatica (%m/m.h-t);
[S] = Concentracdo do carboidrato em determinado tempo (%nvm);

Km = Constante de Michaelis-Menten;
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  Pré-tratamento por extrusdo: influéncia dos aditivos agua e glicerol nas alteracfes

quimicas e fisicas do sabugo de milho

A tentativa de utilizar sabugo de milho seco in natura (Figura 5.1a) ocasionou
entupimentos no equipamento em vazbes de alimentacdo mais elevadas e ao reduzir esta
vazdo ndo se obteve um material homogéneo, provavelmente devido ao baixo preenchimento
do material na zona de compressdo da extrusora e consequentemente baixa forca de
cisalhamento. Além de ocasionar queima do material devido a associacdo entre maior tempo
de resisténcia e entupimentos.

Também testou-se o uso de 50% (m/m) de glicerol sem a presenca de agua. Neste
caso, teve-se dificuldade para realizar a alimentacdo. O material ficava retido na zona de
alimentacdo provavelmente pela diminuicdo da forca de atrito nesta regido. O material
extrudado apresentava-se quase intacto, indicando que provavelmente essa concentracdo de
glicerol (50% m/m) possa ter contribuido para reducdo dos efeitos de cisalhamento dentro
da extrusora.

Apos estes testes preliminares, observou-se que o sabugo de milho seco ou até com
50% (mVm) de glicerol foi processado ineficientemente por extrusdo. Assim, o sabugo de
milho moido (Figura 5.1a) foi imerso em uma solugdo aquosa contendo diferentes
concentracdes de glicerol (0 %, 10 % e 50 % nm/m), empregando-se uma relagéo
solido:liquido de 1:1. Assim, no processamento do sabugo de milho a relacdo (% m/m) dos
aditivos &gua:glicerol foram de 50:0; 455 e 25:25 denominadas SME-0 %, SME-5 % e
SME-25 %.

Na Figura 5.1 tem-se o sabugo de milho in natura (a), sabugo de milho extrudado

com aditivo glicerol 25 % (m/m) (b) e sabugo de milho extrusado e homogeneizado (c).
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Figura 5.1 — Sabugo de milho in natura (a), sabugo de milho extrudado com aditivos agua e
glicerol (SME-25%) (b), sabugo de milho extrudado (homogeneizado) com aditivos agua e
glicerol (SME-25%) (c).

C)
Fonte: Propria do autor.

O processo de extrusdo do sabugo de milho com a adicdo de &gua e glicerol nas

relacbes 500 e 455, respectivamente nao foram eficientes. Nestes casos, o material saiu da
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extrusora de forma intermitente e pressurizada com pigmentacdo escura. Provavelmente as
explosdes ocorreram devido a evaporacdo da &gua nas temperaturas de 115 a 130 °C, o que
mostra que 0 uso da agua restringe a operacdo a temperaturas mais baixas para evitar sua
evaporagao.

No entanto, na condicdo em que se adicionou 0s aditivos agua e glicerol nas relagdes
(% m/m) de 2525 ao sabugo in natura, observou-se um processamento continuo e
homogéneo (SME-25%) (Figura 5.1b e Figura 5.1c). Com esse procedimento elevou-se a
umidade inicial do sabugo de milho in natura de 5,94% para 27,25%. Nesta condicdo, a dgua
e o glicerol presentes favoreceram o amaciamento térmico na temperatura do cilindro
mantendo-se boa velocidade de cisalhamento, atrito e tempo de residéncia.

A Figura 5.2 mostra as roscas logo apos a realizacdo do ensaio SME-25%. Pode-se
observar que o material esta incrustado nos filetes e apresentam aparéncia homogénea. A
coloragcdo mais escura deve-se ao maior tempo de resisténcia desse material até a retirada
das roscas para limpeza.

Figura 5.2 — Dupla rosca utilizada no processo de extrusdo apos processar sabugo de milho com
aditivos agua e glicerol (SME-25%) antes de sua limpeza.

Fonte: Prépria do autor.

Apos a extrusdo a umidade do sabugo de milho atingiu valores de 7,24%, enquanto
que a concentracdo de glicerol, de 21,44% (m/m), aumentou para 29,08% (m/m). A
vantagem de se empregar o aditivo glicerol é que seu custo como aditivo pode ser reduzido
por tratar-se de um subproduto da producdo de biodiesel. Além de possuir elevado ponto de
ebulicdo (290 °C) o que pode favorecer operagdes com temperaturas mais elevadas. Segundo
Da Silva et al. (2013) os aditivos glicerol, etilenoglicol e dimetil sulfoxido (DMSO), que
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possuem afinidade com a celulose, sdo boas opcdes, pois desfibrilam eficientemente as

paredes celulésicas da biomassa, facilitando seu transporte ao longo da rosca da extrusora.
5.1.1 Analise composicional do sabugo de milho

A Tabela 5.1 mostra a caracterizacdo quimica do sabugo de milho in natura com
agua e glicerol (SM-25%) e apds sua extrusdo (SME-25%). Os valores representam a média
e 0 desvio padrdo dos ensaios em triplicata. O sabugo de milho in natura (Tabela 5.1)
apresentou composicdo quimica semelhante a obtida em outros trabalhos da literatura que
apresentaram 35-45% de celulose, 35-42% de hemicelulose e 5-15% de lignina (ANWAR;
GULFRA; IRSHAD, 2014). Observa-se que ao final do processo de extrusdo do sabugo de
milho SME-25% as fracdes estruturais do sabugo de milho foram praticamente inalteradas.
Observa-se uma ligeira reducdo (em torno de 9%) na concentragdo de hemicelulose (Tabela
5.1).

Os teores baixos de cinzas no sabugo in natura (1,54 % £0,37) e apds o pré-
tratamento (2,24 % =0,78, Tabela 5.1) representam vantagem para o uso do sabugo de milho
em processos de bioconversdo em comparagdo a outros residuos agricolas, como palha de
arroz e palha de trigo, os quais apresentam teores de cinzas de 17,5 e 11,0%, respectivame nte
(PANDEY et al., 2000).

Tabela 5.1 — Composi¢ao gquimica do sabugo de milho in natura (SM) e do sabugo de milho apds
pré-tratamento por extrusdo com glicerol (SME-25%).

Amostras Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas  Extrativos Total
(%) (%) Klason (%) (%) (%)
(%)
SM-in 36,15+0,64  41,07+0,82 16,70+2,80  1,54+0,37 551+0,05 100,97+3,03
natura

*SM-E 36,72+0,24  37,51+0,09 16,66+1,33  2,24+0,78 6,59+0,78 102,02+2,34

*= composi¢do quimica do sabugo de milho extrusado com aditivo glicerol (50% m/m) apds correcdo com
relacdo & presenca massica de glicerol nos extrativos (valor de recuperagdo massica utilizado na corregéo foi
de 1,3988).

Fonte: Prépria do autor.

Segundo Alvira et al. (2010), a extrusdo ndo altera a composicdo quimica da
biomassa, mas aumenta a acessibilidade das enzimas a celulose por meio de mudancas em
sua estrutura como o0 aumento de sua area superficial, desfibrilagdo podendo algumas vezes

reduzir seu grau de polimerizacdo e cristalizacao.
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5.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 5.3 mostra as micrografias do sabugo de milho in natura com os aditivos
agua (25% m/m) e glicerol (25% m/m) (SM-25%) e apds sua extrusdo (SME-25%) em
diferentes ampliacbes. ApoOs a extrusdo (Figura 5.3 (E - H)), observa-se que o material
apresentou estrutura fibrilar com pequenos poros irregulares em sua superficie. Estes poros
podem ter sido causados pela evaporacdo de agua.

De acordo com Zheng et al. (2016) o pré-tratamento por extrusdo favorece a mistura
e fornece forga de cisalnamento e calor ao sabugo de milho. De acordo com estes mesmos
autores, a agua no interior das particulas pode evaporar-se pela stbita reducdo de pressdo no
final do processo de extrusdo, resultando uma expansdo e uma estrutura porosa que pode
apresentar-se mais permedvel ao ataque enzimatico, favorecendo a eficiéncia da hidrélise
enzimatica.

No entanto, Zhang et al., (2015) mostrou que, dependendo do tipo e configuracdo da
rosca da extrusora, pode-se ter a ocorréncia da formacdo de muitos ou poucos poros com
tamanhos variados no material processado. Este autor menciona que, dependendo do
desenho da rosca, os poros no material podem ser bloqueados pelo deslocamento da lignina.
A presenca de filetes inversos na zona de compressdo pode gerar altas forgas de cisalhame nto
durante o processo de extrusdo, possivelmente resultando elevadas temperaturas locais que
podem derreter alignina e deposita-la uniformemente sobre a superficie do sabugo de milho
extrudado, dificultando o acesso enzimatico a celulose.

As micrografias do sabugo de milho in natura com os aditivos agua (25% m/m) e
glicerol (25% m/m) (SM-25%) (Figura 5.3 (A-D)) e apds sua extrusdo (SME-25%)
(Figura 5.3 (E-H)), mostram estruturas globulares que podem ser o glicerol aderido a
superficie desses materiais. No entanto, apds a etapa de extrusdo observa-se que esses
glébulos estdo localizados mais no interior do material e em tamanhos relativamente
menores do que no material in natura. AlEm do processo de extrusdo poder alterar a estrutura
da biomassa, o glicerol é um aditivo com afinidade para celulose e pode fibrilar eficazmente
a parede celular da biomassa em sub-micro ou nano escala, abrindo assim a estrutura da
parede celular para melhorar a acessibilidade enzimatica e diminuindo o torque na extrusdo
(LEE etal.,, 2009).
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Figura 5.3 — Andlises de microscopia eletronica de varredura dos sabugos de milho extrusado e in
natura.
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—
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Legenda: A: Sabugo de milho in natura (SM-25%) com ampliacdo de 100x, B: SM-25% com ampliacdo
500x, C: SM-25% com ampliacdo 5000x, D: SM-25% comampliacdo 1500x, E: Sabugo de milho extrusado
(SME-25%) com ampliacdo de 100x, F. SME-25% com ampliacdo 500x, G: SME-25% com ampliacdo
5000x, H: SME-25% com ampliagdo 15000x.

Fonte: Propria do autor.
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5.1.3 Andlise cristalografica do sabugo de milho por difratometria de raios X

As estruturas do sabugo de milho in natura (SM-25%) e extrudado (SME-25%)
foram analisadas quanto a sua cristalinidade (Figura 5.4) (Tabela 5.2).

O indice de cristalinidade de um material lignocelulésico mede a quantidade relativa
de celulose cristalina no solido total. O indice de cristalinidade é utilizado para determinar a
cristalinidade da celulose, pois adeterminacdo do indice de cristalinidade por DRX apresenta
somente valores relativos para as regides cristalinas e amorfas (PARK et al,, 2010). A
estrutura cristalina da celulose pode ser alterada apds diferentes pré-tratamentos, onde ha
quebra nas cadeias de fibrilas de celulose das ligacGes de hidrogénio inter e intramolecular
(PARK et al., 2010).

Os resultados de difratometria de raios X (Figura 5.4) mostram que o sabugo de milho
in natura (SM-25%) e extrudado (SME-25%) tém as caracteristicas alomorficas tipicas de
celulose Iecelulose Il em 20 =22,4°¢20 =16,4 °, respectivamente. Para ambos os sabugos
de milho, in natura (SM-25%) e extrudado (SME-25%), o pico cristalino (20 = 22,4°)
predominou sobre o pico amorfo (20 = 16,4°) (KUMAR; NEGI; UPADHYAYA, 2010).

ApOs o pré-tratamento por extrusdo, a altura do pico do sabugo de milho extrudado
aumentou (Figura 5.4). Neste caso, constatou-se aumento da cristalinidade do sabugo in
natura de 32,72% para 38,68% apo0s pré-tratamento (Tabela 5.2), causado pela remocao de
componentes amorfos de lignina e hemiceluloses, consistente com a analise quimica do
sabugo de milho apresentado na Tabela 5.1, em que se observou 8,5% de remocdo de
hemicelulose. Devido & baixa remocdo de sua parte amorfa, obteve-se baixa diminuicdo de
sua cristalinidade (1,4 %) apos pré-tratamento por extrusdo (Tabela 5.1).

O aumento da cristalinidade do material corresponde a maior presenca de celulose
cristalina que é a mais dificil de ser hidrolisada enzimaticamente e proporciona aumento na
rigidez da estrutura da biomassa. No entanto, a relacdo entre o indice de cristalinidade da
biomassa extrudada e a sua taxa de hidrolise enzimatica correspondente ndo € bem
compreendida. Uma biomassa com alto indice de cristalinidade pode ndo afetar

negativamente a taxa de hidrolise enzimatica (DA SILVA et al., 2013).
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Figura 5.4 — Difratogramas de raios X do sabugo de milho in natura semglicerol, do sabugo de milho
in natura com glicerol e do sabugo de milho extrudado.
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Fonte: Propria do autor.

Tabela 5.2 — Cristalinidade dos sabugos de milho in natura (SM) e ap6s pré-tratamento por extrusao
(SME-25%).

Amostras Cristalinidade Cristalinidade Diminuigdo da
medida esperada cristalinidade (Dc)
(Ic) (Ice) (%)
SM- in natura 32,75 - -
SME-25% 38,68 40,08 14

Fonte: Propria do autor.

5.2  Avaliacdo do glicerol presente no sabugo de milho extrudado na etapa de hidrélise

enzimatica empregando os complexos enzimaticos: Cellic CTec2 e Cellic HTec2

As hidrolises enzimaticas foram conduzidas com material lavado e ndo lavado para
verificar se a concentragdo presente de glicerol poderia interferir no mecanismo enzimatico.

A quantificacdo massica de glicerol no sabugo de milho extrudado foi realizada por HPLC.
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A seguir os sabugos de milho in natura (SM-25%), bem como o pré-tratado por
extrusdo (SME-25%) antes e apés a etapa de lavagem foram hidrolisados enzimaticame nte
empregando os complexos enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 (Tabela 5.3).

As converses de celulose em glicose e de hemicelulose em xilose e arabinose
apresentaram Vvalores em torno de 63,17 % e 95,77 %, respectivamente, para os sabugos de
milho pré-tratados por extrusdo e lavados (SME-25%-L) (Tabela 5.3). Estes valores foram
ligeiramente maiores para 67,43% e aproximadamente 100%, respectivamente, nos sabugos
de milho pré-tratados por extrusdo e ndo lavados (SME-25%-NL). Nestes casos, para ambos
0s materiais, se observaram menores valores de conversdo de celulose em glicose (Tabela
5.3).

O sabugo de milho in natura sem lavagem (SM-25%-NL) também sofreu
sacarificagdo, apresentando valores de conversdes de celulose em glicose e hemicelulose em
xilose e arabinose de 51,04 % e 24,80 %, respectivamente. Estes resultados podem ser
devido ao uso de sabugo de milho in natura moido, ou seja, com elevada area superficial e
também ao uso dos dois complexos enzimaticos comerciais, Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 que,
de acordo com o fabricante, devem ser utilizados na proporcdo de 90 % para 10 %,
respectivamente. O complexo enzimatico CTec2 possui celulases agressivas, altos niveis de
B-glicosidases e apenas uma pequena parcela de hemicelulases, e o complexo Htec2 possui
uma maior diversidade de endoxilanases com alta especificidade e apenas uma pequena

quantidade de celulases.

Tabela 5.3 — Conversdo da celulose e hemicelulose em agucares durante hidrélise enzimatica do
sabugo de milho in natura (SM-25%) e apGs pré-tratamento por extrusdo (SME-25%) antes (NL) e
apos (L) sua lavagem empregando os complexos enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic Htec2
(Novozymes).

Amostras Celobiose  Glicose Xilose Conversao Conversao de
(g/L) (g9/L) e de celuloseem  hemicelulose
Arabinose glicose emxilose e
(g/L) (%) arabinose
(%)
SM-NL** 0,00 20,41 12,10 51,04% 24,80%
(Ctec2/Htec2)*

SME-25%-L** 393 + 0,08 41,83 3570 £117 6317 £1,64% 95,77 £ 2,69%
(Ctec2/Htec2)* 3,67

SME-25%-NL 234 £0,00 2583 450509 6743 £0,07% 101,92 +£2,11%
(Ctec2/Htec2)* 0,01

*Relacdo Cellic Ctec2 (90%m/m) e Cellic Htec2(10%m/m) de acordo com fabricante (Novozymes).
**NL=n&o lavado e L=lavado.
Fonte: Prépria do autor.
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Com relacdo aos acucares liberados ao meio reacional, constatou-se no material
extrudado e lavado maiores concentracOes de glicose (41,83 g/L) que quando se realizou a
hidrolise enzimatica com o material ndo lavado (25,83 g/L). Nestes casos, as concentracfes
de xilose e arabinose foram de 35,70 g/L e 45,05 g/L, respectivamente. Estes resultados
mostram que ha um indicio de interferéncia da xilose na conversdo de celulose a glicose.

Cabe salientar que foram realizados ensaios de controle para averiguar a presenca de
acucares tanto no material extrudado ndo lavado quanto no proprio complexo enzimatico,
ou seja, nestes casos 0s ensaios foram realizados sem a presenca de enzimas e sem a presenca
de sabugo, respectivamente. Os resultados destes ensaios mostraram que ndo havia acUcares
detectiveis no complexo enzimatico e nem adsorvidos no sabugo de milho pré-tratado por
extruséo.

Para verificar se a liberacdo da xilose ao meio reacional poderia estar dificultando a
conversdo de celulose em glicose foram realizados ensaios com o sabugo de milho in natura
e extrudado sem o processo de lavagem (SME-25%-NL) (em que se obteve menor liberacdo
de glicose ao meio reacional — Tabela 5.3) e utilizando somente o complexo enzimatico
Cellic Ctec2 (Tabela 5.4).

O sabugo de milho in natura ndo lavado (SM-25%-NL) e hidrolisado somente com
o complexo enzimatico Cellic Ctec2 (Tabela 5.4) ndo apresentou alteracGes significativas na
conversdo de hemicelulose em xilose e arabinose e nas concentragbes dos agucares
(celobiose, dlicose e xilose e arabinose) com relacdo ao uso simultdneo dos complexos
enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 (Tabela 5.3). Neste caso, a conversdo de celulose
em glicose foi reduzida em 18,12%.

No entanto, no material extrudado e ndo lavado (SME-25%-NL) e hidrolisado
somente com o complexo enzimatico Cellic Ctec2 foi constatada uma reducdo (45,66%) na
conversdo de hemicelulose em xilose e arabinose em relacdo a condicdo que fez uso
simultdneo dos complexos enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 (Tabela 5.3). Este fato,
provavelmente favoreceu a conversdo de celulose em glicose (~ 100%) (Tabela 5.4).
Segundo Zheng et al (2016) a remocdo da fracdo de hemicelulose é uma das metas de pre-
tratamento, uma vez que a xilose tipicamente interfere com as enzimas celulases utilizadas
durante a sacarificacdo antes da fermentacao.

Estes resultados foram encontrados mesmo com pouca diminuicdo no grau de
cristalinidade (1,4%) do material pré-tratado e também sem adicdo de quimicos ao processo

de extrusdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2012) ao pré-tratar
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palha de milho em uma extrusora de dupla rosca e também por Lee et al. (2009) que
mencionaram 0 aumento da area superficial como um fator mais importante que a reducdo
do indice de cristalinidade na melhora da sacarificacdo da biomassa. A desconstrucdo da
parede celular observada por MEV e o0 aumento da érea superficial foram considerados os
responsaveis pelo aumento da sacarificacdo enzimatica nos trabalhos conduzidos por Zhang
et al. (2012).

Tabela 5.4 — Conversdo da celulose e hemicelulose em aclcares durante hidrélise enzimatica do
sabugo de milho in natura (SM-25%) e apds pré-tratamento por extrusdo (SME-25%) antes de sua
lavagem empregando o complexo enzimatico Cellic Ctec2 (Novozymes).

Amostras Celobiose Glicose Xilose Conversdo de Conversao de
(g/L) (g/L) + Celulose hemicelulose
Arabinose  emglicose em xilose e arabinose
(g/L) (%) (%)
SM-25%-NL* 4 5 17,30 1131 4321% 2311%
(Ctec?)
- 0/f-
SM (ECtze5C 2/‘)’ NL 164+008 36564367 237084117 93,99+301% 55,38+3.01%

*NL=ndo lavado
Fonte: Prépria do autor.

A extrusdo diminuiu o tamanho das fibras que pode ter favorecido o aumento da
sacarificacdo em relacdo a biomassa in natura, devido a maior area de contato entre as
enzimas e a celulose, facilitando o ataque enzimatico.

No entanto, a configuracdo da rosca tem um papel importante no processo de
extrusdo para um rompimento  eficiéncia  destas fioras (KARUNANITHY;
MUTHUKUMARAPPAN, 2010; ZHENG; REHMANN; CLARK, 2014). A rosca utilizada
neste trabalho possui um projeto Unico e diferenciado que apresentou excelente desempenho
no cisalhamento do sabugo de milho apds ajustes necessarios no controle operacional e uso
de &gua e glicerol como aditivo, favorecendo a sacarificacdo enzimatica do sabugo sem o

uso de aditivos quimicos.

5.3  Estudo da hidrolise enzimatica do sabugo de milho pre tratado por extrusdo:

metodologia de analise de superficie de resposta

A sequir, realizou-se um estudo detalhado do efeito da dosagem de enzimas,
complexo enzimatico Cellic Ctec2, (E, x1) e da carga de solidos (SME-25%-NL, x2) na
converséo de celulose em glicose (y1) e na produtividade em glicose (y2) durante o processo

de hidrdlise enzimética (Tabela 5.5). Os ensaios foram realizados de acordo com um
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planejamento fatorial completo 22 que incluiu 6 pontos na fase centrada e 3 repeticdes no
ponto central. A Tabela 5.5 apresenta os valores reais e codificados das variaveis
independentes: dosagem de enzimas (E, x1) e carga de sélidos (SME-25%-NL, x2), bem
como das varidveis respostas: conversdo de celulose em glicose (yl) e produtividade em

glicose (y2).

Tabela 5.5 Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 22 com fase centrada
(4 pontos) e 4 repeticdes no ponto central para os dois fatores: dosagem de enzimas (X;) e carga de
solidos (x.) e as respostas: conversdo de celulose em glicose (y:) e produtividade em glicose (y.).

Conversao de

= SME-25%-NL Celulose em Pmd“tl'." idade
Ensaios ~ (FPU/Gc (% m/m) Glicose em Glicose
material lignocelulésico X2 X X (%m/m) (g/(Lh))
seco) vi Y2
X1

g “E': 1 11,00 750 -1 -1 84,68 0,270
.% .8 2 32,00 7,50 1 -1 95,59 0,305
= < % 3 11,00 20,50 -1 1 64,99 0,571
o 4 32,00 20,50 1 1 79,98 0,696
% o I 5 11,00 14,00 -1 0 69,43 0,414
2888 6 32,00 14,00 1 0 9375 0,558
EQeEE 7 21,50 750 0 -1 87,53 0,279
O ) 8 21,50 20,50 0 1 70,39 0,615
o _ PC1 21,50 14,00 0 0 96,65 0,576
=4 g g PC2 21,50 14,00 0 0 90,96 0,543
g S é PC3 21,50 14,00 0 0 95,09 0,565
L PC4 21,50 14,00 0 0 95,00 0,566

Fonte: Prépria do autor.

Inicialmente foram realizados os ensaios correspondentes ao planejamento fatorial
22 (ensaios 01 a 04) e as 4 repeticdes no ponto central (PC1, PC2, PC3 e PC4). Nesta etapa
foi possivel selecionar fatores e interacbes de segunda ordem que foram significativos ao
nivel de 90-95 % de confianca. Os ensaios realizados nas mesmas condicGes experimentais
(pontos centrais, PC) apresentaram resultados com pequenas Vvariagdes tanto para a
conversdo de celulose em glicose (desvio padrédo de 2,11 %) quanto para a produtividade em
glicose (desvio padréo de 1,22 %) indicando uma boa repetibilidade para o processo.

Para estes ensaios (01 a 04), a analise estatistica da conversdo de celulose em glicose
(y1) e produtividade em glicose (y2) mostraram curvaturas significativas e assim os modelos
estatisticos para estas duas varidveis respostas foram compostos pelos ensaios

correspondentes a face centrada (ensaios 05-08).
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No geral, a maxima conversdo de celulose em glicose (valores maiores que 90 %)
foram encontrados com o uso de elevadas doses de enzimas (20,5 e 32 FPU/gmateria
lignocelulésico seco) €M associagdo com baixas concentragdes de sdlidos (7,5 %mym: ensaio 02 e
14% m/m: ensaio 6 e pontos centrais). Com a diminuicdo da dosagem de enzimas
(11 FPU/g material lignocelulésico seco) € aumento da carga de sélidos (20,50 % mym: ensaio 3) a
converséo de celulose em glicose foi reduzida para 64,99 %.

Com relacdo ao maximo valor de produtividade em glicose (0,696 g/L.h), este foi
encontrando com o uso tanto de elevada dose de enzimas (32 FPU/Q de material lignocelulésico seco)
quanto de elevada carga de solidos (20,5 % mym) (Tabela 5.5). Os ensaios com reducdo da
carga de solidos (7,5 %m/m), independentemente da dose de enzimas, apresentaram 0S
menores Vvalores de produtividade em glicose (~ 0,27 g/L.h).

Os coeficientes de regressdo para as respostas: conversao de celulose em glicose
(Tabela 5.6) e produtividade em glicose (Tabela 5.7), foram calculados com os resultados
dos experimentos realizados de acordo com a Tabela 5.5. Em ambos os casos, observa-se
que os termos lineares das varidveis (X1 e x2), bem como o termo quadratico da variavel x.
foram estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 10 % (p < 0,1). Os fatores
e interagcbes que ndo foram estatisticamente significativos no nivel de 90% de confianga

foram retirados da composicdo dos respectivos modelos.

Tabela 5.6 — Coeficientes de regressdo para a resposta conversao de celulose em glicose (y:).

Coeficiente Erro
Fatores B _ p-—valor
de regressdo padrdo

Constante 09189 00273 <0001
xa(L) 0,0837 00244 0014
Xo(L) -0,0874 00244 0012
x1(Q) 00524 0036 0202
x(Q) o077 ogse 007
XX, 00102 00299 O™

Fonte: Prépria do autor.

Tanto para aresposta conversao de celulose em glicose, quanto para a produtividade
em glicose, foi realizada uma analise dos residuos de cada modelo proposto que mostrou que

os valores preditos pelas curvas com relacdo a média e seus respectivos residuos estavam
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dispostos de maneira aleatoria (dados ndo apresentados). Este fato ndo sugere um padrao
geométrico que possa indicar uma anormalidade na distribuicdo dos residuos. Com isso, para
ambos 0s casos, considerou-se que as curvas estdo representando 0s pontos de maneira
satisfatoria, pois os erros seguem uma distribuicdo normal.

Tabela 5.7 — Coeficientes de regressdo para a resposta produtividade em glicose (y.).

Coeficiente Erro
Fatores . . p-valor
de regressdo padrao

Constante 0,548 0016 00001
x(L) 00506 ooz 002
x(L) 01716 oouag <0001
x:(Q) 00315 00215 0198
%(Q) -0,0706 00215 00V
X1 X, 0,0224 0,0175 0,249

Fonte: Propria do autor.

A seguir, para a resposta conversdo de celulose em glicose (Tabela 5.8) e para a
produtividade em glicose (Tabela 5.9), foram realizadas a analise de varidancia (ANOVA),
que utiliza o método de ajuste do minimo quadrado, incluindo as médias quadraticas e as
interacOes de 22 ordem, para testar se a equacao de regressdo € estatisticamente significativa.

Em ambos os casos (Tabela 5.8 e Tabela 5.9), os niveis de significAncia para os
fatores e interaces encontram-se em 99% de confianca, indicando que o F estimado foi
maior que o F Tabelado. Assim, em ambos os casos (Tabela 5.8 e Tabela 5.9), tem-se a
evidéncia da existéncia de uma relacdo quadratica dos fatores e interacGes (variaveis
independentes) com a varidveis respostas que sdo a conversao de celulose em glicose e a
produtividade em glicose, respectivamente, indicando que todos os fatores foram
estatisticamente significativos, com bom intervalo de confianga.

Nas Tabelas 5.8 e 5.9, também se encontram as analises de variancia de ajuste dos
modelos quadraticos. Em cada caso, o residuo total foi desmembrado em falta de ajuste e
erro puro. Este procedimento é valido uma vez que foram realizadas as repeticdes no ponto
central para poder se obter uma estimativa do erro aleatorio (erro puro). Assim, pode-se

julgar de maneira quantitativa se os modelos representam satisfatoriamente as observagoes.
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Tabela 5.8 — Andlise de variancia (ANOVA) para a maximizagdo da conversdo de celulose em
glicose na hidrolise enzimatica do sabugo de milho extrudado (SME-25%-NL) seguindo um
planejamento fatorial 22 com face centrada e 4 repeticdes no ponto central.

Fonte de Fatores e Soma dos Graus de  Quadrado Valor Valor
variacao interacbes  Quadrados  Liberdade médio deF dep
Modelo 1156 3 385 10,55 0,004
x1 (L) 420,341 1 420,341 11,51 0,009
x2 (L) 458,326 1 458,326 12,54 0,008
X2 (Q) 277.633 1 277.633 7,6 0,025
Residuo 292,083 8 36,5104 - -
Falta de ajuste 274,354 5 54,8707 9,29 0,048
Erro puro 17,7297 3 5,9099 - -
Total 1448,38 11 - - -
(Corr)
R2=0,7983 R? (ajustado)=0,7226

Fonte: Prépria do autor.

Tabela 5.9 — Andlise de variancia (ANOVA) para a maximizagdo da produtividade de glicose na
hidrolise enzimatica do sabugo de milho extrudado (SME-25%-NL) seguindo um planejamento
fatorial 22 com face centrada e 4 repetic6es no ponto central.

Fonte de Fatores e = Soma dos Graus de Quadrado Valor  Valor
variacao interacbes Quadrados Liberdade médio de F de p
Modelo 0,2117 3 0,0706 46,94  >0,0001
x1 (L) 0,0154 1 0,0154 10,22 0,013
x2 (L) 0,1766 1 0,1766 117,48 >0,0001
X2 (Q) 0,0197 1 0,0197 13,13 0,007
Residuo 0,0120 8 0,0015 - -
Falta de 0,0114 5 0,0022 11,56 0,036
ajuste
Erro puro 0,0005 3 0,0002 - -
Total 0,2237 11 - - -
(Corr)
R?=0,9462 R? (ajustado)=0,9261

Fonte: Propria do autor.

Analisando as Tabelas 5.8 e 5.9 para as respostas: conversdo de celulose em glicose
(y1) e produtividade em glicose (y2), verificam-se que os modelos, apds retiradas dos termos
estatisticamente ndo significativos ao nivel de 90% de confianca, foram altamente
significativos com p< 0,004 e p<0,0001, respectivamente, e as porcentagens de variagao
explicada de 79,83% (y1) e 94,62% (y2). Para 0s casos, os valores de p das andlises de
variancia dos modelos foram menores que 0,01; indicando que estatisticamente existe uma

relacdo entre as variaveis ao nivel de 99% de confianca.
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As equacdes 9 e 10 descrevem a conversdo de celulose em glicose (%onVm) (y1) e a
produtividade em glicose (g/L.h) (y2), respectivamente. Estas equacOGes foram previstas
pelos modelos reparametrizados em funcdo das variaveis codificadas, que contém apenas 0s

termos estatisticamente significativos (Tabela 5.8 e Tabela 5.9).

= - —9,62x2 )
y, = +901467 +837x ~874x, ~9,62x5
Y, =+05375+0,0506% +01716x - 0,0811x§ (10)

Em que: y1 e y2 correspondem a conversdo de celulose em glicose (%m/m) e a
produtividade em glicose (g/L.h), respectivamente. Os valores de x1 e X2 correspondem aos
valores codificados para as variaveis: dose de enzima utilizada na hidrolise enzimatica em
FPU/Qmaterial lignocelulssico seco € carga de solidos em massa seca de sabugo de milho por massa
de solucdo da hidrolise enzimatica (%nvm), respectivamente.

Observa-se pela equacdo 9, que ambas as variaveis lineares apresentaram sinal
positivo, ou seja, quanto maior a relacdo de carga de sdlidos e a dosagem enzimatica
inicialmente no processo, maior a produtividade em glicose. Porém, a equagdo 10 nos traz
que, quanto maior a dose de enzimas, maior a sacarificacdo da celulose, porém, ao ser
aumentada a quantidade inicial de carga de solidos, menor esta sacarificacdo. Quanto a Unica
varidvel quadratica no processo, esta apresentou sinal negativo em ambas as equacdes, tendo
sempre impacto negativo as duas varidveis resposta quanto mais longe do ponto central.

Como ndo houve interacdo significativa entre os fatores (xix2), ndo € possivel fazer
estudo entre interacdo das variaveis independentes. Foram geradas duas superficies de
respostas com suas respectivas curvas de contorno, uma para conversdo de celulose em
glicose (%), y1 (Figura 5.5) e outra para produtividade em glicose (¢/L.h), y2 (Figura 5.5).

Analisando as superficies de respostas, verifica-se a existéncia de regifes oOtimas
tanto para a conversao de celulose em glicose (Figura 5.5), quanto para a produtividade em
glicose (Figura 5.6). No caso, da conversdo de celulose em glicose, essa regido Otima esta
em uma faixa de combinagdo da dosagem de enzimas mantida em seu nivel superior a
20 FPU/gmaterial lignocelulssico, €nquanto a carga de solidos, abaixo de 18 %nm/m. Para a
produtividade em glicose (Figura 5.6), essa regido oOtima estd em uma faixa de combinacéo
da dosagem de enzimas mantida em seu nivel superior a 20 FPU/gmaterial lignocelulésico COM @

carga de sélidos acima de 16 % nmVm.
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Figura 5.5 — Superficie de resposta e curvas de contorno para a conversao de celulose em glicose
(%) em funcéo dos valores codificados para a dosagem de enzima (X;) e carga de sélidos (Xz).
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Fonte: Prépria do autor.

Em escala industrial, na conversdao de biomassa para etanol ou outros produtos, sao
necessarias altas cargas de solidos por razbes econdmicas e ecoldgicas. Atualmente, a
sacarificacdo em escala industrial da biomassa ndo é economicamente viavel se a carga de
solidos for inferior a 15% (p/v) (JWRGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Os resultados encontrados neste trabalho para a carga de sélidos encontram-se bem
proximos deste valor ideal. No entanto, a dosagem de enzimas precisou ser elevada para que
a conversao de celulose atingisse valores maiores que 90 %. Apesar da reducdo relatada nos
custos de producdo de enzimas ao longo da Ultima década, as enzimas podem ainda

compreender 15% ou mais do custo total da conversdo de biomassa em etanol (HUMBIRD
et al,, 2011).
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Figura 5.6 — Superficie de resposta e curvas de contorno para a produtividade em glicose (g/L.h)
em funcdo dos valores codificados para a dosagem de enzima (X;) e carga de solidos (X,).
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Fonte: Prépria do autor.

A vantagem deste trabalho foi empregar sabugo de milho pré-tratado pelo processo
de extrusdo sem associar nenhum outro pré-tratamento quimico, e conseguir elevada
eficiéncia de conversdo de celulose em glicose (> 90%). Por lado, além da celulose, o meio
continha hemicelulose e lignina que também apresentam efeitos inibitérios durante a etapa
de hidrdlise enzimatica de biomassa, reduzindo sua eficiéncia de conversdo. Este fato pode
justificar o favorecimento da conversdo de celulose em glicose com o aumento da dosagem
enzimdtica em detrimento da diminuicdo da carga de solidos na etapa de sacarificacao.

No entanto, para aumentar a eficiéncia de conversdo de biomassa em seus
componentes bésicos (por exemplo agUcares), € desejado diminuir o tempo de reacéo,
mantendo-se baixa dosagem enzimatica, além do uso de elevada carga de sélidos. Para isso,
estudos complementares serdo necessarios visando a associacdo do processo de extrusdo a

outros pré-tratamentos quimicos, no intuito de promover a remog¢do total ou parcial da
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lignina e hemicelulose e, com isso, otimizar o processo de sacarificacdo empregando maior

carga de sélidos com possivel reducdo da dosagem de enzimas.
5.3.1 Validacao experimental

A metodologia de andlise da superficie de resposta auxiliou na determinacdo das
condicdes das variaveis independentes estudadas (dosagem de enzima e carga de sélidos),
para a hidrolise enziméatica do sabugo de milho pré-tratado por extrusdo, afim de maximizar
a conversdo de celulose em glicose e produtividade em glicose. Esta andlise foi facilitada
com o uso do Software MINITAB, no qual se estipulou como parametro de otimizacdo a
conversdo de celulose em glicose acima de 90% m/m, e maxima produtividade em glicose
(Tabela 5.10).

Tabela 5.10 — Condi¢Ges operacionais utilizadas nos ensaios experimentais para validagdo dos
modelos para maximar a conversao de celulose em glicose em associagdo com a produtividade em
glicose durante hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-tratado por extruséo.

Variavel Valor Condicao
codificado experimental
Dosagem de enzima (E, x1) +
1,00 32
(FPU/Q material Iignocelulésicoseco)
Carga de sélidos (SME-25%-NL, x2) 1064 178

(Yorn/m)

Fonte: Prépria do autor.

A Tabela 5.11 mostra os resultados preditos e observados para o ensaio de validacéo
experimental. Os resultados experimentais para a conversdo da celulose em glicose e
produtividade em glicose, assemelharam-se com os resultados preditos. Apesar da existéncia
de desvios entre os resultados experimentais e preditos, pode-se considerar gque os resultados
obtidos no ensaio de validacdo foram satisfatorios.

Tabela 5.11 — Resultados preditos e experimentais obtidos nas condicdes de ponto 6timo do processo
de hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-tratado por extrusao.

Variavel de resposta Resultado predito * Resultado experimental
Conver_sao de celulose em 90,12% + 3,39% 91.84%
glicose (%nvm)
Produtividade em glicose
0,6607 £ 0,0218 0,6907

(@L.h)

*modelos reparametrizados constituidos apenas dos parametros estatisticamente significativos
Fonte: Prépria do autor.




61

A Tabela 5.12 apresenta a composicdo parcial do hidrolisado de sabugo de milho
obtido nas condi¢cBes de ponto 6timo do processo de hidrolise enzimética do sabugo de milho
pré-tratado por extrusdo. Nestas condi¢bes, o hidrolisado de sabugo de milho, além de conter
glicose (57,84 ¢/L), apresentou elevada concentracdo de xilose (26,597 g/L), que
correspondeu aum rendimento massico em xilose de 41,58 %. O hidrolisado também possui
pequenas concentragdes de celobiose (2,904 g/L).

O processo de extrusdo apresenta uma grande vantagem, a ndo formacdo de
inibidores de fermentagdo. No entanto, no hidrolisado de sabugo de milho foi encontrado
baixas concentracGes de acido acético (0,35 g/L) e 5-hidroximetilfurfural (HMF) (0,027¢g/L)
(Tabela 5.12), que provavelmente foram formados durante a etapa de desativacdo da enzima
apos a hidrolise enzimatica (autoclavagem a 111°C por 15 min). Os trabalhos encontrados
na literatura reportam auséncia de inibidores no produto extrudado (ALETA DUQUE;
PALOMA MANZANARES, 2017; UPPUGUNDLA etal., 2014), exceto para casos em que
a extrusdo € realizada em associacdo a outro pré-tratamento, dependendo também da
temperatura utilizada (SINGH; BAJAR; BISHNOI, 2014).

A elevada concentracdo de glicerol (75,984 g/L) no hidrolisado deve-se ao fato do
sabugo de milho extrudado néo ter sido lavado, mas sua presenca ndo interferiu na etapa de
sacarificacdo (dados apresentados anteriormente).

Tabela 5.12 — Composicéao parcial do hidrolisado de sabugo de milho obtido nas condigfes do ponto
6timo do processo de hidrélise enzimatica.

Amostra Glicose Celobiose A)fa:gisr?oge A’\A;%iggo Glicerol HMF
(9/L) (9/L) (o/L) (9/L)

(g/L) (g/L)

Condicéo

Otimizaca 5784 2904 26597 035 75984 0,027

Fonte: Propria do autor.

A Tabela 5.13 mostra a concentracao de aglcares monoméricos obtidos do sabugo de milho
pré-tratado por extrusdo e apds sua hidrolise enzimatica sob condi¢cBes otimizadas e ndo otimizadas
(SME-25%-NL, Ctec2) pela metodologia de analise de superficie de resposta.

A condicdo otimizada favoreceu a obtencdo de acucares soliveis (g/L) em 40 %.
Assim, foi possivel obter uma solucdo mais rica em agUcares soliveis (84,44 g/L) (Tabela

5.13), utilizando o mesmo volume de meio. Nesta condicdo foi utilizada maior carga de
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solidos (17,8 %m/m) do que na condicdo ndo otimizada (10% m/m) (SME-255-NL, Cellic
Ctec2) e com isso obteve-se um aumento de 58,20% e 12,19 % nas concentragdes de glicose
e de xilose e arabinose, respectivamente (Tabela 5.13).

Tabela 5.13 — Acucares monoméricos obtidos do sabugo de milho pré-tratado por extrusdo e apds

sua hidrolise enzimatica sob condigfes otimizadas e ndo otimizadas (SME-25%-NL, Ctec2) pela
metodologia de analise de superficie de resposta.

Glicose Xilose + Arabinose AcUcares totais
Amostra
g/L* g/g** g/L* glg** g/L* glg**
i 57843 0323 26597 0,148 84,437 0471
Otimizada
SME-25%-NL
(CteC2) 56565 0,327 23708 0212 60274 0540

g/L* =gramas do agUcar por litro de solucdo de hidrolisado enzimatico
g/g** = gramas de aglcar por grama de material lignocelulésico seco
Fonte: Propria do autor.

Com o uso da metodologia de andlise de superficie de resposta (RSM) foi possivel
aumentar a concentracdo de solidos mantendo-se praticamente constante o rendimento da
quantidade de glicose por grama de sabugo de miho seco (~ 0,325 g/g) com reducédo
(30,10%) no rendimento da quantidade de xilose e arabinose por grama de sabugo de milho
seco. Comisso, o rendimento na quantidade de agucares totais por grama de sabugo de milho
seco (0,471 g/g) foi reduzida em 12,78% em compara¢do com a condicdo ndo otimizada pela
RSM.

Estes resultados mostraram que na condicdo otimizada (dosagem de enzimas de
32 FPU/gmaterial lignocelulésico seco € carga de solidos de 17,8 % m/m) foi possivel obter 471 Kg
de acUcares totais (323 Kg de glicose e 148 Kg de xilose e arabinose) para cada tonelada de
sabugo de milho em base seca.

Nesta condicdo otimizada a conversdo enzimatica de celulose em glicose foi de
90,12 % e a conversdo enzimatica de hemicelulose em xilose e arabinose foi de 44,0 %.
Assim, para que o rendimento em agucares totais seja melhorado h& necessidade de
otimizagdo da conversdo de hemicelulose.

A acessibilidade da celulose pode ser aumentada principalmente por pré-tratamentos
eficientes da biomassa, que leva a remocdo parcial dos componentes da parede celular, por
exemplo, remocdo de lignina ou xilana da matriz de lignocelulose (MOSIER et al., 2005).
Para aumentar o rendimento global de agUcar de biomassa, pentoses, principalmente xilose,
precisam ser recuperadas juntamente com a glicose. Dependendo das condicbes de pré-
tratamento, a Xilose pode ser recuperada parcialmente a partir do licor de pré-tratamento e

parcialmente apos hidrolise enzimatica da biomassa pre-tratada (MOSIER et al., 2005).
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Kleingesinds (2017) obteve favorecimento no rendimento em glicose (80,54 %) e
concentracdo em glicose (61,98 g/L) no meio reacional concomitantemente com o
favorecimento no rendimento em xilose (70,66 %) ao empregar sabugo de milho pré-tratado
por acido sulfurico diluido e surfactante na hidrolise enzimitica. Este autor mostrou que o
uso do surfactante no pre-tratamento de sabugo de milho com acido sulfirico diluido surtiu
maior efeito na remocdo de lignina e hemicelulose quando empregado na concentragdo de
10% (mym). No entanto, nesta condicdo foi possivel observar um aumento (21,1%) na perda
de celulose em relacdo ao pré-tratamento sem a presenca de surfactante. A maior diminuicdo
na cristalinidade (81,23%) foi com o uso de 10% do tensoativo. Nestas condi¢es de pre-
tratamento do sabugo de milho, com uso de surfactante também na hidrolise enzimatica

(10 % m/m) foi possivel reduzir a dosagem de enzima (25,50 FPU/Qmaterial lignocelulésicoseco )-
5.3.2 Cinética do processo de hidrolise enziméatica

A Figura 5.7 mostra os perfis das concentracfes dos agUcares (glicose, xilose e
celobiose) obtidos durante hidrdlise enzimdtica do sabugo de miho extrudado
(SME-25%-NL) nas condicOes de dosagem de enzimas (32 FPU/Qmaterial lignocelulésico seco) €
carga de sdlidos (17,8 % m/m) estabelecidas pela metodologia de andlise de superficie de
resposta (RSM) para maximizar a conversdo de celulose em glicose e produtividade em
glicose.

As méximas concentracfes de glicose (57,84 g/L) e celobiose (2,90 g/L) foram em
57 h de reacdo enzimatica (Figura 5.7). Enquanto que a maxima concentracdo de xilose
(26,59 g/L) foi em 20 h de reacdo enzimatica (Figura 5.7). Nestes mesmos tempos
reacionais, obteve-se valores de conversdes de celulose em glicose de 90,84% (Figura 5.8)
e de hemicelulose em xilose de 44,0% (Figura 5.8).

Estes valores de conversdes podem ser considerados satisfatorios, visto que valores
semelhantes sdo obtidos quando a extrusdo € associada a um tratamento quimico como
alcalino ou acido (PROCENTESE et al., 2015).

(SAMUEL et al., 2010)Zhang et al., (2012) obtiveram valores semelhantes para
conversdao de celulose em glicose (86,8 %) e conversdo de hemicelulose em xilose (50,5 %)
empregando semelhantes condicdes de hidrolise enzimatica para a palha de milho (carga de
solidos de 18 %m/m) pré-tratada por extrusora de dupla rosca com adi¢do de alcali. No

entanto, Coimbra et al., (2016) obtiveram, além de elevada conversdo de celulose em glicose
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(80%), elevada conversdo de hemicelulose em xilose (90%) empregando condicdes
semelhantes de hidrolise enziméatica para a palha de trigo pré-tratada por extrusdo alcalina.

No caso do trabalho de Fanet al., (2014) obteve-se conversdo de celulose em glicose
de 85,3 % (m/m), porém empregando sabugo de milho pré-tratado por explosdo a vapor com
adicdo de acido e elevada dosagem enzimatica (~ 50 FPU/Qmaterial lignocelulssico) € carga de
solidos de 15 % (m/m).

Figura 5.7 — Perfis das concentragdes dos agucares, glicose (® ), xilose (A) e celobiose (@ ),
obtidos durante hidrdlise enzimatica do sabugo de milho extrudado (SME-25%-NL) nas condi¢6es
estabelecidas pela metodologia de analise de resposta (RSM).
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Fonte: Propria do autor
De acordo com Palmqvist (2014), a hemicelulose e lignina estdo associadas fisica e
quimicamente com a celulose por ligagdes de hidrogénio e ligagbes covalentes. A estrutura
da celulose altamente ordenada, bem como a complexidade e heterogeneidade da parede
celular das plantas, torna a biomassa recalcitrante, isto €, resistente a hidrolise enzimatica.
Além disso, esta estrutura tridimensional densamente empacotada apresenta poros
médios de pequenos diametros, o que dificulta a penetracdo de enzimas na matriz
lignoceluldsica, restringindo a area superficial disponivel para acdo enzimatica (MENG;
RAGAUSKAS, 2014). Assim, as matrizes de hemicelulose e lignina que estdo em torno das
fibras de celulose devem ser pelo menos parcialmente desagregadas ou afrouxadas para

permitir a penetracdo de enzimas. No processo de extrusdo a velocidade da rosca e a
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temperatura do cilindro podem desestruturar a biomassa, aumentando a acessibilidade da
celulose para hidrélise (ALETA DUQUE; PALOMA MANZANARES, 2017).

Figura 5.8 — Perfis das conversdes de celulose em glicose ( @ ) e hemicelulose em xilose (® )
obtidos durante hidrélise enzimatica do sabugo de milho extrudado (SME-25%-NL) nas condi¢Bes
estabelecidas pela metodologia de andlise de resposta (RSM).
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Fonte: Prépria do autor.

A cinética da maioria das reacdes catalisadas por enzimas segue o modelo Michaelis-
Menten. As constantes cinéticas (Km e Vmax) foram determinadas usando-se o método gréfico
de Lineweaver Burk (SHULER; KARGI, 2002), plotando-se 1/S versus 1/Vo (Figura 5.9).

O Vmax € 0 limite para que tende a velocidade da reacdo (Vo) quando a concentragao
do substrato S tende para infinito. O Km é aconcentragdo de substrato para o qual o valor de
da velocidade da reacdo (Vo) é metade do valor de Vmax. Estas constantes foram calculadas
utilizando a equagéo 8.

A velocidade méaxima (Vmax) (9,62 %m/m por hora) de conversdo de hemicelulose
em xilose e arabinose foi maior do que a velocidade méaxima (6,00 %m/m por hora) de
conversdo de celulose em glicose. Para a conversdo de celulose em glicose obteve-se 0 Km
de 22,59 g de celulose por litro de solugéo (g/L).

Eckard, Muthukumarappan e Gibbons (2011) obtiveram valores semelhantes de Km
(21,29 g/L) e velocidade méxima de hidrolise enzimatica (5,3 %nmV/m) quando fizeram o

estudo cinético da hidrdlise enzimédtica da palha de milho pré-tratada por extrusdo e
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polietileno glicol. Com estes valores de constantes cinéticas, esses autores obtiveram

conversdes da celulose em glicose de até 98%.

Figura 5.9 — Grafico de Lineweaver-Burk (1/VVo versus 1/[S]).
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Fonte: Prépria do autor.

O ensaio na condicdo otimizada utilizou o complexo enziméatico Cellic CTec2, que
possui uma combinacdo de celulases potentes e enzimas auxiliares como alto nivel de
B-glicosidades e apenas uma pequena parcela de hemicelulases. Assim que a hidrolise
enzimatica prossegue, ha acimulo de produtos da hidrolise que podem causar severa inibicao
nas celulases, reduzindo a velocidade da hidrélise especialmente em situacbes com elevada
carga de solidos. Consequentemente, ha diminuicdo dos rendimentos de hidrélises (KESHK,
2016).

Celobiohidrolases s&o conhecidas por serem inibidas pela celobiose, seu produto de
hidrolise. Esta inibicdo € aliviada pela suplementacdo de celulases com B-glicosidades que
clivam a celobiose em mondmeros de glicose. Entretanto, como a celobiose, a glicose
também exerce inibicdo como produto final das B-glicosidades. Em adi¢do, outros acUcares
como xilose, manose e galactose provenientes da hemicelulose também tem apresentado
efeito inibitorio sobre a atividade de celulases (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Além da hemicelulose, a remocdo de lignina aumenta a acessibilidade do substrato.
Além de dificultar a acessibilidade para carboidratos, a lignina também pode se ligar de

forma improdutiva as celulases (PALONEN et al, 2004) e causar inativacdo lenta das
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enzimas ligadas (RAHIKAINEN et al, 2011) levando a uma reducdo na quantidade de
enzimas disponiveis para hidrélise, e consequentemente diminuicdo do rendimento de
hidrolise.

Um critério importante relacionado com a velocidade de hidrdlise, envolve a
capacidade de adsorcdo de celulases sobre asuperficie da celulose. A velocidade de hidrdlise
enzimatica mostrou-se proporcional a quantidade de enzimas adsorvidas, até um valor critico
de saturacdo, o qual depende do indice de cristalinidade. A diferenca de reatividade entre a
celulose cristalina e amorfa pode ser relacionado a capacidade de adsorcdo de

endoglucanases em ambos 0s tipos de substrato.
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5 CONCLUSOES

O pré-tratamento do sabugo de milho por extrusdo empregando dupla rosca foi
favorecido devido a estas roscas possuirem um projeto Unico e diferenciado que apresentou
excelente desempenho no cisalhamento do sabugo de milho apds ajustes necessarios no
controle operacional e uso de agua e glicerol como aditivos. Assim, houve favorecimento da
hidrolise enzimatica do sabugo mesmo com pouca diminuicdo no grau de cristalinidade
(1,4%) do material pré-tratado, e sem adicdo de quimicos ao processo de extrusao.

O uso do complexo enzimatico comercial Cellic Ctec2, que é uma combinacdo de
celulases potentes, contendo alto nivel de B-glicosidades favoreceu a conversdo de celulose
em glicose. Porém, esta conversdo foi reduzida quando se fez uso simultdneo do complexo
enzimitico comercial Cellic HTec2 que, por conter uma combinacdo de endoxilanase com
alta especificidade para solubilizar a hemicelulose, favoreceu a conversdo de hemicelulose
em seus aglcares monoméricos (xilose e arabinose), 0s quais provavelmente inibiram a
conversdo de celulose em glicose. A etapa de lavagem dos solidos ndo interferiu
significantemente nestas conversdes indicando que o glicerol presente no meio reacional ndo
causou inibicdo na hidrolise enzimatica.

O uso da metodologia de analise de superficie de resposta (RSM) foi uma ferramenta
valiosa para maximizar a conversdo de celulose em glicose, bem como a produtividade em
glicose através da associagdo da dosagem de enzimas e carga de sdlidos. Nesta etapa,
constatou-se favorecimento na produtividade em glicose com o aumento simultaneo da carga
de solidos e da dosagem de enzimas. Por outro lado, o aumento na dosagem de enzimas,
promoveu maior sacarificacdo da celulose quando a carga inicial de sélidos foi reduzida no
meio reacional.

A vantagem deste trabalho foi empregar sabugo de milho pré-tratado pelo processo
de extrusdo, sem associar nenhum outro pré-tratamento quimico, e conseguir elevada
eficiéncia de conversdo de celulose em glicose (> 90%). Porém, estudos complementares
precisardo ser realizados para recuperar melhor a hemicelulose e a lignina do sabugo de

milho pré-tratado por extrusao.
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