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RESUMO

KLEINGESINDS, E.K. Avaliacao da hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-
tratado com acido diluido e surfactante para a obtencao de bioetanol. 2017. 92 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de
Sao Paulo, Lorena, Sao Paulo, 2017.

A exploragdo indiscriminada dos combustiveis fésseis vem alertando para o colapso
proximo do suprimento de energia. Fontes alternativas vém sendo exploradas com o
propoésito de apresentarem-se como combustiveis com o mesmo potencial, além de estarem
inseridas em um contexto de desenvolvimento sustentdvel. O Brasil, por consolidar sua
posicdo com forte mercado agroindustrial e dispor de uma grande variedade de unidades
agricolas possui como subprodutos uma alta quantidade de residuos, como o sabugo de
milho. Assim, buscam-se viabilizar metodologias que tornem a explora¢do desta fonte
economicamente vantajosa para a obtencdo de etanol de segunda geracdo (2G). Novas
metodologias vém propondo o emprego de tensoativos como aditivos tanto no pré-
tratamento quanto na hidrélise enzimatica de materiais lignoceluldsicos. Neste contexto, o
presente trabalho objetivou estudar a hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-tratado
por 4cido diluido na presenca de diferentes concentracdes do tensoativo Tween 80 em
associacdo com a dosagem do complexo enzimdtico Cellic CTec2 para a obten¢dao de um
hidrolisado rico em glicose para obtencao de etanol pela levedura Scheffersomyces stipitis
CBS 6054 através do processo SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation). Os ensaios
foram conduzidos de acordo com planejamento experimental 2° com face centrada e
3 repeti¢des no ponto central. As varidveis estudadas foram: concentracdo de surfactante
no pré-tratamento e na hidrélise enzimdtica e dosagem do complexo enzimdtico. Os
resultados mostraram que o uso do surfactante no pré-tratamento com 4cido sulftrico
diluido surtiu maior efeito na remog¢ao de lignina e hemicelulose quando empregado na
concentracdo de 10% (m/m). Nesta condi¢do foi possivel observar um aumento (21,1%) na
perda de celulose em relagdo ao pré-tratamento sem a presenca de surfactante. A maior
diminuicdo na cristalinidade (81,23%) foi com o uso de 10% do tensoativo. A anélise da
superficie de resposta permitiu determinar as condi¢des 6timas do processo SHF para
obtencdo de mdédximo rendimento em glicose (entre 80 e 90 %) que foi quando a
concentracdo de surfactante no pré-tratamento aumentou de 0 a 10 % (m/m) mantendo-se
constante em seu nivel superior a concentragdo de surfactante na hidrolise enzimatica
(10 % m/m) com redugdo na dosagem de enzima (25,50 FPU/gmaterial lignocelulsico seco)- INEStas
condi¢Oes experimentais obteve-se 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%). Esta levedura fermentou
concomitantemente os agucares (glicose, xilose e celobiose) a etanol com elevados fator de
conversdo (0,37 g/g) e produtividade volumétrica (1,02 geano/LL.h). A velocidade especifica
maxima de consumo destes actcares foi favorecida na seguinte ordem: glicose, celobiose e
xilose. Ap0s esta fermentacdo foi obtido um material com uma superficie mais porosa e
fragmentada. Este fato evidenciou que o complexo enzimatico agiu eficientemente
quebrando a celulose cristalina obtendo um material amorfo. Espera-se que este trabalho
tenha contribuido para o desenvolvimento de uma tecnologia alternativa para a producdo
de etanol por via biotecnoldgica a partir da fragdo lignoceluldsica do sabugo de milho, a
fim de mitigar os impactos ambientais intrinsecos ao processo.

Palavras-chave: Sabugo de milho. Hidrélise enzimatica. Surfactante. Bioetanol. SHF.



ABSTRACT

KLEINGESINDS, E.K. Evaluation of enzymatic hydrolysis of pretreated corn cob
with dilute acid and surfactant in getting bio-ethanol. 2017. 92 p. Dissertation (Master
of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, Sao
Paulo, 2017.

The indiscriminate exploitation of fossil fuels has been warning of the near collapse of the
energy supply. Alternative sources have been explored with the purpose of presenting
themselves as fuels with the same potential, besides being inserted in a context of
sustainable development. Brazil, by consolidating its position with a strong agroindustrial
market and having a wide variety of agricultural units, has as a by-product a high amount
of waste, such as corn cob. Thus, we seek to make feasible methodologies that make the
exploitation of this source economically advantageous to obtain second generation ethanol
(2G). New methodologies have proposed the use of surfactants as additives in both
pretreatment and enzymatic hydrolysis of lignocellulosic materials. In this context, the
present work aimed to study the enzymatic hydrolysis of diluted-acid pretreated corn cob
in the presence of different concentrations of the Tween 80 surfactant in combination with
the dosage of the Cellic CTec2 enzymatic complex to obtain a glucose rich hydrolysate to
produce ethanol by the yeast Scheffersomyces stipitis CBS 6054 in SHF (Separate
Hydrolysis and Fermentation) process. The experiments were conducted according to
experimental design 2° with centered face and 3 repetitions at the central point. The
variables studied were: concentration of surfactant in the pretreatment and in the enzymatic
hydrolysis and dosage of the enzymatic complex. The results showed that the use of
surfactant in the pretreatment with diluted sulfuric acid had a greater effect on the removal
of lignin and hemicellulose when used at the concentration of 10% (w/w). In this
condition, the cellulose content was decreased by 21.1% as compared with the amount
presents in the diluted-acid corn cob pretreatment without surfactant. The greatest decrease
in crystallinity (81.23%) was with the use of 10% of the surfactant. The response surface
analysis allowed to determine the optimum conditions of the SHF process to obtain
maximum glucose yield (between 80 and 90%), when the pre-treatment surfactant
concentration increased from 0 to 10% (w/w) with a reduction in the enzyme dosage
(25,50 FPU/g dry tignocellulosic material) at @ higher level than the surfactant concentration in the
enzymatic hydrolysis. In these experimental conditions, glucose yield (80.54%) and
glucose concentration (61.98 g/L) in the reaction medium were favored concomitantly with
xylose yield (70.66%). This yeast concomitantly fermented the sugars (glucose, xylose and
cellobiose) to ethanol with high conversion factor (0.37 g/g) and volumetric productivity
(1.02 gethano/L.h). The maximum specific velocity of consumption of these sugars was
favored in the following order: glucose, cellobiose and xylose. After this fermentation was
obtained a material with a more porous and fragmented surface. This fact evidenced that
the enzymatic complex acted efficiently breaking down the crystalline cellulose obtaining
an amorphous material. It is hoped that this work had contributed to the development of an
alternative technology to produce ethanol by Biotechnological route from the corn cob
lignocellulosic fraction in order to mitigate the environmental impacts intrinsic to the
process.

Keywords: Corn cob. Enzymatic hydrolysis. Surfactant. Bio-ethanol. SHF.
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1 INTRODUCAO

Combustiveis fésseis como o petrdleo, carvao mineral e gds natural contribuem em
80% para o suprimento energético mundial. Entretanto, a escassez iminente destas fontes nao
renovaveis de energia ocasiona alteragdes no suprimento da cadeia produtiva e consequentes
desdobramentos econdmicos para as grandes poténcias mundiais.

A busca por novas matrizes energéticas renovaveis estd mobilizando setores
académicos, industriais e governamentais no desenvolvimento de processos biotecnoldgicos
que permitam a utilizacdo de biomassas residuais de composi¢do lignocelulésica para a
producdo de etanol de segunda geracdo (PEREIRA et al., 2010). A utilizacdo de etanol é
benéfica por diversas razdes, entre as quais, por ser facilmente integrado no atual sistema de
distribuicao de combustivel, e, por reduzir a producao de gases do efeito estufa, uma vez que
se utiliza de biomassa vegetal como matéria-prima.

Os residuos agricolas sdo materiais lignoceluldsicos, compostos principalmente por
celulose, hemicelulose e lignina, e podem servir como fonte de biomassa renovdvel na
producdo de agucares soluveis (hexoses e pentoses) que através de processos quimicos,
enzimaticos e fermentativos podem fornecer combustiveis liquidos e uma variedade de
produtos quimicos, fornecendo assim uma plataforma para biorrefinarias, em uma base
sustentdvel. Como exemplo tem-se o sabugo de milho que rende aproximadamente 18 kg
(70 % base umida) ap6s o processamento de 100 kg de espigas de milho e que atualmente é
retornado 2 lavoura ou utilizado como ragdo animal. E um residuo em abundincia, visto que
na safra de 2014/2015, os produtores brasileiros colheram um volume recorde de 85,4 milhdes
de toneladas de milho que encerrou com estoques em niveis histéricos de mais de 14 milhdes
de toneladas (AGUIAR, 2010; CONAB, 2015).

A producgdo de bioetanol a partir de biomassa lignocelulésica envolve trés principais
etapas: pré-tratamento; hidrdlise enzimatica (ou sacarificacdo); e fermentacdo de hexoses e
pentoses.

Devido a presengca de lignina, as paredes das células vegetais sdo altamente
recalcitrantes tanto a degrada¢do microbiana quanto a mecanica, € um dos principais desafios
refere-se a conversdo enzimadtica da celulose em agucares fermentdveis (LEE et al., 2010). A
fim de hidrolisar eficientemente a hemicelulose e a celulose em agucares monoméricos
fermentesciveis € necessario o pré-tratamento desta biomassa tornando esse material mais
acessivel as enzimas de sacarificacdo. Assim, o pré-tratamento é considerado um dos passos

mais importantes na producdo de etanol, uma vez que tem um grande impacto em todas as
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demais etapas do processo de conversdo. Pode se utilizar de métodos fisicos (moagem,
trituracdo); quimicos (alcalino, dcido diluido), térmico (tratamento 4 vapor); e métodos
bioldgicos (degradacao por fungos) ou uma combinacdo destes métodos.

A hidrélise enzimadtica, por sua vez, ¢ um dos passos mais dispendiosos na producao
de bioetanol, principalmente devido ao preco de celulases e as elevadas doses necessarias. Ser
capaz de reduzir a carga de enzima &, portanto, muito desejdvel. Neste sentido, tem-se o
complexo enzimético Cellic CTec2 desenvolvido pela Novozymes A/S especialmente para a
sacarificacdo de biomassa lignocelulésica que em comparacdo com outros complexos
enzimdticos apresenta menor custo, pode ser utilizado em menor dosagem, € maior
estabilidade frente aos inibidores sem a necessidade de seu enriquecimento com B-glucosidase
como no caso da Celluclast 1.5 L FG considerada um complexo enzimatico padrdo na drea de
lignoceluldsicos. Além disso, foi demonstrado que o uso de aditivos como surfactantes
(agentes tensoativos) aumentam significativamente a eficiéncia da hidrdlise enzimatica de
materiais lignoceluldsicos, permitindo aumentar a velocidade de hidrélise e ou reduzir a
dosagem de enzimas (ERIKSSON et al., 2002).

A hidrdlise enzimética e a fermentacao podem ser realizadas em separado (SHF), ou
simultaneamente, utilizando sacarificagdo simultanea 4 fermentacao (SSF). Durante a dltima
década, o SSF tornou-se o processo preferido, uma vez que a inibi¢do do produto final das
enzimas pode ser evitada através da realizacdo de fermentagdo concomitantemente com a
hidrdlise enzimdtica. Em SSF também se observa a redugdo no custo de investimento da
instalacdo, por requerer um numero menor de tanques. No entanto, uma desvantagem do
processo SSF € que a temperatura do processo deve ser em fungdo das temperaturas 6timas de
hidrdlise enzimatica e fermentacdo, enquanto que no processo SHF estas podem ser
otimizadas independentemente.

No Brasil, em 2014, foram inauguradas duas industrias de etanol celuldsico, a
Granbio, em Alagoas-AL, e a Raizen, em Piracicaba-SP que empregam os processos SSF e
SHF, respectivamente. A GranBio, primeira empresa brasileira a produzir bioetanol de
segunda geracdao (2G) em escala comercial, utiliza a tecnologia de uma empresa Italiana, a
PROESA constituida pelas etapas de pré-tratamento por explosdo a vapor; hidrélise
enzimadtica e fermentacdo de pentoses e hexoses. Esta empresa afirma que este produto ainda
nao possui um preco competitivo a tecnologia de producgdo de etanol de primeira geracao (1G)
necessitando melhorias no processo para diminuicdo dos custos operacionais, e obteng¢ao de
um produto a um custo mais reduzido. Esta empresa declarou, em abril de 2016, suspensao

tempordria da producdo deste biocombustivel devido a problemas na etapa inicial de
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producdo. Esta foi a segunda paralisacdo sofrida pela usina que alega ser o pré-tratamento o
seu maior problema, fase em que a biomassa é preparada para que as enzimas consigam
aproveitar todos os acucares.

Estudos envolvendo sabugo de milho sao pioneiros nos EUA uma vez que a principal
fonte de etanol no pais € o milho, e, por conseguinte, o principal residuo agroindustrial € o
sabugo de milho. No Brasil, estudos envolvendo a hidrélise enzimdtica do sabugo de milho
vém sendo desenvolvidos na Universidade Federal de Sao Carlos, na Universidade Federal de
Alagoas, e na Universidade de Sao Paulo, na Escola de Engenharia de Lorena.

Neste contexto, este trabalho teve como desafio hidrolisar de forma eficiente as
paredes celulares do sabugo de milho em actcares fermentdveis (também conhecido como
sacarificacdo) através da abordagem de dois aspectos-chaves da produgdo de bioetanol
celulésico: pré-tratamento e otimizagao do uso de enzimas.

A proposta envolveu a realizagdo do pré-tratamento do sabugo de milho com acido
sulfurico diluido empregando como aditivo surfactante em diferentes concentracdes. Além
disso, o estudo avaliou também a adicdo de surfactante em associacdo com a dosagem do
complexo enzimdtico Cellic CTec2 (Novozymes A/S) durante a hidrdlise enzimatica do
residuo sélido obtido apds esse pré-tratamento acido. Assim, o hidrolisado rico em glicose
resultante, foi utilizado para producdo de bioetanol pela levedura Scheffersomyces stipitis
CBS 6054 pelo processo SHF. Espera-se com esse trabalho ter contribuido para o
desenvolvimento de uma tecnologia de obtencao de etanol por via biotecnoldgica, a partir da

fracdo lignoceluldsica do sabugo de milho.
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2  OBJETIVOS

Geral:

e Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de obtencdo de etanol por via

biotecnoldgica, a partir da fracdo lignoceluldsica do sabugo de milho.

Especificos:

e Realizar o pré-tratamento do sabugo de milho com 4cido sulftrico diluido empregando
como aditivo surfactante em diferentes concentracoes.

e Realizar a andlise composicional, morfoldgica e cristalogrifica do sabugo de milho
apos as diferentes condi¢des de pré-tratamento.

e Estudar a hidrdlise enzimdtica do sabugo de milho pré-tratado por acido diluido na
presenca de diferentes concentragdes de surfactante em associacdo com a dosagem de
enzima e adi¢do de surfactante ao meio reacional na obten¢do de um hidrolisado rico
em glicose.

e Realizar na condi¢do otimizada de hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-
tratado a fermentacdo em separado (SHF) para producido de etanol pela levedura

Scheffersomyces stipitis CBS 6054.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Panorama energético

Uma preocupagdo recorrente no ambito internacional refere-se a situagdo do
suprimento energético mundial e seus desdobramentos. A principal questao desses debates diz
respeito a dependéncia da energia f6ssil decorrente de sua versatil aplicabilidade. Na tentativa
da mitigacdo dos impactos ambientais decorrentes dos gases emitidos pela queima dos
combustiveis foOsseis, a utilizagdo de alternativas de cardter renovdvel vem se destacando
como, por exemplo, a energia proveniente de biomassa utilizada na producgdo de biodiesel e o
etanol.

Com relagdo aos paises que sao os maiores emissores de CO,, o Brasil aparece na 12*
posicdo com 425,17 milhdes de toneladas de CO, emitidos em 2009 (Figura 3.1). Nas
primeiras posi¢des encontram-se a China (7706,83 milhdes de toneladas), EUA
(5424,23 milhdes de toneladas), India (1591,13 milhdes de toneladas), Russia
(1556,66 milhdes de toneladas) e Japao (1097,96) (EIA, 2009) (Figura 3.1).

Figura 3.1 — Evolugdo de emissdo de diéxido de carbono no periodo de 1980-2009 em
diferentes paises.
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Em 2014 80,5% da energia consumida pelo setor de transporte brasileiro era
proveniente de fonte ndo renovavel (BRASIL, 2015). Dados do Ministério dos Transportes
(BRASIL, 2015) apontam que fontes renovaveis ja t€ém uma representatividade de 43,5% do
total da matriz energética do pais sendo que deste valor, 18,1% ¢é proveniente da cana de
acucar utilizada para a obten¢do de etanol e eletricidade (bagaco de cana).

Em 6 de agosto de 1997 foi promulgada a lei n° 9478 que dispde sobre a politica
energética nacional, institui o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) e Agéncia
Nacional do Petréleo (ANP). Abaixo, estdo descritos alguns incisos do artigo 1 que dispde
sobre os principios e objetivos da politica energética nacional diretamente relacionados a

producdo de biocombustiveis.

e XII incrementar, em bases econOmicas, sociais e ambientais, a participacdo dos
biocombustiveis na matriz energética nacional;

e XV promover a competitividade do pais no mercado internacional de biocombustiveis;

e XVII fomentar a pesquisa e o desenvolvimento relacionado a energia renovavel;

e XVIII mitigar as emissdes de gases causadores de efeito estufa e de poluentes nos

setores de energia e de transportes, inclusive com o uso de biocombustiveis.

Atualmente, o bioetanol a disposi¢ao do comércio é o chamado etanol de 1* geracgao.
No Brasil, a principal matéria prima para a produgao de etanol de 1* geracdo € a cana-de-
actcar por ser constituida por agucares diretamente fermenteciveis. Nos Estados Unidos a
principal fonte de etanol sdo matérias primas amildceas, como o milho, cujo amido deve ser
convertido em acucares previamente, para entdo ser fermentado (MANOCHIO, 2014). De
acordo com o Ministério de Minas e Energia, em 2014 a producdo de etanol alcancou seu
apice: 28,6 bilhdes de litros. As usinas produtoras de etanol no Brasil se concentram na regiao
centro sul do pais com maior nimero no estado de Sao Paulo. Atualmente existem 341
produtores de etanol no pais, sendo 300 delas na regido centro sul (87,9%), das quais 159 em
Sao Paulo (46,7%) (BRASIL 2013; CONAB, 2015).

No Brasil ja existe a produgdo de etanol proveniente do milho. A usina Usimat,
localizada no Mato Grosso, € a pioneira como usina brasileira a se utilizar do milho como
fonte de etanol no periodo de entressafra da cana-de-agucar. Atualmente, outras duas usinas
de cana-de-acucar estdo produzindo etanol de milho no periodo de entressafra: a Libra e a
Porto seguro, localizadas nos municipios de Sao José do Rio Claro e Jaciara, respectivamente.
Na safra de 2015/2016, as trés usinas produziram 114 milhdes de litros de etanol de milho.

(NOVACANA, 2016).
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Com relagdo a viabilidade energética e econdOmica, pesquisas vém sendo
desenvolvidas com o propdsito de se avaliar o gasto energético envolvido em todas as etapas
da cadeia de suprimento de etanol de forma a tornia-lo competitivo no mercado. Em 2015 o
perfil de consumo de combustiveis no Brasil revelou uma alta adesdo ao etanol que
representou um aumento de 39,2% no consumo. A gasolina, por sua vez, teve uma reducio de
8,6% assim como o0 GNV -8,5%, e o Diesel -5% (SINDICOM, 2015).

O etanol, por produzir maior calor de vaporizacdo e propiciar elevada octanagem ¢é
utilizado como combustivel puro, ou pode ser misturado aos derivados do petréleo, como a
gasolina (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A busca pela expansdo da produgdo de novos combustiveis sustentdveis deve ser
cautelosa de forma a ndo comprometer a seguranga alimentar e garantir o suprimento de
combustivel. Neste cendrio, surge o estudo do processo de obtengao do bioetanol de segunda
geracdo (etanol 2G) que assimila esses dois pré-requisitos oferecendo um combustivel de
qualidade que utiliza como matérias primas residuos florestais e agroindustriais excedentes.
Através de rotas quimicas e/ou bioquimicas, é possivel obter etanol, agregando valor ao
produto sem oferecer risco a nenhum outro setor da cadeia produtiva (PEREIRA et al., 2010;

SOCCOL et al., 2009).

3.2 Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos correspondem a biomassa vegetal, que € a fonte
renovavel de carbono mais abundante no planeta. Define-se biomassa como todo e qualquer
tipo de matéria organica proveniente de fontes vegetais ou animais, ou de seus
processamentos industriais. A reutilizagdo e reciclagem destes subprodutos minimizam
impactos ambientais relacionados ao seu acimulo, além de serem potenciais matérias-primas
para a geracdo de fontes energéticas alternativas ao uso de combustiveis fosseis (DAGNINO
et al., 2012). Neste ambito, a implantacdo de novas tecnologias viabiliza o reaproveitamento
de residuos agroindustriais como matérias-primas a serem utilizados na area de novos
combustiveis. Dentre os residuos de maior importancia destacam-se: bagago e palha de cana;
sabugo e palha de milho; palhas de trigo e arroz (SANTOS et al., 2011).

No Brasil, pesquisas nas dreas de tecnologias de conversdo de biomassa por rotas
biotecnoldgicas estdo sendo bem aderidas por grandes centros e universidades, por serem
tecnologias limpas inseridas em um contexto de desenvolvimento sustentdvel. Além disso,

por possuir um amplo espectro de fontes econOmicas, pesquisas na drea oferecem a
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oportunidade para o desenvolvimento e instalacdo de biorrefinarias colocando o pais em
posicdo de prestigio e destaque, frente as grandes poténcias mundiais.

A composi¢do quimica destes materiais € complexa encontrando-se majoritariamente
os polissacarideos celulose (35-50%) e hemicelulose (20-35 %), que estdo entremeados pela
macromolécula polifendlica, conhecida como lignina (10-25 %) (RABELO, 2007). As
propor¢des e composicdo quimica de lignina e hemicelulose variam em madeiras duras e
moles, com a celulose uniforme em todo tipo de madeira (FENGEL; WEGENER, 1989).
Algumas fontes importantes de materiais lignoceluldsicos e sua composi¢do quimica estdo

apresentadas na Figura 3.2.

Figura 3.2 — Composic¢ao lignoceluldsica de biomassas distintas.
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FONTE: (CRUZ et al., 2000); (NEUREUTEIR et al., 2002); (MUSSATO, ROBERTO 2002);
(CANDIDO et al., 2002).

3.2.1 Celulose

A celulose, polimero linear mais abundante na natureza, € constituida por unidades
anidroglucopiranosidicas unidas por ligacdes glicosidicas B-(1—4). Seu tamanho € em fun¢ao
de seu grau de polimerizacdo, que por sua vez representa o numero de unidades
glucopiranosidicas presentes em uma cadeia. Duas moléculas de glucose unem-se formando a
unidade repetitiva da celulose, a celobiose (FENGEL, 1989). A Figura 3.3 apresenta a

estrutura da celobiose.
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Figura 3.3 — Estrutura da celobiose.

FONTE: Arquivo pessoal.

Através dos grupos OH livres das moléculas de celulose, ocorrem ligacdes de
hidrogénio que podem ser de dois tipos: intramoleculares e intermoleculares. Interacdes entre
duas moléculas de glicose adjacentes na mesma molécula de celulose sdo denominadas como
ligacOes intramoleculares e sdo responsaveis por conferir certo cardter de rigidez para cada
cadeia. Ha ainda ligacdes de hidrogénio entre grupos OH livres de diferentes cadeias de
celulose. A essas ligagcdes atribui-se o nome de ligacdes intermoleculares, responsavel pela
formacao de estruturas supramoleculares (figura 3.4) (LEWIN, 1991). A Figura 3.4 apresenta

as ligacOes de hidrogénio na molécula de celulose.

Figura 3.4 — Representagdo das ligacdes de hidrogénio na molécula de celulose.
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FONTE: (SANTOS, 2010).

As estruturas primadrias resultantes das ligacdes de hidrogénio sdo conhecidas como
fibrilas elementares, que constituem a parede celular. Essas estruturas podem conter regioes
cristalinas, devido a presenca de ligacOes de hidrogénio intra e intermoleculares, ou regides

amorfas (FENGEL, 1989). A energia do reticulo cristalino, decorrente das ligagdes de
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hidrogénio, faz com que as moléculas da celulose ganhem uma energia de estabilizacdo muito
grande, tornando-a pouco reativa e extremamente s6lida. Assim, para que haja a solubilizacdo
da celulose se faz necessdria a degradacdo das estruturas fibrilares que se da pelo inchamento
das mesmas e insercao de grupos quimicos resultando na quebra das liga¢des intermoleculares

obtendo como produto o a glicose em solu¢do (FENGEL, 1989).

3.2.2 Hemicelulose

Além da celulose, a madeira e outros tecidos vegetais sao compostos por um grande
nimero de polissacarideos, as polioses, também conhecidas como hemicelulose (HON, 1996).
Sao heteropolimeros, classificados de acordo com as unidades monossacaridicas (Figura 3.5)
que as constituem, como pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose), hexoses (D-glucose,
D-manose e D-galactose) e dcidos wur6nicos (4cido 4-O-metilglucuronico e 4cido

galacturdnico) (PITARELO, 2007).

Figura 3.5 — Unidades monossacaridicas constituintes das polioses.
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Fonte: (FENGEL, 1989).

A cadeia principal de uma poliose pode ser constituida por um agucar (homopolimero
- xilanas) ou por mais de um agucar (heteropolimero - glucomananas) (Figura 3.6). As
unidades de pentoses, hexoses e 4dcidos urdnicos sdo unidos por ligacdes B-(1 — 4) com
pontos de ramificagdes (1 — 2), (1 — 3) e/ou (1 — 6) (ALMEIDA, 2009). As polioses se

apresentam em forma de bastonete, com cadeias laterais dobradas para trds na cadeia principal
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por meio de ligacdes de hidrogénio (RAMOS, 2003), propiciando uma estabilidade ao
conjunto, quando associada a celulose e lignina (LAUREANO-PEREZ et al., 2005).

Figura 3.6 — Estrutura quimica da arabino-4-O-metilglucoxilana de madeiras moles.
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FONTE: (FENGEL, 1989).
3.2.3 Lignina

A lignina € um polimero aromatico de natureza fenodlica, constituida pelos alcoois p-
cumarilico, coniferilico, sinapilico (Figura 3.7), em diferentes propor¢des que diferem de uma
espécie vegetal para outra, ou mesmo na mesma espécie vegetal levando em consideracdo

fatores tais como regido geogréfica, idade da planta, estacdo do ano (FERNANDES, 2005).

Figura 3.7 — Esquema estrutural das unidades precursoras da lignina.
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O tipo de lignina € classificado de acordo com a unidade constituinte majoritaria,

conforme a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Diferentes tipos de lignina.

% de .~
Fonte Lignina Composicao

Madeiras moles . . . .
Lignina guaiacila (G) — contém principlamente as

. Softwoods 27-33  unidades de guaiacila — cerca de 90% derivada do
(gimnospermas ou . o
p alcool coniferilico
coniferas)
Madeiras duras 18-25  Lignina guaiacila-siringila (GS) — contém quantidades
Hardwoods semelhantes de unidades de guaiacila e siringila
(angiospermas ou
folhosas)
Gramineas grasses 17-24  Lignina p-hidroxifenila-guaiacila (HGS) contém maior

quantidade de unidades de p-hidroxifenila do que a
encontrada em madeiras coniferas ou folhosas, mas em
propor¢des menores do que as outras unidades.

FONTE: (SANTOS, 2011).

A lignina possui uma estrutura tridimensional (Figura 3.8), amorfa, e ramificada, e é
constituinte da porcdo de ndo carboidratos da parede celular, responsdvel por conferir rigidez,
forca e flexibilidade a ela (FENGEL, 2003). Propicia recalcitrancia a biomassa, dificultando o

acesso a hemiceluloses por estarem quimicamente ligadas a ela (FENGEL, 1989).

Figura 3.8 — Representagdo de uma macromolécula de lignina.
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FONTE: (FENGEL, 1989).
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3.2.4 Extrativos

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos também por pequenas quantidades de
compostos fendlicos, proteinas, cinzas inorgéanicas, amido e 4dcidos graxos. Essas substancias
apresentam importancia na prote¢ao contra pragas e metabolismo da planta. No entanto, essas
substancias apresentam efeito inibitério aos processos de conversdo de biomassa (FENGEL;
WEGENER, 1989). Estes compostos sdo de grande valia na inddstria de aromatizantes e
algumas vezes em pesquisas relacionadas a fitoterapia (MARSTON; HOSTETTMANN,
2009).

3.3 Sabugo de milho

Atualmente, a perspectiva da agricultura brasileira coloca o pais em posi¢ao favoravel.
A cultura do milho, por sua vez, se consolida como a segunda cultura de maior importancia,
ficando atrds apenas da cultura da soja. Dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab, setembro/15) mostram que a safra 2014/2015 produziu 84.672,4 mil toneladas,
representando um acréscimo de 5,8% em relagdo a producdo passada, que atingiu
80.051,7 mil toneladas. Com essa producdo, o Brasil fica atrds apenas dos Estados Unidos e

da China (Figura 3.9).

Figura 3.9 — Principais regides produtoras de milho no mundo. Maiores produtores

representados em azul mais escuro.

FONTE: Adaptado de (CONAB, 2015; ENTENDENDO, 2015).
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A cultura do milho pode ser classificada como uma cultura sazonal, a qual possui
alternancia nos valores decorrentes de fatores climdticos, regionais, bem como da economia
mundial daquele momento (ENTENDENDO..., 2015).

O Brasil possui duas safras de milho. A primeira, considerada de maior produtividade
devido as condig¢des climatolégicas mais favordveis localizando-se no Sul e Sudeste do pais
onde o plantio ocorre em agosto e a colheita em fevereiro do ano seguinte. A segunda safra é
proveniente da regido Centro-Oeste e do Parana onde o plantio ocorre em janeiro e a colheita
em julho (CONAB, 2015). Na Argentina, com clima semelhante ao Brasil, o plantio ocorre
em setembro e a colheita em abril. Nos Estados Unidos, maior produtor, a tnica safra ocorre

entre abril e outubro durante a primavera e verdao bem como na China (Figura 3.10).

Figura 3.10 — Plantio e colheita do milho em diferentes paises.
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Fonte: (ENTENDENDO..., 2015).

Dentre os residuos resultantes do processamento de milho, figura-se o sabugo: residuo
s6lido de grande volume (RAMOS, 2000) que pode servir como fonte de biomassa renovavel
na producdo de acucares soliveis que através de processos quimicos, enzimdticos e
fermentativos pode fornecer combustiveis liquidos e uma variedade de produtos quimicos,
fornecendo assim uma plataforma para biorrefinarias, em uma base sustentavel (PEREIRA Jr
et al., 2010). Contém 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. Para cada 100 kg de espigas
de milho, aproximadamente 18 kg (70% base umida), sao formados pelo sabugo (AGUIAR,
2010). A Figura 3.11 apresenta o residuo sabugo de milho apds seu corte em moinho de

facas.
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Figura 3.11 — Sabugo de milho granulado obtido apds corte em moinho de facas.
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FONTE: Arquiv pessdal.

Ziglio (et al. 2009) observou que estruturalmente, o sabugo de milho € constituido por
4 partes distintas (Figura 3.12): palha fina (a), parte externa do sabugo que corresponde a
4,1 % de todo seu peso; palha grossa (b), camada interna a palha fina e representa 33,7 % do
peso do sabugo; anel lenhoso (c), localiza-se no interior do sabugo com 60,3 %, recobrindo a

medula (d), ndcleo central do sabugo, com 1,9 % do peso total.

Figura 3.12 — Partes do sabugo de milho: (a) palha fina; (b) palha grossa; (c) anel
lenhoso; (d) nicleo central do sabugo.
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FONTE: (RAMOS, 2013).

3.4  Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

O pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos é a etapa de grande impacto no

processo de conversdo dos carboidratos fermentesciveis em etanol por alterar a estrutura
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nativa da biomassa. Por envolver um gasto intenso de energia, que afeta de forma
significativa o custo do bioprocesso, é desejdvel um pré-tratamento o qual seja o menos
dispendioso possivel e que tenha uma interferéncia favordvel no processo como um todo,
além de ser ambientalmente correto (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). O pré-tratamento
pode-se utilizar de métodos fisicos, quimicos, fisico-quimicos, e bioldgicos (Figura 2.13). Na
maioria das vezes € empregada uma combinacdo de pré-tratamentos que visa O menor custo
possivel, a maior produgdo de energia e ser ambientalmente correto.

Alguns destes pré-tratamentos (Figura 3.13) procuram aumentar a porosidade da
biomassa enquanto outros visam a remo¢do de aclcares monoméricos, oligdmeros,
hemicelulose, lignina e produtos provenientes da degradacdo de lignina (XIAO, 2004;

XIMENES, 2011).

Figura 3.13 — Esquema dos diferentes pré-tratamentos empregados em biomassa vegetal.
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FONTE: Adaptado (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

3.4.1 Pré-tratamento acido

O pré-tratamento dcido é um método que pode ser realizado em uma tnica etapa em

temperaturas apropriadas (RODRIGUES, 2005) e € util na separacdo e solubilizacio da fracdo
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hemicelulésica e com pouca acdo sobre a lignina e a celulose. Essa caracteristica do processo
permite a obtenc¢do de hidrolisados com alto contetdo de xilose em relacdo a outros glicidios.

Durante o pré-tratamento 4cido (Figura 3.14), os catalisadores liberam prétons que
clivam as ligacdes heterociclicas de éter entre os mondmeros das cadeias poliméricas da
hemicelulose e, no caso de dcidos concentrados, da celulose. Com a clivagem dos polimeros
sdo liberadas diversas substancias, com predominancia de xilose, glicose e arabinose (SUN;
CHENG, 2002).

Nesse processo, sdo liberados nao somente agtcares soliveis da fragdo hemiceluldsica,
como também produtos de degradacdo, as quais dependem do tipo e das condi¢des do pré-
tratamento hidrdlitico, o que envolve condi¢des de concentracdo do 4cido, alta temperatura e
pressao (RODRIGUES, 2005). Entre estes compostos inibidores, estdo o furfural e o
hidroximetilfurfural originados da desidratacio de pentoses e hexoses, respectivamente, o
acido acético liberado pela hidrdlise de acetil-xilanas, bem como compostos aromdticos

derivados da lignina (ZALDIVAR; MARTINEZ; INGRAM, 2000).

Figura 3.14 — Representacao da hidrélise acida de biomassa.
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FONTE: Arquivo pessoal.

3.5 Hidrdélise enzimatica

Os tratamentos enzimdticos apresentam vantagens em relacdo aos tratamentos
quimicos e térmicos, visto que a premissa da hidrdlise enzimética € propiciar uma liberagcao
eficiente de agicar com menor custo do que a hidrdlise dcida, por se utilizar de condi¢des
mais brandas tais como pH 4,8, temperatura por volta de 50 °C, sendo, portanto, menos
agressivas ao meio ambiente evitando danos aos reatores, e, por conseguinte, prolongando sua

vida util (COSTA et al. 2015).
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A desconstrucdo de residuos lignoceldldsicos dd-se por meio da atuacdo sinérgica
entre complexos de enzimas celuloliticas, da beta glicosidase, das xilanases e de enzimas

acessorias que possuem papel facilitador para a degradacao da celulose (BON, et al., 2008).
De acordo com Wilson et al. (2011) as celulases sdo divididas em trés classes:

1) As endo-1,4-B-D-glucanases, ou endoglucanases, que atuam de forma randomica,
rompendo ligacdes glicosidicas B-(1,4) das cadeias de celulose tendo maior afinidade
por regides amorfas;

2) As exo-1,4-B-D-glucanases, ou celobiohidrolases, que atuam nas regides terminais da
molécula de celulose, ocasionando sua gradativa despolimerizacdo por meio da
remogao de unidades de celobiose terminais;

3) As 1,4-B-D-glucosidades, ou B-D-glucosidases (EC 3.2.1.21) que hidrolisam a
celobiose a unidades monoméricas de D-glicose, reduzindo assim o seu efeito inibidor

sobre as demais enzimas do complexo.

A hidrdlise da celulose pelas celulases (Figura 3.15) ocorre em duas etapas. Na
primeira, as celulases se adsorvem a superficie do substrato. Na segunda ocorre propriamente

dita a hidrélise de celulose em agucares fermentesciveis (BON et al., 2008).

Figura 3.15 — Representacao da catdlise enzimética para geragcao de glicose a partir de
celulose.
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FONTE: OGEDA & PETRI (2010).

Essas trés classes de enzimas ocasionam distintas alteracdes na estrutura
supramolecular da celulose. No entanto, por apresentarem propriedades complementares,

descrevem um alto grau de sinergismo durante a hidrolise propiciando um rendimento melhor
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do que a soma dos rendimentos das enzimas quando utilizadas separadamente (RAMOS,
2000). O rendimento da hidrélise enzimédtica depende de pardmetros como: tipo de pré-
tratamento da biomassa, inibicdo da catdlise enzimatica pelos produtos finais, termo
estabilidade das enzimas, relacdo massa carga, duragao da hidrélise, pH do meio, temperatura
e agitacao (RABELO, 2007).

Alguns fatores t€ém impacto negativo substancial sobre a hidrélise enzimatica da
biomassa, como a lignina, grupos acetil e a cristalinidade da celulose demostrando que a
melhoria no rendimento da hidrélise enzimética aumentou a medida que a concentracdo de
celulose cristalina foi diminuida (ZHENG, 2008).

A lignina liberada durante o pré-tratamento reage em seguida, formando compostos
com solubilidade limitada. Estes compostos permanecem aderidos sobre a superficie do
substrato, e a lignina depositada adsorve irreversivelmente as enzimas (YANG, 2004). As
pentoses e hexoses se decompdem em furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente.
Somados, reduzem o desempenho do complexo celulolitico, de tal modo que quantidades
elevadas do biocatalisador sdo necessdrias para conseguir taxas de hidrdlise aceitdveis. De
acordo com Eckard (et al. 2011) a atividade da enzima (Ctec2-15 FPU/g glucana) foi reduzida
em 85 % na presenga de aproximadamente 20,2 % de lignina apds 24 horas de hidrdlise de
palha de milho. Estes autores mencionam que a reducdo da atividade enzimadtica seja
decorrente de uma alteracdo na conformagdo da enzima ocasionada pela alta concentracdo de

lignina presente na biomassa pré-tratada.

3.6  Tensoativos no pré-tratamento e na hidrdlise enzimética

Para potencializar a acdo das enzimas, estudos vém aplicando tensoativos durante a
hidrélise enzimatica da biomassa (BALLSTROS et al., 1998; HUYAN et al., 2007; KIM et
al., 2006; KUMAR et al., 2008). A seguir tem-se virios mecanimos propostos para descrever
como os tensoativos aumentam a atividade das celulases e a hidrélise enzimatica da biomassa:

1. Agentes tensoativos, por conterem uma parte hidrofébica em suas estruturas, podem
extrair produtos da degradagdao da lignina e hemicelulose (também hidrof6bicos)
através da formacdo de emulsodes (Figura 3.16). Assim, ocorre um aumento na taxa de
remocgao da lignina, e, consequentemente, aumenta-se a drea superficial da biomassa a

ser degradada pelo complexo celulolitico (SEO et al., 2011);
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2. Os tensoativos diminuem a adsorc¢do irreversivel das enzimas em partes da biomassa
como lignina e celulose cristalina, permitindo que a enzima continue livre em solugdo
e tendo, portanto, uma atividade superior (ERRIKSSON et al., 2002);

3. A ativacdo de um determinado aminodcido na enzima ou modifica¢do na conformacgao
das alfa-hélices melhora devido a interagdo eletrostética entre as micelas do tensoativo
e a enzima, tendo como resultado um aumento na atividade enzimatica (ECKARD et
al., 2013; LINDHOUD, 2009);

4. Agentes tensoativos protegem a enzima da desativacdo térmica apds o periodo de
incubacgdo prolongado e desnaturacio por reducao da tensdo superficial (ECKARD et

al., 2013).

Figura 3.16 — Representacido da formacao de uma emulsao por um surfactante nao
i6nico. Uma regido hidrofilica (representado em azul) e outra hidrofébica

(representado como cauda apolar).

FONTE: Arquivo pessoal.

Qing et al. (2010) avaliou o emprego de agentes tensoativos na etapa de pré-
tratamento e observaram uma liberagao significativa de lignina no hidrolisado hemicelulésico
passivel de ser capturada por emulsdes do agente tensoativo, reduzindo assim a quantidade de
lignina depositada sobre a biomassa. Estes autores demonstraram que a imersdo da palha de
milho em Tween 80, seguido por pré-tratamento com dcido diluido (140 ° C, 1 % de H,SO4)
aumentou a remogao de lignina em 52 % e em 114 % quando pré-tratadas a 220 °C. Postulou-
se que este pode ter sido devido a remocao de lignina, que € de natureza hidrofébica, por parte
da cadeia hidrofébica do tensoativo.

Testes conduzidos por Kurakake et al. (1994) demonstraram que a aplicacdo de

3,33 % (m/m) do agente tensoativo nao idnico Tween 20 durante o pré-tratamento de bagaco
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de cana de acticar a 170-190 °C promoveu uma melhoria na hidrdlise enzimédtica subsequente,
e, diminuiu a quantidade de lignina residual depositada sobre o substrato.

Os beneficios encontrados com a adicao de tensoativos no pre-tretamento e hidrélise
enzimatica também foram concomitantes com os observados em processos de sacarificagio e
fermentacdo simultaneas (SSF) para a producdo de etanol celulésico. De acordo com
Alkasrawi et al. (2003) a adicao de Tween 20 (2,5 g/L) na producdo de bioetanol reduziu em
50 % o uso de enzimas, aumentou em 8 % a producdo de etanol e reduziu o tempo de
fermentacao. Ballstros et al. (1998) utilizando como aditivo Tween 80 (0,4 g/L) (Figura 3.17)

observou um aumentou significativo no rendimento em etanol.

Figura 3.17 — Representacdo da estrutura quimica de Tween 80.

FONTE: Arquivo pessoal.

3.7 Producdo de etanol celuldsico por Scheffersomyces stipitis CBS 6054

A levedura fermentadora de xilose Scheffersomyces stipitis estd entre 0s poucos
organismos que utilizam ambos a xilose e glicose e exibem um sistema regulatdrio de
transicdo entre o processo respiratério e fermentativo (JEFFRIES, 1983). Os mecanismos
fundamentais pelos quais a fermentacdo é regulada diferem profundamente na levedura
Saccharomyces cerevisiae fermentadora de glicose e na levedura S. stipitis fermentadora de
xilose (du PREEZ et al., 1989; JEFFRIES, 1983). Em S. cerevisiae, a disponibilidade de
oxigénio € irrelevante para o metabolismo fermentativo. Glucose provoca inducdo de altos

niveis das enzimas glicoliticas e reprimem a respiracdo, conduzindo a producdo de etanol
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(BENNETZEN et al., 1982). Na levedura Crabtree-negativa S. stipitis, limitacdo de oxigénio,
ao invés da presenca tanto de glicose ou xilose, induz fermentacdo (PASSOTH et al., 1996).

S. stipitis é capaz de produzir etanol a partir de xilose sob condi¢des anaerdbicas por
possuir uma unica enzima Xxilose redutase com dupla especificidade de cofator (NADPH e
NADH) (JEFFRIES, 1983). Na maioria das leveduras e fungos, xilose redutase utiliza
somente NADPH. O metabolismo de xilose tem como passos iniciais apds o transporte de
xilose para o interior celular a inducdo da enzima xilose redutase (E.C.1.1.1.21) que catalisa a
reducdo de xilose em xilitol na presenca dos cofatores NAD(P)H e NADH como primeiro
passo do metabolismo da xilose (Figura 3.16) (BARNETT, 1976; JEFFRIES, 1983).

Posteriormente, ocorre a participagdo da enzima xilitol desidrogenase (E.C.1.1.1.9)
que emprega NAD* ou NAD(P)* como cofator, oxidando o xilitol a xilulose (SLININGER et
al., 1987). A xilulose € convertida em piruvato, um intermedidrio que conecta a via das
pentoses fosfato com a via glicolitica (TAYLOR et al., 1990; WEBB; LEE, 1990; ROSEIRO
et al., 1991). Assim, um desbalanco pode surgir sob condi¢des anaerdbicas se xilose redutase
utiliza somente NADPH, xilose desidrogenase utiliza somente NAD, e se ndo existir um
mecanismo para reduzir NADP com NADH. Assim como a xilose redutase em S. stipitis,
pode aceitar tanto NADPH ou NADH, um desbalan¢o ndo pode bloquear o consumo de xilose
sob condi¢des anaerdbicas (BRUINENBERG et al., 1984).

S. stipitis requer pequenas quantidades de oxigénio para maxima conversao de xilose a
etanol (BENNETZEN et al., 1982). Pouco etanol é formado sob condicdes estritamente
anaerdbicas (JEFFRIES, 1983). A explicacdo para este efeito do oxigénio poderia residir em
atividade mais elevada de sua xilose redutase pelo cofator NADPH.

A xilose desidrogenase tem especificidade pelo cofator NADH, assim acimulo parcial
de NADP e NADH provavelmente ainda possa ocorrer, apesar da atividade da xilose redutase
ser dependente de NADH em S. stipitis (JEFFRIES, 1983). Atividades de duas enzimas
chaves fermentativas, piruvato descarboxilase (PDC) e ADH, sdo induzidas quando S. stipitis
se torna limitada ao oxigénio e a producdo de etanol aumenta (PASSOTH et al., 1996).
Entretanto pouco se sabe sobre este processo em S. stipitis, a niveis moleculares e
fisiolégicos. Uma melhor compreensao de regulagdo metabdlica dos genes envolvidos no
metabolismo fermentativo de xilose € essencial para futuros avancos neste campo (SHI et al.,
2002).

A Figura 3.18 mostra uma representacao do pré-tratamento de material lignocelulésico
e a acdo de enzimas na desconstru¢ao de celulignina a glicose, e de hemicelulose a xilose com

subsequente produc¢do de etanol por leveduras.
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Figura 3.18 — Representacao do pré-tratamento de material lignoceluldsico e a acdo de
enzimas na desconstrucao de celulignina a glicose e de hemicelulose a xilose.
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FONTE: Adaptado de (HARISH et al., 2015).

Os compostos fendlicos provenientes da degradacido da lignina sdo responsdveis pela
diminui¢do das atividades das enzimas chave no processo de conversdo de glicose a etanol,
como a fosfofrutoquinase, fosfato desidrogenase e dlcool desidrogenase por alterarem o pH
citos6lico do microrganismo levando-o a lise celular. Assim, é desejavel diminuir a formagao
destes compostos inibidores para que o processo seja economicamente vidvel. O
desenvolvimento de técnicas para elevar os rendimentos de sacarificagdo com cargas
inferiores de enzimas na hidrélise da biomassa € um aspecto chave para tornar a producio de

etanol a partir de biomassa economicamente vidvel (LI et. al., 2015; KAZI et. al., 2010).
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3.8 Hidroélise e Fermentacdo Separada (SHF) e Hidr6lise e Fermentacdo Simultanea

(SSF)

A hidrélise enzimatica e a fermentacdo podem ser realizadas em diferentes modos de
operacdo, tais como, separadamente (SHF, sigla em inglés Separate Hydrolysis and
Fermentation), ou simultaneamente, utilizando a sacarificacio e fermentacdo
simultaneamente (SSF, sigla em inglés de Simultaneous Saccharification and Fermentation)
(LEE et al., 2009).

O processo SHF consiste primeiramente na etapa de hidrélise enzimdtica durante um
tempo 6timo para a desconstrucdo do material lignocelulésico (BEHERA et al., 2014). Em
seguida, o hidrolisado rico em glicose € destinado para a fermentacdo. A temperatura étima
para maior acdo catalitica das enzimas € cerca de 50 °C enquanto que para a fermentagao
pode variar de 30 a 40 °C. Assim, quando realizadas separadas, ambas as etapas (hidrdlise e
fermentacdo) podem ser otimizadas em fungdo de suas temperaturas Otimas
independentemente uma da outra (LEE et al., 2010).

Em contrapartida, como mencionado na literatura, durante o pré-tratamento, conforme
ocorre a despolimerizacdo de hemiceluloses, ocorre também a degradagdo da lignina em suas
unidades monoméricas que inclui compostos fendlicos e aromaticos (variam de acordo com a
biomassa lignoceluldsica utilizada) que se acumulam e sdo considerados téxicos para o
metabolismo da levedura ocasionando, por conseguinte, uma inibicao na produgao de etanol
(ZHU et al., 2015; ZENG et al., 2014).

O Processo SSF, por sua vez, combina a hidrélise enzimadtica concomitantemente com
a fermentacdo. Assim, producdo de etanol concomitante com a hidrélise enzimética, reduz o
acimulo de produtos toxicos ao metabolismo microbiano, e, por conseguinte, incrementa a
velocidade de hidrélise e producdo de etanol (COSTA et al., 2015). Em SSF também se
observa a reducd@o no custo de investimento da instalacdo, por requerer um nimero menor de
tanques. No entanto, uma desvantagem deste processo € que a temperatura deve ser em
funcdo das temperaturas 6timas de hidrélise enzimatica e fermenta¢do (LEE et al., 2010).
Além disso, a levedura utilizada no processo de SHF pode ser reciclada apds a fermentacdo, o
que ndo € possivel em SSF.

A producdo de etanol pelo processo SSF, pode ser otimizada quando o processo for
conduzido por leveduras termotolerantes. Um exemplo de levedura termotolerante € a estirpe
Kluyveromyces marxianus, que atua em uma faixa de temperatura préxima a temperatura

Otima catalitica das celulases (38-45 °C) (PESSANI et al., 2011). Neste cendrio, quando o
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bioprocesso € conduzido em temperaturas mais elevadas o desempenho da sacarificagdo
enzimatica € otimizado e, como consequéncia, uma menor dosagem enzimdtica € requerida
(BABIKER et al., 2010). Estes microorganismos devem ser tolerantes ao etanol produzido
bem como aos inibidores gerados no pré-tratamento da biomassa (OHGREN et al., 2006).

Estudos recentes sinalizam que altas cargas de sélidos ocasionam vérios problemas,
incluindo uma agitacdo do substrato ndo homogénea, e, uma alta concentracdo de compostos
téxicos causando a inibi¢do da levedura e do complexo enzimatico (HOYER, 2013).

Dahnum et al. (2015) estudou o desempenho dos processos de SHF e SSF para a
obtencdo de bioetanol a partir de restos de cascas de frutas. Foram avaliados o sinergismo
otimo entre a adicdo de diferentes cargas enzimdticas do complexo comercial Cellic® CTec2
(10, 20, 30, 40 FPU/grama de biomassa) enquanto Cellic® HTec2 foi adicionado a 20% de
Cellic® CTec2. Os experimentos foram conduzidos em frascos agitados em tampao citrato
(pH 4,8). No processo de SSF, apesar da temperatura (32 °C) empregada no processo ter sido
no sentido de favorecimento da levedura e ndo da atividade enzimadtica, observou-se elevado
consumo de glicose nas primeiras 24 horas de processo.

Estes autores mencionam que a produgdo de etanol por demandar menor tempo em
conformidade com a ag¢do da enzima de romper a estrutura supramolecular da celulose,
contribuiu para o favorecimento da conversio de glicose em etanol pela levedura
Saccharomyces cereviceae zerando praticamente a concentracdo de glicose em apenas 24 h de
fermentacdo. Os resultados sinalizaram que quando se utiliza maior carga enzimadtica
(40 FPU), poderia se produzir 4,74 % de etanol em 72 horas de fermentacdo pelo processo
SHF. Em contrapartida, pelo processo SSF pdde-se produzir 6,05 % de etanol em 24 horas.
Assim, a partir deste estudo, o método SSF foi considerado o processo mais eficiente devido a
rapida producdo de etanol e a maior concentragdo de etanol produzido (DAHNUM et al.,
2015).

A partir deste resultado, fica evidente que o processo SSF apresenta como vantagem a
minimizacdo de perdas de glicose em vista de que as etapas de hidrélise e fermentagcdo
ocorrem no mesmo reator, maximizando, portanto, a produgdo de etanol (KUMAGAI et al.,
2014). Outras vantagens tém sido relatadas em estudos recentes. Em SSF ocorre o consumo
de hexoses e pentoses e evita-se a inibicdo do produto final pela glicose e celobiose
(ALRIKSSON et al., 2011; JONSSON et al 2014).

Assim, a producdo de etanol durante a fermentagao estd atrelada a liberagcao de acgtcar
durante a hidrélise enzimatica (GARCIA-APARICIO et al., 2011). Elevadas concentracdes de

substrato conduzem a altas concentragdes de acgucares no hidrolisado, que favorecem a
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fermentacdo. Entretanto, algumas intercorréncias, como uma agitacdo ndo homogénea e a
liberagdo de potenciais moléculas toxicas, restringem a carga sélida méxima a ser utilizada
(COSTA et al.,, 2015). Dessa forma, uma regulacdo criteriosa em todas as etapas do

bioprocesso, propicia uma maximizacao da obtencao de etanol.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram conduzidos nos Laboratérios do Grupo de Microbiologia Aplicada e
Bioprocessos (GMBio) do Departamento de Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de
Lorena- EEL-USP.

4.1 Obtencgdo do sabugo de milho pré-tratado com dcido sulftrico diluido e

surfactante

4.1.1 Matéria-prima: obtengdo e preparo do sabugo de milho

O sabugo de milho, triturado, seco e ensacado (20 kg), proveniente da RASUL -
Industria e Comércio de Racgdes Ltda. — PR foi armazenado & temperatura ambiente até

realizacao das hidrélises.

4.1.2 Pré-tratamento 4cido do sabugo de milho na presenga de surfactante

O pré-tratamento acido do sabugo de milho foi realizado na planta piloto de hidrolise
do Departamento de Biotecnologia (LOT) da EEL-USP, em reator de aco inox AISI 316 com
capacidade volumétrica total de 50 litros, equipado com camisa para aquecimento indireto por
resisténcia elétrica. Foi utilizada a condi¢do de hidrdlise para o sabugo de milho estabelecida
por JOSE A.H.M (2013). Nesta condigdo otimizada de pré-tratamento dcido foram realizados
ensaios contendo diferentes concentracoes do surfactante Tween 80 (Polissorbato, pureza >
80 %).

As concentracdes de surfactante (0, 5 ¢ 10% (m/m) foram baseadas em um
planejamento experimental 2° com fase centrada e 3 repeti¢des no ponto central (Tabela 4.1).
Ap0s os diferentes pré-tratamentos os residuos solidos, sabugos de milho pré -tratados, foram
armazenados em freezer a - 20°C para posterior andlise composicional e hidrélise enzimatica.
Enquanto que os liquidos remanescentes, hidrolisados hemicelulésicos de sabugo de milho,

foram armazenados a - 4°C para posterior caracterizagao quimica.
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4.2 Hidrélise enzimdtica do sabugo de milho pré-tratado

4.2.1 Enzima

Os experimentos de hidrdlise enzimatica foram conduzidos com o complexo
enzimatico de Celulases Cellic CTec2 doado pela Novozymes A/S (Curitiba, PR). De acordo
com o fabricante este complexo é uma combinagdo de celulases potentes, contendo alto nivel
de P-glicosidades. Esse complexo apresenta estabilidade operacional nas faixas de

temperatura de 45 a 50 °C e pH de 5,0 a 5,5.

4.2.2 Hidrélise enzimatica

Os diferentes sabugos de milho pré-tratados (item 4.1) foram descongelados e lavados
abundantemente com 4gua destilada até neutralizacdo. Os experimentos de hidrélise
enzimdtica destes materiais foram conduzidos em Erlenmeyers de 125 mL nas seguintes
condi¢des: tampdo citrato de sédio 50 mmol.L™', pH 4,8, sob agitacio de 200 rpm em
incubadora de movimento rotatério a 50°C e relacdo solido:liquido 1:10 (m/v) com volume
total de liquido de 50 mL.

A carga enzimdtica foi de acordo com planejamento experimental 2° com fase centrada
e 3 repeticoes no ponto central (Tabela 4.1 e Tabela 4.2 ) com valores entre 5 a
30 FPU/gmaterial tignocelulésico seco Para o complexo enzimatico Cellic CTec2. Para prevenir
contamina¢do microbiana foi adicionado ao meio reacional azida de sédio (0,3% (m/v).

Foram retiradas amostras periddicas (1,2,3,5,8,24 €72h). O hidrolisado enzimaético foi
centrifugado a (2000 x g por 20 min) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C
para andlise de acucares (glicose, xilose e arabinose) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

A variavel resposta do processo de hidrélise enzimadtica foi o rendimento de hidrélise
da celulose (%). Deve-se salientar que quantidade de surfactante adicionada ao meio reacional
foi avaliada também neste planejamento de experimentos nas quantidades de 0 % (m/m) a

10 % (m/m) (Tabela 4.1).
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A conversdo enzimdtica da celulose foi calculada pela equagdo 4.1:

mglicose X fh

n= x100

minicial X yi

Em que: 1 = conversdo enzimatica da celulose;

4.1)

Myglicose: Massa de glicose presente no hidrolisado (g)

Mipiciai: Massa seca de material lignoceluldsico, antes da etapa de
hidrolise

y; = teor de celulose no material lignocelulésico;

fy: fator de hidrdlise da celulose (correspondente a 0,9)

Tabela 4.1 — Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 2° completo.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Surfactante no pré-tratamento — ST 0 5 10
(% m/m)
Surfactante no meio reacional — SM 0 5 10
(% m/m)
Dosagem de enzimas — E 5 175 30

(FPU/ £ de material lignoceluldsico seco)

Os niveis dos fatores serdo codificados de acordo com a equagdo 4.2 (BARROS-

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995)

X:n—an

W v )2 2

Em que: X é o valor codificado da variavel;
Vx € o valor real da variavel;

Y. Vr/2 é a média dos valores reais da variavel;



Vr1 € o valor real minimo da variavel;

Vg2 € 0 valor real maximo da variavel.

Tabela 4.2 — Matriz estatistica apresentando os niveis codificados e naturais de
um planejamento fatorial 2° com face centrada e 3 repeticdes no
ponto central.

* EJ

Ensaios ST SM E

(% m/m) (% m/m) (FPU/g de material X1 X2 X3

lignoceluldsico seco)

X1 X2
X3
1 0 0 5 11 -l
2 10 0 5 +1 -1 -1
™
) 3 0 10 5 -1+l -]
o
s 4 10 10 5 +1 +1 -1
e}
= 5 0 0 30 1A+
£
=, 6 10 0 30 +1 -1 +1
=
<
= 7 0 10 30 -1+l +1
8 10 10 30 +1 +1  +1
. 9 0 5 17,5 1 0 0
3
T L 10 10 5 17,5 +1 0 0
= 7
e £ 1 5 0 17,5 0 -1 0
° =
5]
g O 12 5 10 17,5 0 +1 0
o L
2 9
%;&3 13 5 5 5 0 0 -1
S 14 5 5 30 0 0 +1
-  PCl 5 5 17,5 0 0 0
e jé: *
2 8 PC2 5 5 17,5 0 0 0
] o) N
5 £ PC3 5 5 17,5 0 0 0
o}

"ST = Surfactante no pré-tratamento
SM = Surfactante no meio reacional
E = Dosagem de enzimas
PC1, PC2, PC3 = ponto central
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4.3  Fermentagdo

Nesta etapa do trabalho foi avaliada a condi¢ao otimizada de hidrdlise enzimética do
sabugo de milho pré-tratado na fermentagao em separado (SHF) para producao de etanol pela

levedura Scheffersomyces stipitis CBS 6054.

4.3.1 Microrganismo e obtencao de indculo para a realizacao da SHF

Foi utilizada a levedura Scheffersomyces stipitis CBS 6054 proveniente da colecdo de
cultura do USDA Forest Service, Forest Products Laboratory Wisconsin-WI (USA) mantidas
em tubos de dgar malte inclinados e conservados a 4°C.

O in6culo foi obtido a partir de uma al¢ada da cultura estoque, recém-repicada (24 h) e
transferida para frasco Erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL de meio semi-definido
YEPD (Extrato de levedura, peptona e dextrose) contendo (g/L): extrato de levedura, 10;
peptona, 20; glicose, 30. O cultivo foi conduzido em incubadora de movimento rotatério (New
Brunswick, Scientific Co.), com agitagao de 200 rpm, a 30 °C, por 24 h.

Em seguida as células foram recuperadas por centrifugacdo (2000 x g por 20 min) e
lavadas com dgua destilada esterilizada, centrifugadas novamente e apds o descarte do
sobrenadante foram utilizadas para preparar uma suspensdo de células, empregada como
in6culo. Uma aliquota do inoculo foi transferida para meio de fermentagao (SHF) para uma

concentracgdo inicial de células de 2,5 g/L.

4.3.2 Meio de fermentagdo, condi¢des de fermentacao para a realizacado da SHF

O meio de fermentacdo foi preparado utilizando a melhor condi¢do obtida na hidrdlise
enzimatica do sabugo de milho com suplementacdo de 5 g/L de extrato de levedura, 0,5 g/L
de MgS0,4.7H,0 e 3 g/L. de (NH4)>SO4. O meio foi autoclavado a 120 °C por 15 minutos. O
cultivo foi conduzido em incubadora de movimento rotatério (New Brunswick, Scientific Co.),

com agitacdo de 150 rpm, a 30 °C.



46

4.4  Métodos analiticos

4.4.1 Determinacao do teor de umidade do sabugo de milho

O teor de umidade do sabugo in natura e apds diferentes pré-tratamentos foram
determinados em balanga semi-analitica MARTE ID50 equipada com secador de
infravermelho a 105°C. Para esta determinacdo foi utilizado aproximadamente 1,0 g de
sabugo umido. O teor de umidade do sabugo foi utilizado nos célculos para quantificacdo do
volume de 4cido necessdrio no processo de hidrdlise dcida e na andlise composicional do

sabugo de milho.

4.4.2 Anadlise composicional do sabugo de milho sem tratamento e apds diferentes

pré-tratamentos

Os residuos solidos, sabugos de milho pré-tratados com acido sulfdrico diluido na
presenca de 0,5 e 10 % de Tween 80, provenientes do pré-tratamento 4cido (item 4.1.2), bem
como o sabugo in natura foram analisados quanto aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina soltdvel e lignina insolivel de acordo com a metodologia utilizada no laboratério
norte-americano NREL, 2009 (National Renewable Energy Laboratory), ‘Procedimentos
padrées para Andlise Composicional da Biomassa’ (Standard Procedures for Biomass

Compositional Analysis).

Determinacio de extrativos

Inicialmente, as amostras foram secas em estufa a 45° C e em seguida trituradas em
moinho de facas a particulas de tamanho de 20 mesh. A unidade foi determinada em balanca
de infravermelho da marca Marte ID50 nas seguintes condicdes: temperatura de 105°C e
ponto final com variacdo menor 0,2% em 30 segundos.

Para cada andlise foi utilizada aproximadamente 1,0 g de amostra. Os resultados foram
registrados em porcentagem de dgua perdida (umidade). Para execucao do protocolo proposto
o teor de umidade deve estar em aproximadamente 10%. Caso contrdrio deve-se realizar a
secagem do material ao ambiente.

Para a determinagdo de extrativos foi necessdrio remover o material ndo estrutural da

biomassa vegetal através do processo de extracdo exaustiva em Soxhlet (Figura 4.1) com
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etanol a 95 % para remover componentes soltiveis em etanol (clorofila, ceras e outros). Para
isso, foram pesadas 3 gramas de cada amostra (em triplicata) que foram colocadas em
pequenos envelopes feitos de papel filtro. Esses envelopes foram grampeados e dispostos no

interior dos extratores. A montagem do sistema de extracdo esta apresentada na Figura 4.1.

Figura 4.1 — Extracdo exaustiva em Soxhlet com etanol para a completa remog¢ao dos extrativos.

FONTE: Arquivo pessoal.

A extracgao foi realizada em um periodo aproximado de 6 horas. Apds esse tempo. Ao
desmontar o sistema, os envelopes foram retirados e mantidos a temperatura ambiente para
secagem e posterior pesagem.

A determinacdo do teor dos extrativos foi calculada de acordo com a Equacao 4.3:

%Extrativos = (1 — w}) * 100 4.3)

Massagmostra

Em que:
Massa, = massa do conjunto (envelope + extrativos) apds a extracdo e posterior secagem (g)
Massa; = massa do envelope (g)

Massaamostra = massa de amostra colocada dentro do envelope (g)
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Essas amostras sem extrativos foram utilizadas em todas as etapas da andlise

composicional.

Determinacio do teor de cinzas

Esta andlise visa a determinacdo da quantidade de material inorganico na biomassa,
seja estrutural ou extraida, como parte da composicao total. Inicialmente, os cadinhos para
incineracdo foram rotulados apropriadamente e colocados na mufla a 800°C por um periodo
de 2 horas. Os cadinhos foram resfriados em dessecador por 1 hora.

Esse procedimento em que o cadinho foi aquecido em mufla e resfriado em dessecador
foi repetido de hora em hora até peso constante do cadinho. Apds, transfere-se 1 g da amostra
para o cadinho pesado e tarado. O cadinho e amostra foram aquecidos em mufla mantida
800°C por 24 h. Apds esse tempo, esperou-se o resfriamento da mufla para remocao
cuidadosa dos cadinhos para o dessecador até atingirem temperatura ambiente para pesagem

do teor de cinzas.

Determinacio de carboidratos estruturais e lignina no sabugo de milho

As amostras a serem analisadas devem conter entre 5 a 10% de umidade. A massa
utilizada de cada amostra deve ser corrigida em funcdo de sua umidade e sélidos totais. A
preparacao destas amostras para a determinacdo de carboidratos estruturais e lignina (soldvel
e insolivel) envolvem as etapas de hidrélise dcida concentrada e hidrdlise dcida diluida.

Ap6s a remocgdo dos extrativos, em tubos de ensaio, foram pesadas 0,3 g de cada uma
das amostras em triplicata. Adicionou-se 3 mL de é&cido sulfurico 72 % previamente
preparado, e os tubos foram colocados em banho de 4gua na temperatura de 30 °C por
60 minutos. Com o auxilio de bastdes de vidro, as amostras foram homogeneizadas em
intervalos de 5 minutos. Decorrido este periodo, as amostras provenientes desta hidrdlise
acida concentrada foram diluidas por meio da adicdo de 84 mL de &4gua destilada. O
hidrolisado resultante foi entdo transferido para Erlenmeyers de 125 mL e incubados em
autoclave a 121°C por 60 minutos para a completa hidrélise dos oligdmeros.

Ap6s o periodo de incubagdo, a mistura reacional de cada frasco Erlenmeyer de
125 mL foi filtrada em filtro de vidro (GF-3) previamente seco a estufa a 105°C e tarado
juntamente com o pesa filtro. Todo o sélido do Erlenmeyer de 125 mL foi coletado através da

lavagem com 113 mL de dgua destilada. Desta forma, o filtrado (200 mL) foi coletado em
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frasco Erlenmeyer de 250 mL. Os sélidos coletados foram direcionados para a determinag@o
de lignina insolavel e o filtrado (hidrolisado) foi utilizado para a determinacdo de lignina

soluvel e carboidratos.

Determinacio de lignina solivel

O filtrado coletado foi diluido para faixa de leitura de 0,2 a 1,0 em absorbancia medidas no
comprimento de onda de 205 nm num espectrofotometro de UV-Visivel utilizando cubeta de
quartzo. Para isso, 4 mL do filtrado foi transferido para um baldao volumétrico de 100 mL aferido
com &gua destilada (dilui¢do das amostras foi de 1:25). O filtrado (200 mL) proveniente da
filtracdo da Lignina Insoldvel foi coletado em frasco Erlenmeyer de 250 mL. Deste hidrolisado,
4 mL foram transferidos para um baldo de 100 mL (dilui¢do das amostra foi de 1:25). Uma
solucdo, sem conter o hidrolisado, porém nas mesmas condi¢des, foi preparada e chamada de
‘branco’ para ser utilizada na andlise de lignina soluvel. Deste filtrado (hidrolisado diluido) foi
determinada os carboidratos pelo método de HPLC. A determinac¢do da porcentagem da lignina

soluvel foi calculada conforme a equagdo 4.4:

A X FD X

x29x100 4.4)
axb

% LigninaSoliivel =

amostra

Em que:

A = absorbancia a 205 nm.

a = absortividade, 110 L/g.cm.

b = caminho 6tico (1cm).

FD = Fator de diluicao.

V = volume da solug¢do inicial de H,SO4 a 72% (m/m) (L)

M.mosira = Massa seco da amostra inicial.
Determinaciao de lignina insolivel

Os filtros de vidro contendo os residuos sélidos provenientes da etapa de hidrolise
acida ap6s lavagem foram colocados em pesa-filtros previamente tarados e secos em estufa a
105°C até atingir peso constate. A seguir, estes filtros de vidro secos, foram transferidos a

cadinhos de incineracdo e levados & mufla a 575 °C por 24 h. A seguir, os cadinhos foram
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retirados cuidadosamente da mufla e levados diretamente para um dessecador por 1 h. Apds,

pesou-se os cadinhos e cinzas.

A lignina insoluvel foi determinada através da equacdo 4.5:

(massac,—massac,)— (massar,—massagq)
* 100 4.5)
Massagmostra

%Lignina Insolavel = (
Em que:
Massag, = Massa do pesa filtro contendo o micro-filtro com residuo insolivel (g)
Massagr; = Massa do pesa filtro contendo micro-filtro (g)
Massac; = Massa do cadinho com cinzas (g)

Massac; = Massa do cadinho (g)

Como a lignina apresentada € livre de extrativos, devemos fazer uma corre¢do para

que os extrativos sejam considerados, assim, essa correcdo € feita segundo a equagdo 4.6:

100—%Extrativos)

00 (4.6)

%Lignina insolivel 0 = YLignina insolavel
corrigida

Determinacio de carboidratos e determinacdo dos teores de hemicelulose e celulose

no sabugo de milho

As amostras, que correspondem ao filtrado da hidrdlise (antes da lavagem do residuo)
ap6s devidamente diluidas foram filtradas em filtro Sep Pak C18 (Millipore) e as
concentracdes dos agucares glicose, xilose, arabinose, bem como de 4cido acético, foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) de acordo com
item.4.4.5. Para a determinacdo da quantidade (%) de hemicelulose e celulose no sabugo de

milho foram utilizados os seguintes fatores de conversao 0,88 e 0,99, respectivamente.
4.4.3 Dosagem da atividade enzimética do coquetel comercial
A dosagem da concentracdo dos actuicares redutores liberados durante as reacdes

enzimadticas empregou o reagente DNS. Este reagente foi preparado de acordo com Teixeira

(et al. 2012) sem a adi¢do de fenol e metabissulfito pela adicdo de dgua destilada a 10 g de
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acido 3,5-dinitrosalicilico, 16 g de hidréxido de s6dio e 300 g de sal de Rochelle (tartarato
duplo de sédio e potdssio) para perfazer um volume final de 1000 mL.

A atividade de papel de filtro (FPase - Filter paper activity) foi determinada de acordo
com a metodologia padrao descrita pela [IUPAC e expressa em FPU/g (GHOSE, 1987). Este
método baseia-se na dosagem da concentragdo de acucares redutores liberados durante a
degradacao de uma fita de papel de filtro.

O meio reacional foi constituido de 0,5 mL do extrato enzimético (diluido em tampao
citrato de sédio 50 mmol/L, pH 4,8, quando necessario), 1,0 mL de tampao citrato de sédio
50 mmol/L, pH 4,8 e uma tira de papel de filtro Whatman n°1 medindo 1,0 cm X 6,0 cm
(aproximadamente 50 mg). A mistura reacional foi incubada a 50° C por 60 minutos.

A reacdo foi interrompida pela adicao de 3,0 mL de DNS, fervida por 5 min e resfriada
em banho de gelo. Desta mistura resultante, 0,2 mL foram transferidos para uma placa
contendo 2,5 mL de 4dgua para leitura da absorbancia desta mistura a 540 nm. Assim, teremos
a determinacdo da concentracdo de agucares redutores pelo método do DNS. Assim, foi

determinada a concentracao de agucares redutores pelo método do DNS.

4.4.4 Determinacdo da concentracdo celular, viabilidade, pureza da cultura e

morfologia celular

A concentragdo celular foi determinada por densidade 6tica a 600 nm, a partir de uma
curva padrdo obtida pela correlag@o entre a absorbancia a 600 nm e a concentragdo de células
determinada pela técnica de massa seca de células cultivadas em meio semi-definido.

A viabilidade da cultura foi verificada a partir de visualizacdes microscépicas de
laminas preparadas a fresco, onde as células foram coradas pela adi¢do de igual volume de
uma solugdo 0,01 (m/v) de azul de metileno dissolvido em citrato de sédio 2 % (p/v).

A pureza e a morfologia celular foram verificadas a partir de visualizacOes

microscopicas de 1aminas fixadas e coradas com fucsina.

4.4.5 Determinacdo da concentracdo de agucares, dcido acético, etanol

As concentragdes dos acucares glicose, xilose, arabinose, bem como de acido acético,
e etanol foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
empregando-se as seguintes condi¢des: 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 refragcao
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Waters 410; eluente, solu¢dao de H,SO,4 0,005M, fluxo de 0,6 mL/min.; volume da amostra
injetada, 20 uL. As amostras, apdés devidamente diluidas, foram filtradas em filtro
Sep Pak C18 (Millipore) e o eluente, antes do uso, foi filtrado a vicuo em membrana de éster

de celulose, 0,45 um de poro, 47 mm de diametro (Millipore) e simultaneamente foi

degaseificado em banho de ultra-som (Thornton) por 25 minutos (RODRIGUES, 2005).

4.4.6 Determinacao da concentracao de furfural e hidroximetilfurfural

As concentracOes de furfural e hidroximetilfurfural nos hidrolisados hemiceluldsicos
obtidos durante o pré-tratamento com acido diluido foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) de acordo com Rodrigues (2005), empregando-se as
seguintes condigdes: coluna Waters Resolve™ 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/dgua (1:8) com 1% de 4cido 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 wum de poro e 13 mm de diametro (Millipore). Na
composi¢do 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 didmetro (Millipore) e os outros
componentes como dcido acético e acetronitrila foram, nas propor¢des adequadas,
adicionados a dgua devidamente filtrada. Em seguida o eluente foi degaseificado em banho de
ultra-som (Thornton) por 15 minutos e deixado, antes de ser utilizado, em repouso por

10 minutos.

4.477 Determinacao do pH e condutividade elétrica do hidrolisado hemiceluldsico de

sabugo de milho

O pH e a condutividade das amostras dos hidrolisados hemiceluldsicos de sabugo de
milho obtidas sob diferentes condicdes experimentais foram determinadas em

pH/condutivimetro marca Mettler Toledo modelo SevenGO Duo-SG23.
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4.5  Caracterizagdo de celulignina

4.5.1 Anadlise de Microscopia Eletronica de Varredura —- MEV

Os sabugos de milho in natura e apds pré-tratamento acido na presengca ou ndo de
surfactante foram fixados sobre um porta-amostra com o auxilio de uma fita condutora de
carbono e submetidas a andlise em Microscopio Eletronico de Varredura. As imagens foram
obtidas por elétrons retroespalhados no equipamento Zeiss modelo EVO LSI15 e pelo
equipamento Phenom-World modelo Pro-X. As amostras foram dispostas de forma a
propiciar a observacdo dos sabugos de milho in natura e pré-tratados com a intencdo de se

observar as eventuais modificacdes superficiais e estruturais.
4.5.2 Andlise cristalogréfica por Difratometria de Raios X

Com o proposito de se avaliar a redugdo da cristalinidade dos materiais lignoceluldsicos
ap6s as etapas de pré-tratamento, os sabugos de milho foram preparados para andlise de
difratometria de raios X, utilizando um difratdmetro da marca BRUKER com um anodo
rotatdrio de cobre, filamento de tungsténio e monocromador de grafite no intervalo de dngulos
de 5 a 60°, passo angular de 0,05° e tempo de exposicao de 1 segundo por medida.

A cristalinidade relativa, esperada das amostras foi calculada de acordo com
(RAMOS, 2005). O indice de cristalinidade dos materiais lignoceluldsicos foi calculado pela
equacdo 4.7, segundo CAO; TAN 2002:

[, =fezzho1 5 90 4.7)
Ioo2

Em que:
I,: Indice de cristalinidade (%);
Iyp2: Intensidade do pico devido aos planos cristalinos (002), com 26 = 22,24°;
I;0;: Intensidade do pico devido aos planos cristalinos (101), com 20 = 16,46°.
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, nos fornece o valor de
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diminuicdo da cristalinidade da celulose conforme indicado nas equacdes 4.8 e 4.9 (MORI,

2015):

CQcelulosex67
Ice = -
CQcelulose in natura

(4.8)

Dc = Ice — Icmedida 4.9)
Onde:
Ice: Indice de cristalinidade esperada;
CQcelulose: composi¢cdao quimica da celulose das amostras de sabugo;
CQcelulose in natura: Composi¢ao quimica da celulose do sabugo in natura;
Dc: Diminuicao da cristalinidade;

Ic medida: Indice de cristalinidade obtido experimentalmente

4.6  Determinacdo dos parametros fermentativos

4.6.1 Fator de conversdo de agtcares em etanol e de acticares em células

O fator de conversdo expressa: massa de etanol produzido por massa de agucares
consumidos (Yp/s) e massa de célula produzida por massa de agucares consumida (Yx/s), em

gramas, e foram calculados pelas seguintes equagdes (STAMBURY et al., 1995):

A X, -X,
Ys = e (4.10)
As S, -S,
-Ap P, -P,
Ypo= L =L % 4.11)
As  S;-S,

Em que: S; e St correspondem as concentragdes inicial e final da soma dos actcares
(glicose, D-xilose e L-arabinose);
P; e P; correspondem as concentracgdes inicial e final de etanol (g/L).

Xi e Xt correspondem as concentracdes inicial e final de células (g/L).
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4.6.2 Produtividade volumétrica de etanol (Qp)
A produtividade volumétrica de etanol expressa a concentracdo de etanol produzida

(g/L) por tempo (h). Foi calculada de acordo com a seguinte equacdo (STAMBURY et al.,
1995):

4 B R (4.12)

Em que P; e Pr correspondem as concentracdes inicial e final de etanol (g/L).

t; ety correspondem aos tempos inicial e final de fermentacao (h).

4.6.3 Eficiéncia de conversdo (n)

Este pardmetro fermentativo expresso em %, representa a razdo entre Y calculado

experimentalmente e o fator de conversao tedrico de 0,508ctanol/Zactcares totais

4.6.4 Velocidades instantaneas e especificas

Para o estudo cinético do processo fermentativo, as velocidades instantaneas de
crescimento celular (dx/dt), consumo de substrato (-ds/dt), e formagao de xilitol (dp/dt), foram
calculadas pelo método proposto por Le Duy e Zajic (1973). Ao se dividir estas velocidades
instantaneas pela concentragcdo celular nos pontos em que se calcularam as derivadas, obtém-

se as velocidades especificas de crescimento (L), de consumo de D-glicose (Us) e de

produgdo de etanol ().
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise composicional do sabugo de milho

A caracterizagdo quimica do sabugo de milho in natura e submetido as diferentes
condi¢Oes de pré-tratamento com 4cido sulfurico diluido na presenca de 0, 5 e 10 % do

surfactante Tween 80 estio apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Composi¢do quimica do sabugo de milho in natura (SM) e do sabugo de milho
apOs pré-tratamento 4acido com surfactante nas concentragdes (% m/m) de:
0 (SM-0%), 5 (SM-5%) e 10 (SM-10%).

Amostras Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos Sélidos Total
1 1 sk
(%) (%) Klason (%) (%) hidrolisados (%)
(%) (%)

SM-in 40,3%£0,9 31,8%0.,8 17,3+£1,0 0,7£0,02 6,3%0,1 nd 96,3+0,8
natura

SM-0% * 31,9%+0,9 5,6%x1,2 3,0£0,3 0,2%+0,1 - 52,9%+0,1 93,8%2,2
SM-5%* 320x1,6  6,2%0,7 4,4%+1,0 0,2%+0,1 - 51,5%+22 94,4+0,3
SM-10%* 30,258  5,2%0,2 32*+1,1  0,2%0,02 - 60,5+9,2 94,0%2,8

*= composi¢do quimica do sabugo de milho pré-tratado apds correcdo com relagdo ao rendimento massico
(valores de recuperacdo mdssica utilizados na correcdo foram para SM-0% = 47%, SM-5% = 47% e SM-10% =
40%)

**= s6lidos hidrolisados a partir do SM-in natura

Fonte: Arquivo pessoal.

A composi¢do quimica do sabugo in natura (Tabela 5.1) corrobora com os teores
encontrados em outros trabalhos para celulose (35-45%), hemicelulose (35-42%) e lignina (5-
15%) (VAN DYK et al. 2012; SAHA 2003). Os teores baixos de cinzas no sabugo in natura
(0,7%) e ap6s os pré-tratamentos (0,2%) (Tabela 5.1) representam vantagem para o uso do
sabugo de milho em processos de bioconversdo em comparacdo a outros residuos agricolas,
como palha de arroz e palha de trigo, os quais apresentam teor de cinzas de 17,5 e 11,0%,
respectivamente (PANDLEY et. al. 2000).

Apés os  pré-tratamentos foram observados perdas/solubilizacio  destes
macrocomponentes (celulose, hemicelulose e lignina) (Tabela 5.1) independentemente da
adicdo do surfactante Tween 80. Nesses casos, para as condi¢des de pré-tratamentos sem
adicdo de Tween 80 (SM-0%) as perdas/solubilizacdo com relagdo ao sabugo in natura foram

de 20,9 %, 82,4 % e 82,4 % para celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente. Para o



57

pré-tratamento 4cido adicionado de 5 % de Tween 80 obteve-se valores similares para
perdas/solubilizacdo de celulose (20,9 %), hemicelulose (80,1 %) e lignina (74,6 %) com
relacdo ao sabugo in natura. No entanto, com o aumento no teor de Tween 80 para
10 % (m/m) durante o pré-tratamento 4cido observou-se também aumento nas
perdas/solubilizacdo para celulose (25,3 %), hemicelulose (83,7 %) e lignina (81,9 %) com
relac@o ao sabugo in natura.

De acordo com Nasirpour et al. (2014) o uso de surfactantes durante o pré-tratamento
de bagaco de cana de acucar resultou numa alteracdo estrutural das lignoceluloses e
proporcionaram um aumento na remocdo de lignina. No entanto, € dificil deslignificar
completamente a lignocelulose.

A localizacdo da lignina dentro da estrutura carboidrato-lignina € estdvel devido a
ligacoes fortes entre C-O-C, C-C e hidrofobicidade (KIM et al., 2003). Os elevados valores
observados de perdas/solubiliza¢do de hemiceluloses nos sabugos pré-tratados com relagdo ao
sabugo in natura sugere a remog¢ao quase que total da hemicelulose e despolimerizacao.

A hemicelulose tem uma estrutura amorfa, assim, liberacdo de seus mondmeros € mais
facil do que para a celulose. Os sabugos pré-tratados (SM-0%, SM-5% e SM-10%) estao
praticamente livres de hemicelulose o que poderd facilitar a sacarificacdo enzimadtica da
celulose na proxima etapa deste trabalho. Isto, porque a remoc¢do de hemicelulose aumenta a
area de superficie interna, proporcionando um maior acesso a celulose para as enzimas, e
diminui a ligacdo ndo produtiva de celulase com os agucares da hemicelulose (GROHMANN
et al, 1989; JEOH et al., 2007).

Os resultados evidenciam que o uso do surfactante Tween 80 como coadjuvante no
pré-tratamento com 4cido sulftrico diluido do sabugo de milho surtiu maior efeito na remoc¢ao
de lignina e hemicelulose quando empregado na concentracdo de 10% (m/m) no meio

reacional.

5.2 Caracterizacdo de celulignina apds pré-tratamento dcido

5.2.1 Andlise morfoldgica do sabugo de milho por microscopia eletronica de

varredura

O sabugo de milho apresenta em sua estrutura quatro partes distintas: palha fina, palha

grossa, anel lenhoso e medula (RAMOS, 2013). A palha fina constitui aproximadamente
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4,1 % do sabugo de milho em peso, a palha grossa 33,7 %; o anel lenhoso 60,3 % e a medula
1,9 % (ZIGLIO et al. 2009).

Através das fotomicrografias do sabugo de milho triturado (Figura 5.1) utilizado neste
trabalho foi possivel constatar que utilizou-se sabugo de milho com predominancia de um
estrutura porosa, com a formacgdo baseada na orientacdo de vérias fibras em forma circular,
como anéis se sobrepondo ao longo de eixos dando origem 4 estruturas tubulares interligadas
por uma resina resultando numa estrutura esponjosa bastante porosa que seria caracteristica da
medula; uma mais sélida, semelhante 4 madeira, com a presenca de vdrias fibras mais
orientadas também recobertas pela resina correspondendo ao anel lenhoso. No sabugo de
milho in natura analisado ndo foram observadas as estruturas palha grossa e palha fina

(Figura 5.1).

Figura 5.1 — Fotomicrografias de MEV para o sabugo in natura mostrando a regiao do anel
lenhoso (a-b) que envolve a medula, (c-d).
v g o —

20 pm EHT - 500KV Signal A= SE1 IProbe - 184pA  ApertureSize=30.00im | ajngay 10pm EHT- 500KV signal A= SE1 IProbe= 184pA  ApertureSize=30.001m | nngar
W= 70mm  Mag= 500X Spot size - 424 Chamber = 6.44¢.003Pa  FEG-UNESP WD=80mm Mag- 200KX  Spotsize- 424 Chamber =3.51¢.003Pa  FEG-UNESP

(b)

20 um EHT - 5.00kV  Signal A = SEL IProbe« 184pA  ApertureSize=30.00 WM | Angar 10um EHT=- 500kV  Signal A= SE1 IProbe~ 184pA  ApertureSize=30.00Wm  |angar
WD- g5mm  Mags 500X Spotsize = 424 Chamber =4.22¢.003Pa  FEG-UNESP WD-85mm Mags 100KX  SpotSizes 424 Chamber = 4.06e.003Pa  FEG-UNESP

(c) (d)

FONTE: Arquivo pessoal.

A Figura 5.2 revela fotomicrografias (magnificacdo de 1000 vezes) das superficies dos

sabugos de milho in natura e submetidos ao pré-tratamento adcido com surfactante Tween 80.
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Analisando a Figura 5.2 € possivel notar que a morfologia dos sabugos de milho pré-
tratados com 4cido diluido, apresentou maior porosidade e fragmentacdo em suas estruturas
em comparacdo com o sabugo in natura. O sabugo de milho tratado apenas com &cido diluido
(Figura 5.2 b) se apresenta de uma forma mais ordenada e alinhada indicando que o

tratamento preservou algumas de suas estruturas.

Figura 5.2 — Fotomicrografias de MEV (magnifica¢do de 1000 vezes) das superficies dos
sabugos de milho in natura (a) e submetidos ao pré-tratamento dcido com
surfactante Tween 80 : SM-0% (b); SM-5% (c) e SM-10% (d).

(A

(a) (b)

(c) (d)
FONTE: Arquivo pessoal.

No entanto, o sabugo de milho que foi pré tratado com 4cido diluido na presenca de

surfactante Tween 80 na condi¢do de 5 e 10 % (m/m), a morfologia se apresenta de uma
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forma mais desordenada e descompactada, sinalizando assim que a biomassa pré tratada
nestas condi¢des, facilita a acdo das enzimas durante a hidrélise enzimdtica. Tal observagdo
corrobora para os resultados anteriormente mencionados em que o pré-tratamento dcido do
sabugo de milho favoreceu as perdas dos macrocomponentes (celulose, hemicelulose e
lignina) e que o uso de Tween 80 no pré-tratamento com &4cido sulftrico diluido favoreceu a
remog¢do de lignina e hemicelulose quando empregado na concentracdo de 10 % (m/m) no

meio reacional.

5.2.2 Anadlise cristalogréfica do sabugo de milho por difratometria de raios X

A Figura 5.3 apresenta os resultados das andlises de difratometria de raios X dos
sabugos de milho in natura e apds o pré-tratamento 4cido utilizando diferentes concentragdes
do tensoativo Tween 80. A partir destes dados foram obtidos os valores de indice de

cristalinidade para as amostras de sabugo (Tabela 5.2).

Figura 5.3 — Difratograma de raios X dos sabugos de milho in natura (SM-in natura) e apds
pré-tratamento acido em presenca de surfactante nas concentracdes (%,m/m) de:
0 (SM-0%), 5 (SM-5%) e 10 (SM-10%).

160 | 3

r —— SM-in natura

E@ 140 L | — SM-0% N
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o i
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g i
©
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i)
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_.q__? L
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FONTE: Arquivo pessoal.
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A Tabela 5.2 mostra que os pré-tratamentos independentemente da presenca ou nio do
surfactante Tween 80 favoreceram uma diminuicao da cristalinidade do sabugo de milho.

Comparando-se a diminuicdo da cristalinidade em funcdo dos pré-tratamentos
realizados, encontram-se os mesmos valores (~ 60%) para as condicdes em que o surfactante
Tween 80 estava em 0% e 5%. No entanto, a diminui¢do da cristalinidade foi de 81,23%
quando se utilizou o pré-tratamento em presenca de 10% de Tween 80. Estes resultados
indicam que a combinag¢do do pré-tratamento dcido com o coadjuvante surfactante Tween 80
podem contribuir para aumentar a susceptibilidade do material a hidrélise enzimética.

Observa-se também que a cristalinidade medida (Ic) nos sabugos pré-tratados
apresentaram valores maiores do que para o sabugo in natura (Tabela 5.2). Muitos estudos
evidenciam que o indice de cristalinidade dos materiais lignoceluldsicos aumenta apds as
etapas de pré-tratamento e deslignificacdo, devido a remog¢ao da hemicelulose e lignina, as

quais sdo estruturas amorfas (CAO; TAN, 2002).

Tabela 5.2 — Cristalinidade dos sabugos de milho in natura e apOs pré-tratamento acido em
presenca de surfactante nas concentracdes (%,m/m) de: 0 (SM-0%), 5 (SM-
5%) e 10 (SM-10%).

Amostras Cristalinidade Cristalinidade Diminuicao da cristalinidade (Dc)
medida (Ic) esperada (Ice) (%)
SM-in natura 36,78 - --
SM-0% 52,83 113,05 60,22
SM-5% 51,01 109,89 58,88
SM-10% 46,78 128,01 81,23

FONTE: Arquivo pessoal.

O indice de cristalinidade de um material lignocelulésico mede a quantidade relativa
de celulose cristalina no sdlido total. Se estes valores forem corrigidos se obterd indices
menores de cristalinidade devido a medi¢do da recalcitrancia do material lignocelulésico, uma
vez que durante o pré-tratamento ocorre rompimento da estrutura rigida da biomassa vegetal,
o que diminui a barreira fisica ao transporte de massa (HIMMEL et al., 2007).

De acordo com Mosier et al. (2005), as ligagdes de hidrogénio nas cadeias inter e intra
da celulose nos materiais lignoceluldsicos se rompem mediante a aplica¢do de diferentes pré-

tratamentos alterando a sua cristalinidade. O indice de cristalinidade € utilizado para

determinar a cristalinidade da celulose, pois a determina¢cdo do indice de cristalinidade por
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DRX apresenta somente valores relativos para as regides cristalinas e amorfas (PARK et al.,
2010).

Na Figura 5.3 podem-se observar dois picos de difracdo referentes aos planos (101) e
(002), onde se tem 20 = 22,24° 20 = 16,46°, respectivamente, para o sabugo in natura, os
quais correspondem aos planos da celulose cristalina I, confirmando que a celulose nativa em
plantas superiores € a celulose 1. O pico principal 20 = 16,46° no sabugo in natura alterou-se
para valores mais baixos no eixo 20 em todos os sabugos pré-tratados. O pico em
20 = 22,24° alterou-se suavemente para valores mais elevados para os sabugos pré-tratados,
indicando uma alteracdo na ordem estrutural da celulose, incluindo expansdo na rede
cristalina e, em alguma extensdo, transformac¢do da celulose I para celulose III (NELSON;
D’CONNOR, 1964).

Os padroes de difratometria de raios X encontrados para os sabugos pré-tratados com
acido na presenca de Tween 80 nas concentracdes de 0 % e 5 % apresentaram-se muito
similares e praticamente sobrepostos, indicando que ambas as concentracdes de Tween 80
apresentaram um efeito similar sobre as mudangas estruturais no sabugo de milho in natura.
Novamente, € evidenciado pela Figura5.4 um efeito sinérgico positivo do Tween 80
empregado na concentracdo de 10% no pré-tratamento dcido do sabugo de milho, visto que
nesta situacdo os dois picos principais apresentaram-se reduzidos em relacdo ao sabugo in
natura. Estes fatos sdo representativos da diminui¢do da cristalinidade confirmada pelos

valores calculados dos indices de cristalinidade apresentados na Tabela 5.2.

5.3 Caracterizacdo dos hidrolisados hemicelulésicos de sabugo de milho apds pré-
tratamento do sabugo de milho com 4cido sulfirico diluido empregando como

aditivo surfactante em diferentes concentragdes

Os hidrolisados hemicelulésicos (HSM-0%, HSM-5% e HSM-10%) obtidos pelos pré-
tratamentos 4cido foram caracterizados em relacdo as suas propriedades fisicas (pH e
condutividade elétrica), e seus teores de agucares e compostos furanos (furfural e 5S-HMF)
(Tabela 5.3)

A Tabela 5.3 mostra predominancia do agucar xilose em relagdo aos agucares D-
glicose e L-arabinose independentemente da associacdo do surfactante Tween 80 durante o
pré-tratamento dcido do sabugo de milho. Estes resultados corroboram com o observado para
a caracterizacdo quimica dos residuos pré-tratados (SM-0%, SM-5% e SM-10%) (item 5.1)

em que se observou maior perda/solubiliza¢do da hemicelulose frente a celulose.
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Tabela 5.3 — Caracterizacdo dos hidrolisados hemicelulésicos obtidos a partir do pré-
tratamento 4cido do sabugo de milho com surfactante nas concentragcdes
(%,m/m) de: 0 (HSM-0%), 5 (HSM-5%) e 10 (HSM-10).

HSM-0% HSM-5% HSM-10%

pH 0,98 1,01 1,06

Propriedades Fisicas Condutividade (mS) 21,9 22,70 22,1
D-xilose 24,08 25,24 24,88

Acucares (g/L) D-glicose 1,24 1,39 1,72
L-arabinose 6,84 7,13 6,68

Produtos da Degradacao de Furfural 0,109 0,159 0,263
Agtcares (g/L) Hidroximentilfurfural 0,059 0,096 0,140

(compostos Furanos)

Acido Acético (g/L) 3,66 3,52 3,88

FONTE: Arquivo pessoal.

De acordo com Herrera (et. al., 2003), 4cidos diluidos conduzem a uma condicao
limitada de hidrélise conhecida como pré-hidrélise a qual é responsavel para a eficiéncia de
hidrélise da fracdo hemiceluldsica, visto que a hemicelulose € uma molécula amorfa
facilmente penetrada por catalisadores quimicos devido a desordem de sua cadeia, tendo uma
elevada taxa de despolimerizacdo e consequente liberacio de seus mondmeros para o
hidrolisado. No entanto, a degrada¢do quimica da celulose por catdlise dcida € um processo
heterogéneo que consiste da cisdao da cadeia macromolecular para formar produtos de baixo
peso molecular. Além disso, ligacdes B 1-4 glicosidicas conferem a estrutura das fibras de
celulose uma elevada estabilidade quimica (HERRERA et al. 2003).

E evidente pelos dados apresentados na Tabela 5.3 que ocorreu um aumento na
liberagdo do agucar D-glicose com o aumento da concentracdo de surfactante durante o pré-
tratamento acido. Observou-se aumento de 12,1% de D-glicose no hidrolisado hemiceluldsico
HSM-5% em relagdo ao hidrolisado hemicelul6sico HSM-0%. Esse aumento foi ainda maior
(38,71 %) na concentracio de D-glicose no HSM-10% em relagdo ao HSM-0%. Este fato esta
condizente com o que Kurakake et. al. (1994), que relata que o surfactante atua na regido
amorfa da celulose otimizando assim sua liberag¢do para o hidrolisado.

Com relacdo 4 D-xilose e L-arabinose foi observado que suas concentracdes foram
praticamente mantidas no meio reacional independentemente do uso de surfactante no pré-
tratamento. Entretanto, observa-se um aumento gradativo tanto nos teores de furfural (produto

degradacdo das pentoses) como no 5-HMF (produto de degradacdo das hexoses) com a
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elevacdo da concentracdo do surfactante Tween 80 no pré-tratamento. Em que o aumento de
furfural foi de 45,9 % e 141,3% nos hidrolisados HSM-5% e HSM-10% com relagdo ao
HSM-0%, respectivamente.

Com relacdo ao 5-HMF observou-se aumento de 62,71% e 137,3% nos hidrolisados
HSM-5% e HSM-10% com relacdo ao HSM-0%, respectivamente. Esses resultados mostram
que na presenca do agente tensoativo Tween 80, a liberagdo de aguicares nos hidrolisados
hemiceluldsicos provavelmente poderia ter sido maior, se ndo ocorresse a formagdo dos
compostos furanos (5-HMF e furfural) que sdo compostos formados a partir da degradagao de
acucares.

Os resultados obtidos com relagdo ao pH e condutividade elétrica nos hidrolisados
hemiceluldsicos de sabugo de milho (Tabela 5.3) corroboram com os valores encontrados por
José€ (2013). Neste trabalho utilizou-se as condi¢des otimizadas de pré-tratamento dcido do
sabugo de milho obtido por José (2013) que afirmou que a minimizacao da condutividade do
hidrolisado para valores em torno de 19,8 mS/cm pelo emprego do 4cido em 50 mg de dcido/g
matéria seca (relacdo sélido liquido de 1:10) e temperatura em 133°C resultou em um
hidrolisado hemicelul6sico de sabugo de milho rico em xilose (~29 g/L).

Cabe aqui salientar que em todos os pré-tratamentos foram obtidas elevadas
concentracdes de xilose (~ 25 g/L) (Tabela 5.3). De acordo com Rodriguez-Chong et. al.
(2004), sdo considerados de interesse industrial somente processos de hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos que apresentam rendimentos iguais ou superiores a 20 g/L, sendo, portanto, o
processo de pré tratamento empregado vidvel do ponto de vista industrial. Os resultados
obtidos para acido acético sd@o condizentes em vista da clivagem da ligagdo dos grupos

pendentes das cadeias de hemicelulose.

5.4  Estudo da hidrélise enzimética do sabugo de milho pré tratado por dcido diluido
na presenca de diferentes concentragdes de surfactante: metodologia de andlise de

superficie de resposta

O estudo da hidrdlise enzimdtica do sabugo de milho pré-tratado por acido diluido na
presenca de diferentes concentracOes de surfactante foi realizado em associacdo com a
dosagem de enzima e adicdo de surfactante também ao meio reacional empregando um
planejamento fatorial completo 2% incluindo 6 pontos na fase centrada e 3 repeticdes no ponto

central, totalizando 17 ensaios (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 2* com fase
centrada (6 pontos) e 3 repeti¢cdes no ponto central para os trés fatores (X, X, e

X3) e resposta (Y).
Ensaios ST SM™ E Glicose
(% (% (FPU/gee x1 X X3 (%)
m/m) m/m) material
X1 X2 lignocelulésico
SCCO)
X3
1 0 0 5 -1 -1 -1 26,17
2 10 0 5 +1 -1 -1 5848
w
E 3 0 10 5 -1 41 -1 51,49
O
= 4 10 10 5 +1 4+l -1 6431
o
= 5 0 0 30 -1 -1 +1 72,08
£
= 6 10 0 30 +1 -1 +1 91,62
=
<
= 7 0 10 30 -1 41 +1 8931
8 10 10 30 +1 41 +1 8875
R 9 0 5 175 -1 0 0 7233
3
é 3 10 10 5 175 +1 0 0 8873
s £ 1n 5 0 175 0 -1 0 71,68
° =
5]
g O 12 5 10 175 0 +1 0 79,58
o [-5)
174 Q
%;}3 13 5 5 5 0 0 -1 5297
S 14 5 5 30 0 0 +1 83,65
PCI1 5 5 17,5 0 0 0 81,03
=
S 2 P2 5 5 175 0 0 0 7658
a 3
g 8 PC3 5 5 17,5 0 0 0 7200
ol

FONTE: Arquivo pessoal.

A Tabela 5.4 apresenta os valores reais e codificados das varidveis independentes:
concentracdo de surfactante no pré-tratamento (ST, X;), concentracdo de surfactante na
hidrdlise enzimdtica (SM, X;) e dosagem de enzimas (E, X3) e a resposta rendimento em

glicose (Y)).
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Inicialmente foram realizados os ensaios correspondentes ao planejamento fatorial 2’
(ensaios 01 a 08) e 3 repeticdes no ponto central (PC1, PC2 e PC3). Nesta etapa foi possivel
selecionar fatores e interacdes de segunda ordem que foram significativos ao nivel de 90-95%
de confianca. Os pontos centrais apresentaram uma variacdo pequena, apresentando-se em
media 76,47 % para o rendimento em glicose (Y;) indicando uma boa repetibilidade do

processo (Tabela 5.4).

Constatou-se que os resultados relativos ao rendimento em glicose (Y;) apresentaram
curvatura significativa e ndo apresentavam falta de ajuste significativo no nivel de 95% de
confianga. Assim, prosseguiu-se a realizacdo dos ensaios correspondentes a face centrada
(ensaios 9 a 14) para compor o modelo estatistico para o rendimento em glicose.

Conforme as condi¢cdes empregadas na etapa de hidrélise enzimadtica do sabugo de
milho pré-tratado por dcido diluido na presenga ou ndo de surfactante, o rendimento em
glicose variou entre 26,17 % (ensaio 01) e 91,62% (ensaio 6). Neste ensaio de maior
rendimento em glicose observou-se também um bom rendimento em xilose (66,19 %) em
72 horas (Tabela 5.4).

Estes resultados mostram houve 6timo sinergismo ao se associar nivel mdximo de
surfactante no pré-tratamento 4cido em conjunto com uso maximo de dosagem de enzimas no
meio reacional explicitando, portanto, que o acesso do coquetel enzimatico 4 biomassa foi
facilitado de forma que houve maior rompimento das ligagdes constituintes da estrutura
supramolecular de celulose tornando as unidades monoméricas livres no hidrolisado
aumentando assim o rendimento em glicose.

No entanto, no ensaio 5 que difere do ensaio 6 por ndo empregar surfactante em
nenhuma das duas condi¢des (pré-tratamento e meio reacional) observa-se menor rendimento
em glicose (72 %) ( Tabela 5.4) e maior rendimento em Xxilose (86 %).

Segundo Chen et. al. (2014), tensoativos em baixas concentra¢des podem criar um
ambiente hidrofilico de forma a favorecer a dessor¢cdo da xilanase a partir de grupos
funcionais de hemicelulose, aumentando assim a hidrélise da hemicelulose. No entanto,
tensoativos em concentracdes elevadas podem enfraquecer a adsor¢do de xilanase em
hemicelulose, inibindo assim a hidrélise de hemicelulose.

Os coeficientes de regressao (Tabela 5.5) foram calculados com os resultados dos
experimentos realizados de acordo com a Tabela 5.4. Observa-se que os termos lineares das
varidveis (X;, X, e X3), bem como o termo quadrético da varidvel X3 juntamente com as

interacdes XX, e X X3 foram estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 5 %
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(p < 0,05). Os fatores e interagdes que nao foram estatisticamente significativos no nivel de

95% de confianca foram retirados da composi¢do do modelo.

Tabela 5.5 — Coeficientes de regressao para a resposta rendimento em glicose, Y| (%).

Estimativas por

Fatores Coeficiente @ Erro p - valor Intervalo (95 %)
de regressao padrao Limite inferior Limite superior

Média 77,35182 1,24 <0,0001 74,42 80,28
Xi(L) 8,05092 0,92 <0,0001 5,89 10,22
X,(L) 5,33941 0,92 0,0006 3,17 7,50
X5(L) 17,19917 0,92 <0,0001 15,03 19,36
X1(Q) 2,56633 1,77 0,1902 -1,62 6,75
X2(Q) -2,33546 1,77 0,2283 -6,52 1,85
X5(Q) -9,65426 1,77 0,0009 -13,84 -5.47
X1 X, -4,94956 1,02 0,0019 -7,37 -2,53
Xi1X;3 -3,26955 1,02 0,0152 -5,69 -0,85
X5X;5 -2,09865 1,02 0,0796 -4,52 0,32

FONTE: Arquivo pessoal.

A andlise dos residuos do modelo proposto mostrou uma disposicdo dos valores
preditos pela curva com relagdo a média e seus respectivos residuos dispostos de maneira
aleatdria (dados nao apresentados). Este fato ndo sugere um padrdo geométrico que possa
indicar uma anormalidade na distribui¢do dos residuos. Com isso, considerou-se que a curva
estd representando os pontos de maneira satisfatdria, pois os erros seguem uma distribuicao
normal.

A seguir, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), que utiliza o método do ajuste
do minimo quadrado, incluindo as médias quadriticas e as interagdes de 2° ordem, para testar
se a equacdo de regressdo era estatisticamente significativa. Como se pode observar pela
Tabela 5.6 os niveis de significAncia para os fatores e interacdes encontram-se em 95% de
confianca, indicando que o F estimado foi maior que o F Tabelado. Assim, tem-se a evidéncia

da existéncia de uma relacdo quadratica dos fatores e interagcdes (varidveis independentes)
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com a varidvel resposta que € o rendimento em glicose, indicando que todos os fatores foram

estatisticamente significativos, com bom intervalo de confianca.

Tabela 5.6 — Anélise de variancia (ANOVA) para a obtencdo de um hidrolisado rico em glicose
utilizando o complexo CellicCTec2 seguindo um planejamento fatorial 2% com
face centrada e 3 repeticdes no ponto central.

Fonte de Fatores e Soma dos Graus de Quadrado Valor Valor
variacao interacoes Quadrados Liberdade médio de F de p
Modelo 4547,29 6 757,88 64,19  <0,0001

X (L) 648,17 1 648,17 5490  <0,0001
X, (L) 285,09 1 285,09 24,15 0,0006
X3 (L) 2958,11 1 2958,11 250,53 <0,0001
X3Q) 374,40 1 374,40 31,71 0,0002
X:1X5 195,98 1 195,98 16,60  0,0022
X1X;3 85,52 1 85,52 7,24 0,0227
Residuo 118,07 10 11,81 - -
Falta 77,32 8 9,66 0,47 0,8161
de
ajuste
Erro 40,76 2 20,38 - -
puro
Total 4665,36 16 - - -
(Corr)
R*=0,9747 R’ (ajustado)=0,9595

FONTE: Arquivo pessoal.

Na Tabela 5.6, também se encontra a andlise de varidncia de ajuste do modelo
quadrético. O residuo total foi desmembrado em falta de ajuste e erro puro. Este procedimento
¢ valido uma vez que foram realizadas as repeti¢cdes no ponto central para poder se obter uma
estimativa do erro aleatdrio (erro puro). Assim, pode-se julgar de maneira quantitativa se o
modelo representa satisfatoriamente as observacoes.

Analisando a Tabela 5.6 para a resposta rendimento em glicose (Y), verifica-se que o
modelo, depois de retirada dos termos estatisticamente ndo significativos ao nivel de 95% de

confianca foi altamente significativo (p < 0,0001) e a porcentagem de variacdo explicada, de
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97,47%. O valor de p da andlise de varidncia do modelo foi menor que 0,01; indicando que
estatisticamente existe uma relacdo entre as varidveis ao nivel de 99% de confianca.

A Equacdo 5.1 descreve o rendimento em glicose previsto pelo modelo em fungdo das
varidveis codificadas, no modelo reparametrizado que contém apenas o0s termos

estatisticamente significativos (Tabela 5.6).

Y, = +77,41778+8,05092X, +5,33941X, +17,19917X; —9,53552X 2 — 4,94956X, X, — 3,26955X, X,

5.1

Em que: Y, corresponde ao rendimento em glicose (%) e X;, X; e X3 correspondem
aos valores codificados para as varidveis: concentracdo de surfactante no pré-tratamento (ST,
X1), concentracdo de surfactante na hidrélise enzimatica (SM, X,) e dosagem de enzimas (E,
X3), respectivamente.

Observa-se pela Equacdo (5.1) que para as varidveis: concentracdo de surfactante no
pré-tratamento (ST, X;), concentracdo de surfactante na hidrdlise enzimdtica (SM, X;) e
dosagem de enzimas (E, X3), os efeitos destes fatores principais foram positivos. Isto indica
que a utilizacdo de seus maiores niveis (-1) interferiu favoravelmente no aumento do
rendimento em glicose durante a hidrélise enzimética do sabugo de milho.

Devido a existéncia de efeitos de interacdo significativos (X;X; e X;X3) os efeitos
principais devem ser interpretados conjuntamente. A Figura 5.4 apresenta o rendimento em
glicose (Y) estimado em funcdo de pares de fatores. Nestes pares o primeiro fator varia de
seu nivel inferior (-1) para o seu nivel superior (+1). Enquanto que o segundo fator principal
que compde a interagdo € mantido em seu nivel inferior (linha negativa) e em seu nivel
superior (+1) (linha positiva). Assim, os efeitos de interacdo de primeira ordem, X;X; e X,X3
podem ser entendidos como a variagdo causada na resposta, quando se faz variar os niveis de

um dos fatores “dentro” de cada nivel do outro (RODRIGUES, 2014).

O rendimento em glicose foi favorecido e variou entre 80 e 90 % quando a
concentracdo de surfactante no pré-tratamento aumentou de 0 a 10 % (m/m) mantendo-se
constante em seus niveis superiores a concentracdo de surfactante na hidrolise enzimatica (X»,
10 % m/m) e dosagem de enzima (X3, 30 FPU/g de material lignocelulésico seco)- Apesar, destes fatores
(X, e X3) terem sido mais significativos na variagcdo do rendimento em glicose quando
empregados em seus niveis inferiores (Figura 5.4). Nestes casos, todos os fatores além dos
dois envolvidos na interagdo foram mantidos constantes em seus niveis centrais (Figura 5.4).

No entanto estes resultados podem ser melhores visualizados na Figura 5.5.
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Figura 5.4 — Interagdes dos fatores significativos na resposta rendimento em glicose, Y1
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FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 5.5 — Superficie de resposta e curvas de contorno para o rendimento em glicose (%)
em funcdo dos valores codificados para a concentragdo do surfactante na
hidrdlise enzimdtica (X;) e dosagem de enzima (X3).
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FONTE: Arquivo pessoal.
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Analisando a superficie de resposta e curvas de contorno, pode-se verificar a
existéncia de uma regido 6tima para o rendimento em glicose onde se encontra uma faixa de
combinacdo da concentragdo de surfactante na hidrolise enzimdtica e dosagem de enzima
(Figura 5.5). Neste caso, a concentragdo de surfactante no pré-tratamento foi mantida em seu
nivel superior (10 % m/m).

Evidentemente uma condicao de concentragdo de surfactante na hidrolise enzimaética e
dosagem de enzima serd fixada para a reacdo, no entanto este resultado de faixa 6tima das
varidveis € muito mais interessante do que apenas um valor pontual, pois ele fornece
informacdo sobre a robustez do processo. As condicdes Otimas poderiam ser obtidas

derivando-se as equacdes para se determinar o ponto critico (RODRIGUES, 2014).

Validacao experimental

A partir da anélise da superficie de resposta foi possivel determinar as condi¢des de
processo em que se obtém méximo rendimento em glicose. Esta andlise foi facilitada com o
uso do Software DESIGN-EXPERT 6.0.6. Tais condicdes empregadas na hidrolise
enzimdtica do sabugo de milho pré-tratado com &cido diluido na presenca de surfactante sdo
apresentadas na Tabela 5.7.

Vérios mecanismos subjacentes ao efeito positivo da adi¢do de surfactante na
hidrélise enzimatica foram apresentados (OLSEN et al., 2011; WANG et al., 2011). Estes
mecanismos incluem a alteracdo da natureza da celulose e a melhoria da acessibilidade das
enzimas (HELLE et al.,, 1993; KAAR; HOLTZAPPLE, 1998) reduzindo a adsorcao
irreversivel das enzima sobre a lignina (ERIKSSON et al., 2002; ZHANG et al., 2011),
melhorando a estabilidade da celulase e prevenindo a desnaturacdo enzimadtica durante a
hidrélise (KAAR; HOLTZAPPLE, 1998).

Outra possibilidade, € que o surfactante age de forma a aumentar o contato entre a
celulose e o coquetel enzimdtico, bem como permitir que a enzima atinja dreas anteriormente
inacessiveis (KAAR; HOLTZAPPLE, 1998). Além disso, Ooshima et al., (1986) mostrou que
os surfactantes impedem a adsor¢do da endoglucanase da celulose e alteram o equilibrio de
adsorcdo da endoglucanase e exoglucanase, aumentando assim a concentracdo de
endoglucanase na fase liquida. Os surfactantes melhoram eficazmente a atividade enzimatica
durante a hidrélise por ligacdo a estrutura tercidria da proteina enzimatica (YOON; ROBYT,
2005). Okino et al. (2013) mostraram que Tween 80 pode melhorar e estabilizar ndo apenas a

producdo de enzimas celulase, mas também hidrélise de celulose.
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Tabela 5.7 — Condi¢des operacionais utilizadas no ensaio experimental para validacao dos
modelos.

Variavel Valor codificado Condicao experimental

Concentragdo de surfactante +1 10%
no pré-tratamento (ST, X;)

Concentragdo de surfactante +0,96 9,8%
na hidrélise enzimatica (SM,

X>)

Dosagem de enzima (E, X3) +0,62 25,25 FPU

FONTE: Arquivo pessoal.

A Tabela 5.8 mostra os resultados preditos e observados pelo ensaio de validacao
experimental. O resultado experimental para o rendimento em glicose assemelhou-se com o
resultado predito. Apesar da existéncia de desvios entre os resultados experimentais e
preditos, pode-se considerar que os resultados obtidos no ensaio de validagdo foram
satisfatorios, indicando que o modelo pode representar matematicamente o rendimento em

glicose com um coeficiente de determinacao de 0,9747.

Tabela 5.8 — Resultados preditos e experimentais obtidos nas condi¢cdes de ponto 6timo do
processo de hidrolise enzimdtica do sabugo de milho pré-tratado com 4cido
sulfurico diluido em associa¢do com surfactante.

Variavel de resposta Resultado predito * Resultado experimental

Rendimento em glicose (%) 89,56% 80,54%

*modelos reparametrizados constituidos apenas dos pardmetros estatisticamente significativos .

FONTE: Arquivo pessoal.

Nestas condi¢des experimentais em que o rendimento em glicose foi maximizado em
(80,54%) foi obtido um hidrolisado contendo 61,98 g/L. de glicose. Também foi observado
13,02 g/L de xilose correspondendo a um rendimento em xilose de 70,66%.

A partir da concentracdo 6tima, foi tracado o perfil cinético da hidrélise enzimaética do
sabugo de milho (Figura 5.6) utilizando o coquetel enzimatico CellicCTec2.

A partir da Figura 5.6 nota-se que houve uma liberacdo maxima em 72 horas para
glicose, xilose e celobiose. Para glicose, observa-se que o periodo entre 2 horas e 24 horas foi
onde ocorreu maior liberagdo de glicose. No caso de xilose, constata-se que o periodo entre
8 horas e 48 horas foi onde ocorreu maior lise das cadeias de hemicelulose. A celobiose,

devida as baixas concentracdes foi somente possivel ser detectada a partir de 8 horas.
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Figura 5.6 — Concentragdo de agtcares em funcao do tempo da hidrélise enzimatica do
sabugo de milho na condicdo otimizada.
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FONTE: Arquivo pessoal.

Cai et al. (2016) estudou a hidrdlise enzimdtica do sabugo de milho sob condi¢des
semelhantes ao do presente trabalho (pH 4,8; agitacao 200 rpm; 72 horas de reacao). O estudo
utilizou o complexo enzimético comercial Cellulase KDN Biotech, empregando dois tipos de
pré-tratamento diferentes: 4cido e alcalino. De acordo com o autor, quando utilizado o
tratamento acido, obteve-se um rendimento de glicose ligeiramente inferior do que quando
utilizado o tratamento alcalino (CAI et al., 2016). O fato deve-se que o tratamento alcalino é
eficaz na deslignificacio da biomassa evitando, por conseguinte, potenciais inibidores
provenientes da lignina durante a hidrélise enzimética.

No entanto, observa-se que para a hidrélise enzimatica da biomassa pré-tratada pelo
tratamento alcalino, a relagdo sélido liquido foi inferior (5% m/v) ao do pré tratamento acido
(10% m/v). Além disso, nesta condicdo, foi requerida uma dosagem de 40 FPU/gmaterial
lignocelulésico seco d@ enzima Cellulase KDN Biotech, frente a 30 FPU/gmaterial lignocelulésico seco da
mesma enzima para o ensaio de pré-tratamento acido. Os rendimentos de glicose obtidos para

a biomassa pré-tratada com acido e alcali foram, respectivamente, 78,1% e 77,4-86,9%.
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Comparando ambos os resultados com o resultado do presente trabalho, nota-se que o
presente trabalho obteve um rendimento de 80,54% na condi¢do 6tima utilizando uma menor
dosagem de enzimas do que em ambos os estudos (25,25 FPU/gmaterial lignocelulssico seco)- COM
relacdo ao rendimento de hemicelulose, Cai et al. (2016) obteve um rendimento maximo de
61,90% quando utilizado a dosagem enzimatica de 40 FPU/gnaterial lignocelulsico seco- O presente
estudo obteve 70,66% utilizando 25,25 FPU/gmaterial lignocelulsico seco-

Por fim, conclui-se que a interacdo entre a adi¢do de surfactante durante o pré-
tratamento e a hidrdlise enzimadtica atuou sinergicamente com o complexo enzimético e
resultaram em um hidrolisado rico em glicose e xilose de forma a minimizar a dosagem de

enzimas requerida.

5.5 Obtengdo de bioetanol pelo processo de hidrélise e fermentagdo separada (SHF)

em condicdes otimizadas para maior rendimento de glicose

A Figura 5.7 mostra os resultados obtidos durante o ensaio de SHF para o
crescimento celular, consumo de acgicares e producdo de etanol pela levedura
Scheffersomyces stipitis CBS 6054 em hidrolisado celulésico de sabugo de milho obtido sob
condi¢des otimizadas de hidrdlise enzimética (SHF).

Constatou-se que a maxima concentragao celular (16,54 g/L) foi obtida em 26 horas
de cultivo apresentando um rendimento em células de 0,23 g/g (Tabela 5.9); Neste tempo,
obteve-se consumo de glicose de 98,95 % e mdixima producdo em etanol (26,60 g/L)
(Figura 5.7). Também foi observado que a xilose (64,90%) foi consumida
concomitantemente com a glicose e que o consumo de celobiose (60,12%) sé foi observado

apos drastico consumo de glicose.
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Figura 5.7 — Concentragdo dos agucares glicose, xilose, celobiose; produ¢do de etanol
e crescimento celular por Scheffersomyces stipitis CBS 6054 em
hidrolisado celulésico de sabugo de milho obtido sob condi¢des
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FONTE: Arquivo pessoal.
A Tabela 5.9 mostra elevada produtividade volumétrica em etanol (Qp)

(1,02 getano/L.h) a partir dos acticares (glicose, xilose e celobiose) consumidos em 26 horas de

cultivo com fator de conversdo destes aguicares em etanol (Y ) de 0,37 g/g, correspondendo a

uma eficiéncia de 74%.

As velocidades especificas médximas de consumo (Usmsx) de glicose, xilose e

celobiose foram de 0,616 guicose/Eeer-h; 0,128 yitose/Eeer-h; 0,029 geeiopiose/eer-hy TESPECtivamente,

sendo que para glicose esta velocidade apresentou-se constante por 4 horas enquanto para

xilose e celobiose o valor maximo foi atingido em 2 horas de cultivo (Tabela 5.9 e Figura

5.8). A levedura S. stipitis CBS 6054 € conhecida por ser uma excelente fermentadora de

xilose. No entanto, os resultados mostraram que ela foi capaz de consumir a celobiose com

maior velocidade especifica do que para a xilose (Figura 5.8).
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Tabela 5.9 — Pardmetros fermentativos do cultivo de S. stipitis CBS 6054 para producdo de
etanol em hidrolisado celulésico de sabugo de milho obtido sob condi¢des
otimizadas de hidrélise enzimatica.

Parametros SHF Tempo
(h)
Petanamix (g/L) 26,60 26
Qp (8etana/L.h) 1,02 26
Momax (D) 0,15 4
Msméx (Eglicose/Seet-11) 0,62 4
Msméx (&xitose/Eeel-N) 0,13 2
Msmax (Zcelobiose/Beel-N) 0,03 2
Hpmax (Zetanol/Beer-h) 0,26 4
Yo (2/8) 0,37 26
Y, (g/g) 0,23 26
Consumo de aciicares 91,83 26

totais (%)

Consumo de glicose (%) 98,95 26
Consumo de xilose (%) 64,90 26
Consumo de celobiose 60,12 26
(%)

n (%) 74,00 26

FONTE: Arquivo pessoal.

A velocidade especifica mdxima de produgdo de etanol (Upmsx) atingida em 4 horas
foi de 0,262 geunol/gee-h (Figura 5.8). A velocidade especifica maxima de crescimento (Mymax)
de S. stipitis CBS 6054 foi de 0,148 h! atingida em 4 horas (Figura 5.8). Em vista de tais
parametros serem em func¢do da célula, para se ter melhores resultados deve-se estudar como
a variacdo de pH, agitacdo e nutrientes do meio refletem nos resultados. O presente estudo

utilizou valores de pH e agitacdo otimizados para a estirpe adotada.
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Figura 5.8 — Velocidades especificas em funcdo do tempo de cultivo de S. stipitis CBS 6054
em hidrolisado celulésico de sabugo de milho obtido sob condicdes otimizadas
de hidrdlise enzimadtica de: consumos de glicose (Us-glicose), X110s€ (Us-xilose) €
celobiose (Ws-celobiose); producdo de etanol e crescimento celular (LLy).

s - Glicose

s - Xilose

- Celobiose

Hs (gglicose/gcel.h)’ “s (gxilose/gcel.h) e Hs (gcelobiose/gcel.h)
“p(getanol/gcel h)
m ()

FONTE: Arquivo pessoal.

Li et al. (2016) estudou a obteng¢ao de etanol celuldsico pelo processo SHF utilizando
como substrato cinco partes do milho (folhas, flores, sabugo, espiga e casca) empregando
também pré-tratamento 4cido nestes materiais. No entanto, o processo de sacarificacdo
enzimatica foi conduzido em shaker com agitacdo de 150 rpm e dosagem enzimatica de
15 FPU/gmaerial lignocelulésico seco (10% (m/v) de complexo enzimatico Cellulase KDN Biotech). A
etapa de fermentacdo foi conduzida em reator a 200rpm e 30°C empregando
Saccharomyces cerevisiae 3013.

Estes autores mostraram que os maiores rendimentos em glicose, xilose e etanol
foram encontrados ao se utilizar como matéria-prima o sabugo de milho por este possuir
maior quantidade de celulose do que as fibras da casca, folhas e flores resultando em um
maior rendimento de monossacarideos e etanol. Além disso, estes autores também

constataram que devido a estrutura das fibras das flores serem mais compactas ocorreu
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menor rompimento da estrutura cristalina da celulose pelo 4cido sulftrico e,
consequentemente, obteve-se baixo rendimento de glicose no hidrolisado.

Com a utilizacdo do sabugo de milho, estes autores obtiveram concentragdes de
glicose e xilose (52,7¢g/L e 4,5 g/L, respectivamente) inferiores as concentracdes
encontradas pelo presente estudo (61,98 g/ para glicose e 13,02 g/LL para xilose) O fato
pode ser explicado em vista que Li (et al., 2016) utilizaram uma dosagem enzimdtica
inferior (15 FPU/gmaterial lignocelulésico seco) @ condi¢do 6tima do presente estudo (25 FPU/gmagerial
lignocelulésico seco)- Além disso, o presente estudo teve a acdo coadjuvante do aditivo Tween 80,
que teve uma notdria atuacio no rendimento em glicose na etapa de hidrolise enzimética do
sabugo de milho.

Constatou-se ainda que a producdo de etanol obtida pelas condi¢des Ootimas
(26,60 g/LL), foi préxima a obtida por Li (et al.,, 2016) (24,0 g/L) que empregaram
Saccharomyces cerevisiae 3013. Os valores encontrados para Y, (0,37 g/g) ¢ Qp
(1,02 geuano/Lh)  sd0  proximos aos encontrados pelo autor (Y=0,476 g/lg e
Qp=1,33 geuno/L.h), no entanto a eficiéncia do processo de Li (et al., 2016) foi de 93% frente
a 74% do presente estudo. Essa diferenca na eficiéncia de conversao deve-se provavelmente

ao emprego por estes autores de Saccharomyces cerevisiae 3013.

5.6  Caracterizagdo de celulignina apds pré-tratamento acido e hidrélise enzimatica:
andlise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura e andlise

cristalografica por difratometria de raios X

A superficie do sabugo de milho pré-tratado com &cido sulfdrico diluido com o
coadjuvante Tween 80 (10 % m/m) (Figura 5.9a e subsequente hidrdlise enzimdtica nas
condi¢des otimizadas foi modificada tornando-se mais porosa e fragmentada. Tal fato
corrobora com o difratograma apresentado na Figura 5.10 em que se evidencia a acdo do
complexo CellicCTec 2 sobre a celulose cristalina. Anteriormente foi observada diminui¢do
da cristalinidade em 81,23% quando se utilizou o pré-tratamento em presenca de 10% de
Tween 80 em comparagdo com o material in natura o que pode ter favorecido o aumento da

susceptibilidade do material a hidrélise enzimética (Figura 5.9b).
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Figura 5.9 — Fotomicrografias de MEV (magnificacdo de 1000 vezes) da superficie do
sabugo de milho submetido ao pré-tratamento 4cido com surfactante Tween
SM-10% (a) com subsequente hidrélise enzimatica (b).

(a) (b)

FONTE: Arquivo pessoal.

A Figura 5.10 apresenta os resultados das andlises de difratometria de raios X do
sabugo de milho apds o pré-tratamento dcido utilizando concentragdes do tensoativo Tween
80 em 10% (m/m) com subsequente hidrélise enzimatica.

A partir destes dados foram obtidos os valores de indice de cristalinidade para as
amostras de sabugo e notou-se que os dois picos principais de difracdo referentes aos planos
(101) e (002), onde se tem 20 = 22,24° 20 = 16,46°, para o sabugo de milho antes da
sacarificac@o enzimética, os quais correspondem aos planos da celulose cristalina I, ndo foram
observados apds a sacarificacdo.

Evidenciando que o complexo enzimético agiu de forma eficiente rompendo a celulose
cristalina e que o material resultante apresentou-se amorfo. Tal resultado evidencia a atuagdo

das B-D-glucosidases (EC 3.2.1.21) sobre a celulose cristalina (WILSON, 2011).
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Figura 5.10 — Difratograma de raios X do sabugo de milho submetido ao pré-tratamento acido
com surfactante Tween 80 (SM-10%) e SM-10% ap6s hidrdlise enzimética

(SHF).
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FONTE: Arquivo pessoal.

O material residual amorfo obtido corrobora para os altos valores de glicose
encontrados nos meios reacionais. Assim, conclui-se que para a obten¢do de bioetanol, com
complexo enzimdtico CellicCTec 2 foi adequado, no entanto, para a obtencdo de outros
produtos de alto valor agregado como, por exemplo, a nanocelulose cristalina, o tratamento
enzimatico foi agressivo sobre a estrutura cristalina, ndo restando material cristalino no sé6lido

residual.
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6 CONCLUSOES

Com relacdo a andlise composicional, morfolégica e cristalografica dos sabugos de

milho in natura e apdés pré-tratamento dcido na presenca de diferentes concentragdes do

surfactante Tween 80 concluiu-se que:

O pré-tratamento 4cido do sabugo de milho favoreceu as perdas dos
macrocomponentes (celulose, hemicelulose e lignina) do sabugo de milho in natura
independentemente da adi¢do do surfactante Tween 80. No entanto, maior efeito na
remogdo destes macrocomponentes foi quando empregou-se maior concentragdo (10%

m/m) de Tween 80 no meio reacional.

Os sabugos pré-tratados (SM-0%, SM-5% e SM-10%) estdo praticamente livres de
hemicelulose e o aumento nas concentracoes de surfactante Tween 80 no meio
reacional interferiu positivamente na morfologia (aumento na porosidade,
fragmentacdo e diminui¢ao da cristalinidade) dos sabugos de milho pré-tratados com
acido diluido facilitando a sacarificacdo enzimética da celulose na préxima etapa deste

trabalho.

Com relagdo a composicdo parcial dos hidrolisados hemiceluldsicos de sabugo de

milho conclui-se que:

O uso do surfactante Tween 80 favoreceu a liberagdo de monOmeros no meio de
reacdo, no entanto nas condi¢des do pré-tratamento dcido ocorreu degradacdo destes
acucares em furfural e 5S-HMF. Estes compostos foram formados em maior quantidade

com o aumento da concentracdo de surfactante no meio reacional.

Com relacdo ao estudo da hidrélise enzimatica do sabugo de milho pré-tratado por dcido

diluido na presenca de diferentes concentracdes de surfactante em associacdo com a dosagem

de enzima e adi¢do de surfactante ao meio reacional conclui-se que:

e A andlise da superficie de resposta permitiu determinar as condicdes Stimas do
processo para obtencdo de maximo rendimento em glicose (entre 80 e 90 %) que
foi quando a concentragdo de surfactante no pré-tratamento aumentou de 0 a 10 %

(m/m) mantendo-se constante em seu nivel superior a concentracdo de surfactante
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na hidrolise enzimdtica (10 % m/m) com reducdo na dosagem de enzima

(25 .50 FPU/ £ de material lignocelulésico seco)-

e Nestas condi¢des experimentais o modelo estatistico para obtencdo de maior
rendimento em glicose foi validado experimentalmente favorecendo elevados
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 %).

Com relacdo 4 realizacdo na condi¢do otimizada de hidrélise enzimdtica do sabugo de
milho pré-tratado a fermentacdo em separado (SHF) para producdo de etanol pela levedura
Scheffersomyces stipitis CBS 6054 concluem-se que:

e Esta levedura fermentou concomitantemente os acucares (glicose, xilose e celobiose) a

etanol com elevados fator de conversdao (0,37 g.g'l) e produtividade volumétrica
(1,02 getanol.L'l.h'l). No entanto, a velocidade especifica mdxima de consumo destes

acucares foi favorecida na seguinte ordem: glicose, celobiose e xilose.

e A superficie do sabugo de milho pré-tratado com 4acido sulftirico diluido com o
coadjuvante Tween 80 (10 % m/m) e subsequente hidrélise enzimética nas condi¢des
otimizadas foi modificada tornando-se mais porosa e fragmentada. Evidenciando que
o complexo enzimatico agiu de forma eficiente rompendo a celulose cristalina e que o
material resultante apresentou-se amorfo. O material residual amorfo obtido corrobora

para os altos valores de glicose encontrados nos meios reacionais.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizacdo do SHF na condicdo otimizada, avaliando diferentes parametros durante a
fermentacdo tais como aeracgdo e diferentes composi¢des de meio.

e Realizacdo do SHF na condicdo otimizada para Saccharomyces cerevisiae.

e Extracdo e caracteriza¢ao de nanocelulose cristalina com diferentes coquetéis

enzimaticos.
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