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RESUMO

A preocupacdo com meio ambiente ¢ a necessidade de um destino adequado aos
residuos gerados no setor agroindustrial, compostos por biomassa vegetal, plantas inteiras,
palhas ou residuos agricolas, apresentam-se como uma alternativa aos produtos de origem
fossil. Além disso, o uso dos residuos agricolas contribui garantindo a sustentabilidade da
producdo e diminuindo a poluicdo ambiental. Neste sentido, o trabalho teve como objetivo
caracterizar o residuo do processo de fabricagdo de pamonha e estudar as condigdes de
hidroélise do material. Para tanto, foram realizadas metodologias comumente utilizadas para
caracterizar o material determinando a umidade, o teor de cinzas, a granulometria do
material seco, o teor de lignina insoluvel e soluvel, holocelulose, hemicelulose e a-celulose,
amido, proteina e a analise elementar. Ap6s a caracterizacdo foi realizado um pré-
tratamento com &cido sulfurico a 0,5% e temperatura de 120°C por 15 min, e, por fim,
foram estudados processos de hidrdlise a fim de verificar a melhor condigdo para obter o
maximo de conversao em agucares fermentesciveis. Os valores obtidos da concentragao de
materiais lignoceluldsicos e amido no residuo, torna este uma fonte promissora de acucares
fermentesciveis. O pré-tratamento foi eficiente, diminuindo consideravelmente a
quantidade de hemicelulose (de 54,9% para 14,3%), tornando a celulose mais acessiva.
Para o estudo da hidrolise deste residuo foi necessario complexos enzimaticos a base de
celulases e amilases. Foram realizados testes preliminares buscando as melhores condigdes
e variaveis para os estudos das hidrolises. Os melhores resultados foram com amostra pré-
tratada, utilizando as concentracdes de Accellerase® de 20 FPU/g de biomassa, de
Liquozyme® Supra 2.2 de 0,16 pL/mL e de AMG® de 2,50 puL/mL e a utilizagdo
simultanea destes complexos na etapa de sacarificagdo com tempo de hidrolise de 72h.
Com isso, foi possivel realizar um delineamento composto central rotacional (DCCR) para
maximizar as condi¢gdes de hidrdlise do material estudado, com 22% de biomassa, pH de
5,45, temperatura de 60°C e tempo de 72h, apresentando uma conversdao em glicose de
94,51% =+ 1,6, valor préximo ao obtido pelo modelo empirico, que descreveu bem o

processo de hidrolise do residuo da pamonha.

Palavras chaves: residuo agroindustrial, milho, amido, hidrolise enzimatica, pamonha



ABTRACT

Concern about the environment and the need for a suitable destination for the residues
generated in the agroindustrial sector, composed of vegetal biomass, whole plants, straws
or agricultural residues, present an alternative to products of fossil origin. In addition, the
use of agricultural waste contributes to the sustainability of production and reduces
environmental pollution. In this sense, the objective of this work was to characterize the
residue of the pamonha manufacturing process and to study the hydrolysis conditions of
the material. In order to do so, we used traditional methodologies to characterize the
material by determining the moisture content, ash content, grain size of dry material,
insoluble and soluble lignin content, holocellulose, hemicellulose and a-cellulose, starch,
protein and elemental analysis. After the characterization, a pre-treatment with 0.5%
sulfuric acid and a temperature of 120°C for 15 minutes was carried out, and, finally,
hydrolysis processes were studied in order to verify the best condition to obtain the
maximum conversion to fermentable. The values obtained from the concentration of
lignocellulosic materials and starch in the residue make it a promising source of
fermentable sugars. Pre-treatment was efficient, considerably reducing the amount of
hemicellulose (from 54.9% to 14.3%), making the cellulose more accessible. To study the
hydrolysis of this residue, it was necessary to use enzymatic complexes based on cellulases
and amylases. Preliminary tests were conducted looking for the best conditions and
variables for hydrolysis studies. The best results were with a pre-treated sample using 20
FPU/g biomass Accellerase®, 0.16 pL/mL Liquozyme® Supra 2.2 and 2.50 pL/mL
AMG®, and the use simultaneous of these complexes in the saccharification step with
hydrolysis time of 72 h. Thus, it was possible to perform a central compound design (CCD)
to maximize the hydrolysis conditions of the studied material, with 22% of biomass, pH of
5.45, temperature of 60°C and time of 72 h, presenting a conversion in glucose of 94.51%
+ 1.6, a value close to that obtained by the empirical model, which described well the

process of hydrolysis of the residue of the pamonha.

Keywords: agroindustrial residue, corn, starch, enzymatic hydrolysis, pamonha
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1. INTRODUCAO

Os produtos de refino de petroleo durante anos t€ém se tornado a principal fonte de
geracdo de energia e base para o crescimento das industrias quimicas, existindo uma forte
dependéncia mundial por esta matéria-prima de origem fossil e ndo renovavel. Uma das
atuais alternativas ¢ a utilizacdo de residuos agroindustriais como fonte de biomassa,
principalmente as lignoceluldsicas. Essas fontes podem contribuir de varias formas, sendo
uma delas a produgdo de bioetanol. Com o aumento de consumo dos combustiveis
convencionais ¢ da mudanca climatica, surge uma urgente necessidade de uso de fontes
renovaveis para um futuro sustentavel. A reutilizagdo de residuos agroindustriais
provenientes de outros processos propicia o uso de insumos mais baratos, evitando o acumulo
destas no meio ambiente (CINELLI, 2012; SANTOS, 2014; CARVALHO, 2016).

Residuos lignocelulosicos, como por exemplo, os derivados da producdo e
processamentos do milho, cana-de-actcar, abacate, entre outros, constituem uma fonte
potencial para varios outros processos industriais, sendo uma das grandes vantagens a de nao
afetar a produg¢do de alimentos. Alguns residuos do processamento do milho se mostram
ainda mais interessantes por apresentarem em sua composi¢do, além de materiais
lignocelulodsicos, o amido, que ¢ outra fonte rica em agticares fermentesciveis, tornando-se
um residuo importante para estudos e aplicacdes em diversas rotas de processo, inclusive na
de biocombustiveis (KOWALSKI et al., 2017; MITHRA et al., 2018).

A conversao de biomassa lignoceluldsica em biocombustivel, em geral, ¢ composta
por cinco operagdes principais: preparo da biomassa, pré-tratamento, hidrolise, fermentacao
e destilacao/retificacao/desidratag¢do, dependendo do biocombustivel a ser produzido. Apesar
desta conversdo ser considerada uma alternativa promissora e da existéncia de tecnologias
disponiveis para o processamento, ela ainda se depara em dificuldades técnicas e econdmicas.
Um dos principais problemas encontrados no processo de conversdo ¢ a recalcitrancia da
biomassa in natura, que se refere a protegao a deterioragdo enzimatica dada pelos complexos
lignoceluldsicos (PAULY E KEEGSTRA, 2010; CANILHA et al., 2012; ZHAO et al, 2012;
SANTOS et al., 2012; RAMOS et al., 2015).

Devido a essa recalcitrincia, o pré-tratamento destaca-se como uma etapa importante
na conversao da biomassa em agucares fermentesciveis uma vez que este tem por finalidades
aremocao total ou parcial da lignina e hemicelulose, diminuicao da cristalinidade da celulose

disponibilizando a mesma e demais moléculas sacaridicas ao coquetel enzimatico empregado
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na hidrolise, aumentando rendimento da conversdo em glicose (RUIZ et al., 2011;
PHITSUWAN et al., 2013).

Tem-se como outro ponto muito importante para a eficiéncia da conversdo da
biomassa a hidrélise, que pode ser tanto por via dcida como por via enzimatica. Na hidrolise
enzimatica, o processo € catalisado por enzimas chamadas de celulases, complexo enzimatico
que atacam as fibras de celulose, e coquetéis de a- amilase e gluco-amilase, que sdo usadas
para liquefagdo e sacarificacao, respectivamente, do amido (HAMELINCK et al., 2005,
WANGPOR, J. et al., 2017).

A bioconversdo de lignoceluldsicos em etanol tem como ponto mais importante a
eficiéncia da sacarificagcdo enzimatica, e esta ¢ afetada por vdarios fatores, como
a cristalinidade da celulose, eficiéncia do processo de pré-tratamento, escolha de enzimas no
coquetel, entre outros. Varios estudos tém sido realizados com lignoceluldsicos para
produgdo de etanol por diferentes abordagens de sacarificagdo e fermentagao, no entanto, a
literatura sobre a utilizagdo dessas biomassas de lignocelulose-amido, tais como residuo da
fabricagdo da pamonha, cascas de raizes e vegetais, contendo amido, além de celulose e
hemicelulose, ¢ escassa. Muitos desses residuos gerados de atividades domésticas causam
problemas ambientais resultantes de seu descarte irregular e abrigando pragas,
insetos e microrganismos ( MITHRA et al., 2018 ).

Embora o amido presente em matérias-primas, como milho, batata ou mandioca seja
facilmente convertido em glicose por enzimas, as biomassas contendo também
holocelulose (celulose + hemicelulose), como um polissacarideo principal requerem
diferentes estratégias de pré-tratamento e hidrdlise. Neste contexto, estudou-se o residuo do
processamento da pamonha composto de amido e materiais lignoceluldsicos, buscando a

otimizacao das condi¢des de hidrolise dessa biomassa.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/saccharification
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/crystallinity
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/process-choice
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/process-choice
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vegetable-crops
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/insect-pests
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/insect-pests
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/microorganisms
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844018339288#bib52
https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/raw-materials
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/maize
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/solanum-tuberosum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cassava
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/holocellulose
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1.1.0bjetivos

1.1.1. Objetivo geral

Estudar a hidrélise enzimatica do residuo da fabricagdo de pamonha, contendo

pericarpo do milho (Zea mays) e amido.

1.1.2. Objetivos especificos

- Caracterizar o residuo da fabricagdo de pamonha;
- Aplicar um pré-tratamento eficiente neste residuo;
- Estudar as interacdes das enzimas amiloliticas e celuloliticas na hidrolise;

- Maximizar os resultados das condigdes de hidrolise enzimatica do residuo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Biomassa

A biomassa lignoceluldsica tem como principal componente a celulose. Por ser um
recurso muito abundante e totalmente bio-renovavel torna-se um grande potencial de
producao sustentavel de produtos quimicos e biocombustiveis (ZHOU et al., 2011). Com
isso, tem-se tornado necessario o desenvolvimento de tecnologias que permitam o uso dessas
fonte celul6sica, proporcionando maior rendimento especifico por area de cultivo (PALACIO
etal.,2012).

Como descrito no trabalho de Perdices et al. (2012), a biomassa pode ser utilizada
para fins energéticos baseado em residuos primarios (agricolas e florestais), residuos
secundarios, (de origem das industrias madeireiras, moveleira, residuos de processamento de
alimentos, da produc¢do de carvao vegetal, da criagdo de animais, entre outros) e os residuos
terciarios, (proveniente do consumo de alimentos e materiais).

De acordo com Hinrichs et al. (2010), as biomassas podem ter utilidade como
combustiveis solidos (lascas de madeira), liquidos (produzidos a partir da agdo quimica ou
bioldgica sobre a biomassa solida e/ou da conversdo de acglcares vegetais em etanol ou
metanol), e gasosos (produzidos por meio do processamento com alta temperatura e alta
pressao). Ainda para os mesmos autores, o sabugo e palha de milho e outros produtos que
normalmente seriam descartados, sdo exemplos de fontes potenciais de biomassa para
obtencao de combustivel liquido.

Uma das principais fontes de biomassa sao os residuos de produgdes agroindustriais,
pois € possivel produzir mais a partir de uma mesma area plantada, além de nao competir
com a producdo de alimentos (ROSILLO-CALLE, 2010). O aproveitamento de residuos
agricolas como uma alternativa de producdo de etanol de segunda geracdo (2G) visa a
diminuicdo da degradacdo ambiental ja4 que a utilizacdo deste biocombustivel ¢ um dos
principais mecanismos de redu¢do dos gases do efeito estufa, pois parte das emissoes de gas

carbdnico ¢ reabsorvida pelas plantagdes no processo de fotossintese (ANP, 2015).
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2.1.1. O Milho e seus residuos

O milho (Zea mays spp.) tem origem no México (CABRAL et al., 2012) e é conhecido
botanicamente como cariopse. O grao de milho possui quatro principais estruturas fisicas:
endosperma, gérmen, pericarpo e ponta, como mostra a Figura 1, as quais se diferem em
composicao quimica e organizagdo dentro do grao (PAES, 2006). O milho ¢ considerado
como uma das 'culturas inteligentes', pois tem o potencial para produzir alimentos, ragdo
animal e combustivel (NDIMBA et al., 2013). O principal destino da safra do milho sdo as
industrias de ragdes para animais e para alimentagio humana (MINISTERIO DA

AGRICULTURA, 2015).

Figura 1: Principais componentes estruturais do grao de milho

Fonte: Enciclopédia Britanica, 1996

O Brasil € o 3° maior produtor de milho do mundo, com uma produgdo de 95000 mil
t no ano de 2017, atras apenas dos EUA (362094 mil t) e da China (215000 mil t). Os estados
que mais produzem milhos sao Mato Grosso, Parana, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais. Neste ultimo, o milho possui uma forte tradicdo que tém trazido bons ganhos em
produtividade (6472 kg/ha), as principais regides mineiras que mais produziram milhos
foram o Alto Paranaiba (7436kg/ha), o Triangulo Mineiro (6717 kg/ha) e o Sul de Minas
(6706 kg/ha) (SEAPA/MG, 2018).
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O etanol produzido a partir do milho apresenta vantagens como a facilidade de
armazenamento da matéria-prima, ciclo de reproducgao reduzido e pode ser fornecido no periodo
de entressafra da cana-de-agucar, destacando também o potencial da regido do presente
trabalho. Ademais, ¢ um produto que possui baixo custo quando nas regides produtores do
milho, viabilizando a produc¢do de etanol por questdes de logistica e transporte. (TREVISAN et
al, 2016).

Atualmente admite-se que as unidades produtoras de etanol de milho sao
majoritariamente flex (ja em operagdo), as quais permitem aproveitar as baixas do pre¢o do
milho, visto que os custos logisticos do transporte da regido Centro-Oeste impactam a
competitividade do produto no mercado internacional. Existe apenas uma unidade dedicada
em grande escala, instalada em 2017, que possui planos de expansdo. Estima-se que a
produgdo de etanol de milho alcance 900 milhdes de litros em 2026. O investimento estimado
¢ de cerca de R$700 milhoes, sendo que R$450 milhdes ja foram aplicados na planta dedicada

existente (MME/EPE, 2017).

O processo e producdo do etanol de milho se diferencia do processo com a cana de
agucar, pois, por se tratar do amido como fonte de aguicares fermentesciveis, sdo necessarias
as etapas de gelatinizagdo e liquefacdo, antecedendo a sacarificagdo (TREVISAN et al,
2016). Apos a utilizagdo dos graos de milho sdo gerados os residuos (palha e sabugo), os
quais podem ser aproveitados como matéria-prima ndo s6 para producio de novos produtos,
mas também atribuir outra finalidade, como por exemplo, a palha de milho, que geralmente
¢ incinerada ou utilizada como cama nos criadouros de aves nas propriedades rurais
brasileiras (PAES et al., 2015). No caso da palha e até mesmo o sabugo, podem ser utilizados
para um fim mais nobre (CABRAL et al., 2012), como a produgdo de etanol 2G, pois

possuem agucares disponiveis em sua composi¢ao.

Um outro processo interessante, e que faz parte da culinaria brasileira, ¢ a producao
de pamonha. A quantidade de residuos ¢ grande pois, além de palha e sabugo, restam o
residuo proveniente do peneiramento da massa do produto, que € composto basicamente pela
casca do milho (pericarpo) e amido nao dissolvido, assim como na producao de 6leo e etanol
de milho. Residuo esse que pode ser utilizado para diversos fins, como ra¢ao animal e, ainda
nao estudado, producao de biocombustivel. Em suma, o milho ¢ um cereal cultivado em boa

parte do mundo, tornando-se uma importante fonte de utilizacdo (CARVALHO, 2016).
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2.1.2. Pamonha

A pamonha (Figura 2) ¢ um produto herdado da cultura indigena e obtido a partir do
milho verde moido. Na sua receita mais tradicional ¢ adicionado de acgtucar cristal, sal,
margarina, 6leo de soja € como opcionais, o queijo, o creme de leite, e cozida dentro da palha

de milho (URU, 2007).

Figura 2: Pamonha

Fonte: URU, 2007

O processo de produgao da pamonha, de acordo com a empresa produtora (Aguinaldo
das Pamonhas, Patos de Minas), ¢ representado na Figura 3, e se inicia com o milho colhido
na lavoura e transportado em caminhdes até o estabelecimento, em seguida ¢ cortado e as
palhas esterilizadas. O milho passa por um processo de limpeza e por fim ¢ ralado e filtrado.
No processo de filtragdo, gera-se o residuo utilizado neste trabalho.

Apbés a filtragdo a massa é colocada num recipiente para ser temperada.
Posteriormente, as pamonhas sdo empalhadas adicionando o recheio, que pode ser queijo ou
carnes desfiadas, entre outros. Apds, as pamonhas sdo cozidas e armazenadas em caixas

térmicas ou congeladas.
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Figura 3: Fluxograma de produ¢do da pamonha
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Fonte: Proprio autor

O consumo da iguaria ¢ elevado principalmente nos estados de Goias, Sdo Paulo e
Minas Gerais. De acordo o produtor de pamonhas de Patos de Minas, proprietario da
Aguinaldo das Pamonhas, diariamente ¢ produzido de 800 a 1000 pamonhas, consumindo
aproximadamente 2400 espigas no mesmo periodo, gerando 1 tonelada de residuo por dia.
Desse residuo, os sabugos sao secos e colocados como fonte de energia na caldeira da fabrica,
a palha ndo utilizada para a produg¢ao e o residuo da massa da pamonha sdo utilizados apenas
como alimentacdo secundaria para gados.

O engenheiro agronomo responsavel pela Pamonharia Gourmet, em Sdo Paulo,
apresenta dados semelhantes, onde a produgao diaria é de 900 a 100 pamonhas. Segundo o
mesmo, o gasto de espigas € menor, sendo aproximadamente 1 espiga por pamonha, gerando
diariamente 500 kg de residuo.

Com isso, surgiu o interesse em estudar esse residuo composto de casca de milho e
amido, que ¢ gerado em grande quantidade na regido do Alto Paranaiba, grande produtora de
pamonha, buscando identificar as melhores condi¢des de hidrélise e posterior produgdo de

biocombustiveis.

2.2.Caracterizacao da biomassa

A Dbiomassa, residuo da producdo agroindustrial, ¢ composta de materiais

lignoceluldsicos e, no caso da biomassa de milho, possui também amido em sua constitui¢ao.
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2.2.1. Composigado lignoceluldsica

A parede celular da biomassa ¢ composta principalmente por celulose, hemicelulose,
lignina, extrativos e varios compostos inorganicos, estruturas estas que sao responsaveis por
criar uma barreira natural contra a agdo de microrganismos e sendo, também, resisténcia das
planas as interpéries, exemplificados na Figura 4 (TAHERZADEH e KARIMI, 2007
LUCIA, 2008; CARLI, 2011; KAHR et al., 2013; LANGAN et al.,2014).

Figura 4: Esquema da parede celular de uma planta
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Fonte: IMBROISI, 2015

A quantidade desses componentes varia de acordo com o tipo de biomassa e se
encontram nas proporcdes de 40 a 60% de celulose, 15 a 50% de hemicelulose, 10 a 30% de
lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos (LORA et al., 2012; CARLI, 2011;
SANTOS et al., 2012), como mostra a Tabela 1. Os processos de hidrélise e fermentagao

sofrem forte influéncia nos rendimentos dependendo da estrutura e composi¢ao da biomassa
(SILVA, 2010).
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Tabela 1: Composi¢do quimica parcial de alguns materiais lignoceluldsicos

Material lignoceluldsico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)

Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4
Sabugo de milho 31,7 347 20,3
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Palha de arroz 43,5 22,0 17,2
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Palha de sorgo 34,0 44,0 20,0
Casca de aveia 30,5 28,6 23,1
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
Eucalyptus globulus 46,3 17,1 22,9

Fonte: Adaptado de SILVA, 2010.

A celulose (Figura 5a) ¢ um polimero linear de alta massa molecular constituido
unicamente por unidades a-D-glucose ligados entre si pela ligagdo 1,4. A hemicelulose (Figura
5b) também ¢ um polissacarideo, mas € constituido por varios tipos de unidades de actcar,
resultando em um polimero ramificado e de cadeia curta. A hemicelulose e a celulose tém a

funcdo de material de suporte nas paredes celulares (SJOSTROM, 1981; BROWNING, 1967).

Figura 5: Estrutura molecular da celulose (a) e hemicelulose (b)
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A lignina (Figura 6) ¢ constituida de um sistema aromatico composto de unidades fenil-
propandides. E de natureza amorfa e geralmente insoltivel em solventes comuns. A lignina difere
dos polissacarideos por sua resisténcia a hidrolise acida e sua grande reatividade frente a
oxidantes e outros reagentes. A lignina esta localizada entre as paredes celulares e ¢ responsavel

pela rigidez destas paredes (SJOSTROM, 1981; BROWNING, 1967).

Figura 6: Estrutura molecular da lignina
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Fonte: BROWNING, 1967

A holocelulose ¢ o produto obtido ao se fazer uma deslignificacdo (maxima remocdo de
lignina possivel) de modo que todos os polissacarideos sejam preservados (FENGEL et al., 1983).

Os extrativos sdo as substancias que sao removidas pela extracdo com solventes neutros.
Os extrativos s3o considerados como partes ndo-essenciais das paredes celulares.
Aparentemente estes extrativos ndo desempenham nenhum papel vital para as plantas, e desta
forma, estes extrativos sdao tratados como produtos de um metabolismo secundario
(BROWNING, 1967). Estes extrativos sdao classificados como compostos aromaticos
polifendlicos, terpenos, acidos alifaticos, dlcoois, substancias inorganicas € outros componentes
menores, como hormonios, etc. Foram classificados em 1939 por Kurth (1933) como materiais

que seriam soluveis em éter etilico, alcool etilico e agua.
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2.2.2. Amido

O amido, um polissacarideo ramificado de unidades de D-glicose, ¢ a principal reserva
de alimento das plantas, sendo sintetizado na forma de granulos aparentemente esféricos,
constituido por duas partes distintas (Figura 7) (CORRADINI et al., 2005):

- Amilose: polimero linear ligagdes do tipo a-1,4 entre as unidades de glicose e que
corresponde tipicamente a 15-30 % da massa total do amido;

- Amilopectina: regido ramificada do amido, devido a presenca de ligagdes do tipo a-

1,6.

Figura 7: Estrutura dos componentes do amido.
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Fonte: CINELLI, 2012

A cristalinidade do amido ¢ dada, principalmente, pela estrutura organizada na forma de
aglomerados da amilopectina, na qual ¢ alternada regides altamente ordenada, de cadeias
paralelas, e regides menos ordenadas, nas porgdes ramificadas. A amilose ¢ vista como uma
porcao independente, que se dispde aleatoriamente nos granulos entre as regides amorfas e
cristalinas da amilopectina, como uma fragao movel (OATES, 1997).

Componentes secundarios também sdo encontrados na estrutura do amido, divididos em
trés principais categorias (BULEON et al., 1998):

(1) Provenientes de fragmentos da parede celular;
(i1) Componentes superficiais;

(111)  Componentes internos.
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Esses componentes sdo, principalmente, lipideos, fosforo, proteinas, minerais e sais,
além de serem encontrados enzimas, aminoacidos e acidos nucleicos na superficie

(BULEON et al., 1998; HOOVER, 2001).

2.3. Pré-tratamento

Para facilitar a bioconversdo e aumentar o rendimento da fermentagdo, algumas
técnicas de pré-tratamentos t€ém sido propostas e sdo vistas como pré-requisitos para
viabilizar a conversdo total do processo. Tais técnicas sdo baseadas em processos fisicos,
quimicos, biologicos ou na combinacao destes (CARVALHO, 2011). O pré-tratamento tem a
finalidade de quebrar as barreiras morfoldgicas, dindmicas e mecanicas facilitando o acesso
das enzimas aos polissacarideos, para entdo obter uma eficiente conversao em agucares
fermentesciveis (LANGAN et al., 2014; RABELO et al., 2010; SILVA, 2011). Para isso, o
pré-tratamento deve ser seletivo e de acordo com a biomassa, pois certamente ¢ a etapa que
interfere diretamente em todo o processo produtivo. Além disso, o pré-tratamento deve
diminuir a formacao de inibidores da hidrélise enzimatica, facilitar a utilizacdo de uma menor
carga de enzimas para completa hidrolise, evitar a perda de agucares durante o processo,
permitir a recuperagdo da lignina e de outros compostos significativos para a conversao de
outros produtos ¢ minimizar o uso de energia (ROCHA et al, 2016). Os principais pré-
tratamentos sao:

- Biologicos: Sdo métodos seletivos que consistem na degradagdo biologica da lignina,
usando fungos como microrganismo que produzem enzimas para solubilizar a lignina, bem
como a liberar a hemicelulose. A principal vantagem desse processo ¢ o baixo consumo de
energia e condi¢des ambientais moderadas. Por outro lado, ¢ um procedimento caro, com
baixos rendimentos e longos tempos de reagdo (HAMELINK et al., 2005; BALAT et al.,
2008).

- Fisicos: Tem a finalidade de diminuir a granulometria da biomassa, aumentando
superficie de contato e facilitando a etapa de hidrélise. Tais como a moagem, o ultrassom,
entre outros (BAUDEL, 2006; PERDICES et al., 2012).

- Quimicos: Sao mais baratos e efetivos, destacando a utilizagao de acido diluido que
solubiliza e remove a hemicelulose, tornando a celulose mais acessiva (SAHA et al., 2005;

SANTOS et al., 2012), e os alcalinos que operam com parametros de temperatura e pressao
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mais moderados e sdo usados no tratamento de materiais com reduzido teor de lignina (KIM
e HOLTZAPPLE, 2005).

- Fisico-quimicos: Sao métodos que combinam outros tipos de pré-tratamento, como
processos hidrotérmico, a extragdo por amonia, ¢ a explosdo a vapor, onde a biomassa ¢é
exposta ao contato com o vapor e mantido por determinado intervalo de tempo, temperatura e
pressdo a fim de promover a deslignificacdo, diminuindo o grau de cristalinidade e grau de
polimerizacao da celulose e parcial ou completa hidrdlise da hemicelulose e aumentar a area
superficial da biomassa (PERDICES et al., 2012).

A escolha do método de pré-tratamento depende do material a ser utilizado, observando
sua natureza fisica, composi¢do quimica e propriedades, bem como as modificagcdes que se
pretende fazer (ROCHA et al, 2016).

Rocha et al. (2016) propuseram um estudo dos pré-tratamento de residuo do milho, onde
foram avaliados os fatores tempo, temperatura e concentracao de acido sulfurico (H2SO4 ag),
encontrando como melhor resposta, em teores de acticares redutores, os ensaios a 120°C, 15
min ¢ 0,5% de H2SO4 e 110°C, 7 min e 2% de acido. Com essas condic¢oes, foi realizado a
hidrdlise enzimatica e fermentagcdo, onde o maior rendimento da fermentacdo foi dado na
condi¢do a 120°C, 15 min e 0,5% de H2SO4aq, sendo este 70,8% para o sabugo e 92,9% para
a palha de milho.

Li, P. et al. (2016) estudaram o pré-tratamento de diferentes partes do milho utilizando
H2S04.q na concentracao de 2% e a espiga obteve o melhor rendimento em glicose (94,2%).
Carvalho (2016), em seu estudo da hidrdlise e fermentagcdo da palha e do sabugo do milho,
utilizou o pré-tratamento sugerido por Rocha (2016), 120°C, 15 min e 0,5% de H2SO4aq, €
obteve um rendimento massico de 74% para a palha do milho e 73% para o sabugo, sua

fermentagao teve eficiéncia de 90,97%.

2.4. Hidrolise

Como os materiais lignoceluldsicos ndo contém monossacarideos disponiveis para a
bioconversdo ¢ necessario hidrolisa-los para tornar os acucares fermentesciveis, a hidrolise
pode ser via 4cida ou enzimatica (CARDONA et al., 2010). A hidrélise 4cida da celulose
apresenta o inconveniente de requerer o emprego de elevadas temperatura e pressao, levando a
destruicao de parte dos carboidratos e a obtengao de produtos de degradagdo potencialmente

toxicos aos microrganismos. A hidrolise enzimatica se mostra com um maior potencial para
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desenvolvimento por ser mais seletiva, devido a especificidade das enzimas, por operarem em
condig¢des brandas de pH e temperatura, evitando problemas de danificagdo dos equipamentos,
gerando economia de energia e necessitando de equipamentos menos rigorosos do que a acida
(LYND et al., 2002).

Visando a melhoria do rendimento e velocidade de reacdo, surge varios estudos que
visam otimizar o processo de hidrolise, bem como a atividade enzimatica dos complexos
utilizados (SOUZA, 2016).

O complexo enzimatico ideal deve ser constituido por enzimas responsaveis pela
degradagdo dos materiais lignoceluldsicos que sdo as celulases, hemicelulase, xilanases e
pectinases e pela quebra do amido, que podem ser as alfa e beta amilases e amiloglucosiades.
Segundo GUSAKOV et al. (2007) o complexo celuloliticos ideal deve consistir em um coquetel
constituido por essas enzimas. Essas composicdoes que determinam as condi¢des de pH,
temperatura, tempo de reagdo, concentracdo de enzima e quantidade de biomassa utilizadas,

devem ser estudadas, determinadas e otimizadas para cada caso em que for aplicado (RABELO,

2010).

2.4.1. Enzimas celuloliticas

A estrutura da celulose pode ser quebrada por intermédio de um complexo enzimatico
que recon heca ligagdes B-1,4 glicosidicas entre moléculas de glicose, denominadas celulases
(CAO e TAN, 2002). Essas enzimas, altamente especificas, agem em sinergia e podem ser
classificadas dependendo do local de acao no polimero de celulose, como endoglucanases (endo
1,4-D-glucanohidrolase), as exoglucanases/celobiohidrolase (1,4-B-D-glucana-
celobiohidrolase) e as B-glucosidases (ZHANG e LYND, 2004; CASTRO, 2006; FERREIRA,
2010; ARANTES e SADDLER, 2010).

As endoglucanases iniciam a hidrélise da celulose nas regides menos cristalinas
(amorfas) diminuindo o comprimento das mesmas e consequentemente gerando outras
extremidades livres. O grupo das exoglucanases (EC 3.2.1.91), ¢ constituido por
celobiohidrolase (CBH) e glucanohidrolase (GH), que sdo capazes de liberar glicoses
diretamente da fibra celulésica. E as B-glucosidases (EC 3.2.1.21), que representam um grupo
de grande expressao dentre as enzimas hidroliticas, atuam nos residuos de celodextrina (GP<7)
e celobiose hidrolisando-os a glicose (DASHTBAN, et al., 2009; QUIROZ-CASTANEDA;
FOLCH-MALLOL, 2011).
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As enzimas celuloliticas atuando em substratos insoliiveis sdo caracterizadas como
reagoes heterogéneas, ¢ podem ser descritas em 3 etapas (ZHNAG; LYND, 2004):
1. Mudangas fisicas e quimicas na celulose ainda insoluvel;
2. Etapa que libera os oligdmeros soliveis, ocorre com a a¢do das endoglucanases e
exoglucanases na interface sélido-liquido;

3. Etapa em que os intermedidrios soluveis sdo quebrados em glicose, pela B-glicosidase.

SOUZA (2016) estudou o efeito das enzimas comerciais Cellic Cetc® 2 e
Accellerase® 1500 nas fragdes celulosicas da palha de cana-de-agticar, bem como as possiveis
varidveis que influenciam no processo e obteve como melhores resultados o complexo
enzimdtico Cellic Cetc® na concentragdo de 13 FPU/gpiomassa, uma carga de solidos de 15% e
experimentos sendo realizados em reatores. Santos (2014) também utilizou a Accellerase®
1500 em seus experimentos para avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos que aplicou nos
residuos de milho e, com carga de sélido de 1% e 2 mL de enzima, obteve valores de 34,3% a
83,3% para conversao enzimatica e valores de 56,3% a 92,9% de eficiéncia de fermentacao

alcdolica.

2.4.1.1. Accellerase® 1500

Um complexo enzimatico produzido com uma estirpe modificada de Trichoderma
reesei destinado a biomassa lignocelulosica utilizadas em industrias de processamento,
incluindo combustiveis renovaveis e produtos quimicos. Este complexo possui uma
combina¢do eficaz de enzimas que modificam e digerem, efetivamente, carboidratos nao-
amilaceos, sendo que contém multiplas atividades enzimaticas: exoglucanase, endoglucanase,
hemicelulase, betaglucosidase e outros, sendo indicada pelo fabricando as condi¢des de
temperatura de 50°C e o pH 4,8. O desempenho da hidrolise de biomassa deste complexo
enzimatico ¢ um resultado sinérgico do efeito de todas as atividades contidas nele (DUPONT,

2011).
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2.4.2.  Enzimas amiloliticas

Assim como os lignoceluldsicos, o amido também necessita de quebras em sua
estrutura para que possa se tornar viavel para fermentagdo. Para a conversao eficiente do amido
em compostos menores € necessaria uma agao coordenada de enzimas especificas.

A primeira ¢ a gelatinizag@o, onde ocorre um rompimento da ordem das moléculas do
amido com mudangas irreversiveis nas propriedades do mesmo (BENINCA, 2008). Nas altas
temperaturas de gelatinizagdo as ligacdes de hidrogénio entre amilose e amilopectina se
rompem, reduzindo a cristalinidade e possibilitando o inchaco dos granulos devido a entrada de
agua (HOOVER, 2001).

Ap0s a gelatinizacdo, a hidrdlise do amido segue e pode ser realizada por via acida ou
enzimatica. A especificidade da hidrdlise enzimdatica ¢ a principal caracteristica frente a
hidrélise quimica, tanto a reagao, quanto ao substrato (EL-DASH et al., 1982; OBEL, 2001).

As enzimas amiloliticas podem ser divididas em duas grandes categorias, conforme
sua acao:

- As endoamilases, que atuam nas ligacdes glicosidicas do tipo a-1,4, de uma maneira
aleatdria, no interior da molécula de amido, resultando na formagdo de oligossacarideos
ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias.

- As exoamilases, que hidrolisam, sucessivamente, ligacdes glicosidicas a partir da
extremidade ndo redutora das mesmas, resultando em produtos finais menores (GUPTA et al.,
2003).

Mesmo com inumeras tentativas de padronizagdo, a atividade enzimética dos
complexos ¢ especifica de cada fabricante, sendo que cada uma tem seus substratos,
temperaturas e pH diferentes (TORRES, 2009).

Usualmente, a fermentacdo do amido de milho ¢ feita em conjunto com a hidrélise
enzimatica, o que dificulta e encarece o processo, com isso Trevisan et al. (2016) propuseram
uma avaliacao desses processos separadamente, utilizando complexos enzimaticos comerciais.
Parazzi (2017) testou a viabilidade de hidrolisar o amido do caldo de cana de aglcar para
aumentar o rendimento da fermenta¢do na producao de etanol.

Em estudos com biomassas menos comuns, Urbano (2017) trabalhou com enzimas
amiloliticas comerciais visando hidrolisar o amido de mandioca para produ¢do de etanol.
Kowalsk et al. (2017) estudaram as enzimas comerciais na hidrélise amido do carogo de

abacate, obtendo um rendimento de 33,83% na fermentacao.
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Levando em consideracdo o residuo de estudo do trabalho, que possui em sua
composi¢ao celulose, hemicelulose e amido, ¢ possivel analisar o trabalho de Lesiecki et al.
(2012), que estudaram complexos enzimatico amiloliticos, celulolitcos e pepitidicos para a

polpa de batata, verificando a possibilidade de trabalhar em conjunto ou separado.

2.4.2.1.Liquozyme® Supra 2.2X

Uma o-amilase termoresistente otimizada, produzida a partir do Bacillus
licheniformis, para diminuir o comprimento da cadeia do amido antes da sacarificacdo e da
fermentac¢do com levedura, hidrolisando liga¢des (1,4)-alfa-D-glicosideo. Esta enzima trabalha
com temperaturas proximas a 90°C e a atividade enzimatica declarada pelo fornecedor ¢ de 300
KNU/g (KNU - Unidade de kilo novo de alfa-amilase, ¢ a quantidade de enzima que decompde
5,26 g de amido por hora, pelo método padrao da Novozymes). Utilizada na chamada fase de
liquefagao da produgao do etanol, a Liquozyme® quebra os amidos complexos em cadeias de
dextrina menores, reduzindo a viscosidade da solugdo, preparando-o para processamento na

etapa seguinte (NOVOZYMES, 2008b).

2.4.2.2. AMG® 300

Uma amiloglicosidase de grau alimenticio, produzida a partir de uma cepa selecionada
de Aspergillus niger, hidrolisa as ligagdes (1,4) e (1,6)-alfa-D-glicose nas extremidades ndo-
redutoras do amido apds o processo de liquefagdo. A AMG® tem atividade enzimatica
declarada de 300 AGU/mL (AGU — Unidade de amiloglucosidase ¢ definida como a quantidade
de enzima que cliva 1 pumol de matose por minuto sob condi¢des de ensaio padrdo utilizando
concentragdo de substrato 10 mg/ml, 37°C, ph 5,0 por 30 minutos) e ¢ recomendada para

sacarificagdo do amido na producdo de glicose (NOVOZYMES, 2008a).
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3. MATERIAL E METODOS

Este capitulo apresenta os materiais utilizado no desenvolvimento experimental do

trabalho, bem como as metodologias empregadas.

3.1.Material

Os ensaios e analises quimicas foram realizados nos Laboratérios do Curso de
Engenharia de Alimentos, no Campus Patos de Minas — Universidade Federal de Uberlandia e
em laboratorios de outros Institutos parceiros, na mesma Universidade. Os reagentes utilizados
foram todos de pureza analitica. Os complexos enzimaticos comerciais utilizados foram:
Accellerase® 1500 da DuPont, Liquozyme® Supra 2.2X e AMG® 300 da Novozymes e
gentilmente doados por LNF Latino Americana Cons. Ass. Imp. Ltda.

A biomassa, residuo da fabricagdo de pamonha (Figura 8), foi fornecida por um dos
principais produtores da regido, Aguinaldo das Pamonhas, situado na Rodovia MG354, Km 9,5
— Patos de Minas/MG.

Figura 8: Biomassa in natura.

Fonte: Proprio autor

3.2.Métodos

Todas as amostras e experimentos foram realizados em triplicata.
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3.2.1. Determinag¢do da atividade enzimatica pelo método das taxas iniciais

Foi utilizado o complexo enzimatico celuloliticos comercial Accellerase® 1500 da
Dupont. Para a determinacdo da atividade real do complexo comercial foi realizado um estudo
da atividade enzimatica de celulase total (FPase), a atividade foi avaliada como a velocidade de
hidrolise da celulase proveniente do papel filtro, segundo metodologia de Ghose (1987). Onde
a atividade foi analisada pela concentra¢do de enzima que libere 2,0 mg de acticares redutores
a partir de 50 mg de papel filtro Whatman n°1 durante 60 minutos e a quantificacao dos agtcares
redutores ¢ realizada pelo método que utiliza o 4acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).

Para os complexos enzimaticos amiloliticos, Liquozyme® Supra 2.2X e AMG® 300, foram
realizadas andlises de taxas iniciais como método para determinagdo de sua atividade
enzimatica, respeitando as etapas de gelatinizagao (banho maria a 90°C por 15 min), liquefagdo
(0,16 puL/mL de Liquozyme® Supra 2.2 X, pH 5,5 a 90°C por 15 min com pontos de 3 em 3
minutos) e sacarificagdo (2,50 uL/mL de AMG® 300, pH 4,8 a 50° por 45 min com pontos de
5 em 5 minutos), e coletando pontos para a obtencdo de uma curva em valores de concentragao

de glicose, analisados por de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.2.2.  Andlise das concentragoes de acucares

As concentragdes de aglicares foram analisadas por cromatografia liquida de alta
performance (CLAE). O processo cromatografico consiste na partigdo dos componentes de uma
mistura entre a fase movel e a fase estacionaria. As amostras foram diluidas e filtradas, em filtro
0,22 um, e injetadas no equipamento marca Shimadzu, modelo LC-20? Prominence, equipado
com coluna SUPELCOGEL K. As concentragdes de agucares foram determinadas por detector
de indice de refracdo. As andlises foram realizadas utilizando fosfato de potassio dibasico (15
mM) como fase moével, vazdo da bomba de 0,5 mL/mim, temperatura do forno de 85°C e

volume de injegao de 20 pL.

3.2.3. Caracterizacdo da biomassa

A caracterizacdo da biomassa se faz importante para que se tenha conhecimento do
potencial da mesma como fonte de carboidratos fermentaveis, bem como para que se possa

avaliar a eficiéncia dos processos posteriores.
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3.2.3.1.Determinacao da umidade

A determinacdo da umidade existente na amostra foi feita com a amostra in natura em
Estufa de Secagem, marca Tecnal, a 105°C por 2 horas ou até que o peso da amostra ficasse

constante e determinado a perde de massa, baseado na metodologia de IAL (2005).

3.2.3.2.Determinagao de cinzas

O teor de cinzas da biomassa deve ser conhecido para que este ndo seja quantificado como
produto em algumas andlises executadas. O percentual ¢ calculado a partir da massa inicial. A
determinac¢ao das cinzas foi feita com amostra in natura em Forno Mufla, marca Lucadema, a
550°C por 6 horas ou até que s reste cinzas no cadinho e o teor calculado pelo perda de massa

(IAL, 2005).

3.2.3.3. Granulometria

A granulometria foi realizada em um Vibrador de Peneiras, marca TPL — Tamis Produtos
de Laboratdrios, com a biomassa seca em estufa a 70 +/- 3°C por 16 h, utilizando peneiras de 6 a
35 Tyler, afim de avaliar melhor o material a ser estudado com a finalidade de obter a distribuicao
granulométrica e o tamanho de particula, em seguida calculado o percentual retido em cada

peneira.

3.2.3.4.Preparagdo da amostra

A biomassa foi seca em estufa microprocessada com circulagdo e renovagao de ar, marca
Quimis, a 70°C por 16 h, moida em Macromoinho de facas, marca Fortinox, caracterizando o
primeiro pré-tratamento fisico da biomassa, como mostra a Figura . Em seguida, a biomassa foi
peneirada e as fragdes que ficaram retidas em 40 e 80 Tyler, foram armazenadas e utilizadas no

decorrer do trabalho.
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Figura 9: Pré-tratamento fisico da biomassa.

Fonte: Proprio autor

3.2.3.5.Anélise Elementar

A andlise foi realizada em Analisador Elementar CHNSO Perkin Elmer 2400 do
Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica — UFU. O equipamento permite a
determinagdo da porcentagem em massa de Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e Enxofre em
amostras solidas e liquidas, com precisdo de aproximadamente 0,5% (RAMOS E PAULA, et
al. 2011).

3.2.3.6.Determinagao de Proteina

A quantidade de proteina presente na amostra foi determinada pelo método Kjeldahl,
onde a biomassa sofre processos de digestdo com 4cido sulfurico concentrado. A amostra
digerida ¢ destilada e ao final utiliza uma titulagdo para quantificar o nitrogénio presente na

amostra, sendo este convertido em proteina (IAL, 2005).

3.2.3.7.Determinacao de amido

Foi medido cerca de 200 mg de biomassa e acrescentado 42 mL de 4dgua destilada, em
seguida, a mistura foi submetida a aquecimento a 90°C para gelatinizacdo do amido. Quando
essa temperatura foi atingida, foi adicionado 1 mL da enzima a-amilase (Liquozyme® Supra)

e a mistura foi mantida nessa temperatura por 15 min, para hidroélise da cadeia linear do amido.
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Logo apos, a temperatura foi reduzida para 60°C e o pH foi ajustado com tampao citrato 0,1M
pH 4.8 (condigdo otima para enzima glucoamilase) para que a enzima glicoamilase pudesse
atuar, assim 1 mL da enzima (AMG® 300) foi adicionada. Essa temperatura foi mantida por 1
h, a fim de que as dextrinas produzidas pela primeira enzima pudessem ser hidrolisadas em
mondmeros de glicose. Ao final, as enzimas foram inativadas a 100°C por 5 min e o
sobrenadante submetido a analise em HPLC para quantificar a concentragao de glicose, que ¢

multiplicada pelo fator de conversao 0,9 (IAL, 2005).

3.2.3.8.Preparacgdo da biomassa livre de extrativos

A preparacdo foi realizada segundo o método da NREL/TP-510-42619, onde uma
amostrade 2,0 a 10,0 g de biomassa seca foi colocada em um cartucho de papel-filtro e adaptado
a um extrator do tipo Soxhlet (Figura 10). Foi realizada uma extragdo com aproximadamente
190 mL de etanol 95% por 16 horas. Em seguida, o material vegetal livre de extrativos foi
retirado do equipamento e deixado em estufa a 50°C até a evaporacdo completa do solvente.
Para quantificagdo desses extrativos foi utilizado a diferenca de massa do cartucho com a

amostra.

Figura 10: Extrator tipo Soxhlet.

Fonte: Proprio autor
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3.2.3.9.Determinagdo de agucares e lignina — NREL/TP-510-42618

3.2.3.9.1. Hidrolise acida

A hidrélise ¢ necessaria para que a biomassa apresente uma estrutura com maior
facilidade de quantificagdo. Assim, com as amostras moidas e secas, cerca de 300 mg de
amostra foram transferidas para tubos de ensaio e tratadas com 3,0 mL solu¢ao de H2SOu4aq 72%
(v/v). A reagdo foi realizada em banho termostatizado a 30°C por 60 minutos, com agitagdo a
cada 10 minutos. Em seguida, a mistura foi diluida com 84 mL de 4gua destilada e transferida
quantitativamente para um frasco de erlenmeyer de 250 mL. Para que a hidrolise acontecesse
de forma completa, os frascos de erlenmeyers foram fechados e autoclavados por 60 minutos a
121°C (2 bar). Apds a hidroélise, a solugdo foi resfriada a temperatura ambiente e filtrados em
papel de filtro qualitativo de faixa preta (previamente pesado). Foi reservado parte do filtrado
para a determinagdo da lignina soluvel e a outra para a quantificagdo dos carboidratos por
CLAE. A fracdo solida retida no papel filtro foi lavada com 2,0 L de 4gua destilada, e

determinada a lignina insoluvel.
3.2.3.9.2. Determinacao de lignina insoliivel em acido

O material retido no papel filtro da hidrélise do item 3.2.2.9.1 foi colocado em cadinho
previamente pesado e seco em estufa a 105°C até peso constante e pesado. Em seguida, foi
levado para mufla onde ficou por 18 horas a 575°C, sendo, ao final, pesado e obtido o percentual

de lignina através da Equacao 1.

(M1-M0)-(M2-M0)—M3] «

%l i glnsok [ >

100 (Equagao 1)

Sendo que:
MO = massa do cadinho seco
M1 = massa do cadinho apds o tempo na estufa
M2 = massa do cadinho ap6s o tempo na mufla
M3 = massa de proteina na amostra

MI = massa inicial de amostra
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3.2.3.9.3. Determinagao de lignina solivel

O filtrado da solugdo da metodologia do item 3.2.9.2 foi diluido com agua para que a
absorbancia ficasse entre 0,7 e 1,0 formando assim uma segunda solu¢ao. Assim, com essa nova
solucdo foi possivel determinar quantitativamente a lignina soliivel por espectroscopia

ultravioleta (UV) no comprimento de onda 320nm e calculado pela Equacao 2.

Abs+VfiltradoDilugao "
exM xCaminho 6tico

%ligSol= 100 (Equagao 2)
Sendo que:

V filtrado = 86,73 mL

Diluigao =2

€=30L/g.cm

MI = massa inicial

Caminho 6tico =1 cm

3.2.3.9.4. Carboidratos estruturais

A quantificagdo dos carboidratos presentes na amostra foi feita por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.2.3.10. Determinacao da holocelulose

Os teores de holocelulose, hemicelulose A e B e a-celulose foram determinados pelos
métodos descritos por Browning (1967).

Em um erlenmeyer de 1,0 L foram adicionados cerca de 4,0 g de amostra livre de
extrativos. Em seguida, adicionados 110 mL de agua destilada, 3,0 mL de &cido acético glacial
(CH3COOHaq), 22 mL de solucao de acetato de sodio (C2H3NaOzaq) a 20% € 9,0 mL de clorito
de sddio (NaClOzaq) a 40%. O sistema foi homogeneizado com agitagdo, tampada e colocada
em banho-maria a 75°C por 60 minutos em agitacdo frequente. A adicdo dos reagentes foi
repetida até que a holocelulose apresentasse a coloragdo branca. Em seguida, a solug¢ao foi
filtrada em cadinho de vidro sinterizado de porosidade média (n° 2) sob vacuo. O filtrado foi

lavado com cerca de 1 L de dgua destilada, em seguida com duas por¢des pequenas de acetona
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(cerca de 10 mL cada porcao) e filtrada até a holocelulose ficar relativamente seca. O produto
foi seco em estufa até a massa permanecer constante e o rendimento calculado por diferenca de

massa.

3.2.3.10.1. Determinacao de hemicelulose e a-celulose

Trés gramas de holocelulose obtida no procedimento do item 3.2.2.10 foram pesadas e
transferidas para um frasco de erlenmeyer de 250 mL em atmosfera de nitrogénio e em seguida
adicionados 100 mL de hidroxido de potédssio (KOHa.q) a 24%, a 25°C. A solugdo foi
homogeneizada, o frasco vedado e colocado em banho-maria a 25°C por 120 minutos, agitando-
se a cada 10 minutos. O sistema foi filtrado em cadinho de vidro sinterizado de porosidade
média previamente tarado, recolhendo-se o filtrado em um frasco kitassato de 500 mL e lavada
sucessivamente com 25 mL de solu¢do de KOH 24%, 50 mL de agua destilada, 25,0 mL de
acido acético a 10% e 100 mL de agua destilada e, entdo, transferida para um vidro de reldgio
e seca em estufa até massa constante. O precipitado obtido foi a-celulose e as hemiceluloses

foram calculadas por diferenga de massa entre a holocelulose e a celulose.

3.2.4. Preé-tratamento da biomassa

A metodologia utilizada foi baseada no estudo que maximizou os resultados do pré-
tratamento em residuos de milho no estudo de Rocha et al. (2016). Uma quantidade
significativa de amostra foi colocada em erlenmeyer juntamente com solugao de H>SO4 0,5%
na propor¢ao de 1:10 (massa de so6lido/volume de solu¢do acida). O procedimento foi
conduzido em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apods autoclavagem, toda a suspensdo
foi filtrada em papel de filtro. A fragdo solida resultante foi entdo recolhida e mantida em
estufa a 50°C, com o proposito de se obter um material seco (<10% de umidade). De posse
do material pré tratado (Figura 11), foram realizadas analises de amido (item 3.2.3.7),
holocelulose (item 3.2.3.10), hemicelulose e a-celulose (item 3.2.3.10.1) afim de contabilizar

a eficiéncia do tratamento.
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Figura 11: Amostra pré-tratada.

Fonte: Proprio autor

3.2.5. Estudo preliminar da hidrolise enzimatica da biomassa utilizando somente a

Accellerase®

Os estudos da hidrélise enzimatica foram realizados utilizando o tampao Citrato 0,1M
pH 4,8 (GHOSE, 1987), em Incubadora Shaker, modelo SL-223, marca Solab, com agitacdao
de 150 rpm e temperatura controlada para cada experimento. A concentragdo de aglcares foi

determinada por CLAE e apresentada em conversao de agucares em glicose.

3.2.5.1.Estudo da influéncia do pré-tratamento na hidrélise da biomassa com coquetel

enzimatico

Afim de se obter uma maior quantidade de agucares fermentesciveis, foi proposto um
estudo das melhores condi¢des de hidrélise da biomassa.

O estudo foi realizado com a biomassa pré-tratada, conforme item 3.2.3, e com amostra
sem pré-tratamento, com concentragdo de 1% de substrato, fixando a concentragdo de enzima
Acellerase® em 89 FPU/g de substrato, um volume de solugdo de 100 mL em tampao citrato

0,1M — pH 4,8, a temperatura de 50°C a 150 rpm.
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3.2.5.2.Estudo da concentragdo de enzimas celuloliticas empregadas

O experimento foi realizado com objetivo de determinar a possivel influéncia do tempo
e da quantidade de enzimas celuloliticas (Accellerase® 1500) empregada na hidrolise. Assim,
realizou-se um planejamento fatorial simples com 2 variaveis, conforme a Tabela 2, fixando a
quantidade de biomassa pré-tratada em 0,1 g, um volume de solugdo de 10 mL em tampao
citrato — pH 4,8, a temperatura de 50°C a 150 rpm. A escolha da temperatura e pH teve como

referéncia as especificacdes técnicas da enzima comercial utilizada.

Tabela 2: Planejamento fatorial do uso de Accelerase®

Fatores -1 +1

[Accellerase® 1500 ] (FPU/g de biomassa) 10 20

Tempo (horas) 24 48

3.2.6. Estudo da hidrdlise da biomassa utilizando complexos celuloliticos e amiloliticos

de maneira simultanea (a) ou em separados (b)

Foram avaliados os complexos enzimaticos Accellerase® 1500, Liquozyme® Supra
2.2X e AMG® 300 utilizadas na hidrolise, visto que, devido a presenga de amido e de
lignoceluldsicos na biomassa, seriam necessarias enzimas amiloliticas e celuloliticas. Sendo
assim, o teste mediu a eficiéncia de hidrolise na etapa de sacarificacdo da amostra frente a
utilizacao das enzimas separadamente e a utilizagao simultanea dos complexos enzimaticos.

Devido a presenga do amido, a amostra precisou passar pelo processo de gelatinizagao
(banho maria a 90°C por 15 min) e liquefacdo (0,16 uL/mL de Liquozyme® Supra 2.2 X em
100 mL de solugdo, 90° a 45 min) para que entdo pudesse ser feito a sacarificacdo (XU et al.,
2018).

Durante a etapa de sacarificacdo manteve-se a quantidade de Accelerase® 1500 em 20
FPU/g de biomassa e a AMG® 300 em 2,5 pL/mL (XU et al, 2018), a temperatura de 50°C, pH
4,8, a agitagdo em 150 rpm.
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Na etapa de sacarificagdo foi analisado a utilizagdo dos complexos enzimaticos
Accelerase® e AMG® de forma separadas (a) e simultaneas (b).

a) No teste utilizando as enzimas separadamente, acrescentou nos erlenmeyers,
previamente liquefeitos, 2,5 pL/mLde AMG® em pH 4,8, a 50°C por 5 h e
posteriormente adicionado 20 FPU/g de biomassa de Accellerase®, mantido por
24 h (Xu, et al, 2018). Nos quais foram analisados concentracdo de glicose, por
CLAE, nos tempos de 5 h, apos a hidrélise do amido, € em 24 h, apos a hidrélise
da celulose, sendo que as enzimas foram inativadas a 100°C por 5 min.

b) No teste das enzimas utilizadas de forma simultanea, os complexos enzimaticos
foram adicionados juntos, sendo 2,5 pL/mL de AMG® e 20 FPU/g de biomassa
de Accellerase® em pH 4,8, e mantidos em reacao por um periodo de 24h. Apos
esse periodo as enzimas foram inativadas a 100°C por 5 min e a quantificagdo
de glicose foi obtida por CLAE.

Os resultados das duas formas de hidrolise da biomassa pré-tratada foram comparados entre

si.

3.2.6.1. Estudo do tempo de sacarifica¢do utilizando os complexos enzimaticos AMG® e

Accellerase® simultaneamente

De acordo com a melhor forma de utilizagdo dos complexos enzimaticos, foi possivel
estudar a hidroélise total da biomassa em relagdo ao tempo de sacarificacdo. Assim, foram feitas
as etapas de gelatinizagdo (banho maria a 90°C por 15 min), liquefagdo (0,16 pL/mL de
Liquozyme® Supra 2.2 X em 100mL de solugao, 90° a 45 min). Apos esse periodo foi analisado

o tempo de sacarificagdo das amostras nos respectivos tempos de reacdo: 24h, 48h, 72h e 96h.

3.2.7. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

A favoravel utilizacdo dos complexos enzimaticos amiloliticos e celuloliticos
simultaneos motivou a realizagdo de um estudo da sacarifica¢do realizando um Delineamento
composto central rotacional (DCCR), para estudar a influéncia da concentragdo de biomassa,
pH e temperatura no processo de sacarificacdo. Este estudo foi realizado em shaker com

rotacdo de 150 rpm apds as etapas de gelatinizacao e liquefagao fixas (banho maria a 90°C por
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15 min, em seguida 0,16 pL/mL de Liquozyme® Supra 2.2 X, 90° por 45 min), em um volume
de solugdo de 10 mL e tempo de reagao em 72h, condigdes estas encontradas como satisfatorias
nos testes preliminares.

Este delineamento composto central rotacional (DCCR) foi realizado com trés variaveis
independentes, com trés repetigdes no ponto central, totalizando dezessete ensaios, com
objetivo de maximizar os resultados da sacarificagdo da biomassa pré-tratada. A Tabela 3
apresenta os valores utilizados no delineamento com os respectivos niveis. A resposta avaliada

para o planejamento foi a conversao da biomassa em glicose (%) obtida no final do processo.

Tabela 3: Fatores e niveis estudados no DCCR para a hidrolise do residuo da pamonha.

Fatores -1,68179 -1 0 +1  +1,68179

(X1) Biomassa (%) 3,12 74 13,04 18,03 21,12
(X2) pH 2,61 35 48 61 6,98

(X3) Temperatura (°C) 29,8 36 45 54 60,1

As Equagdes de codificacdo para a concentragdo de biomassa (Xi), pH (X2) e

temperatura (X3) sdo mostradas, respectivamente, nas Equagoes (3, 4, ¢ 5).

Y1 = B — 13,04
~ 1532
(Equacgao 3)
pH — 4,8
X2 =——F—
1,30
(Equacgao 4)
¥3 = T — 45
9
(Equacao 5)

Destaca-se que os niveis das variaveis foram escolhidos de forma coerente, levando em

consideragdo limitagdes ou valores previamente conhecidos, além de respeitar as limitagdes do
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Shaker e utilizar informacdes fornecidas pelos fabricantes dos complexos enzimaticos
(SOUZA, 2016; OGEDA et al, 2010; SILVA, 2015; WEICIEHOW SKI et al, 2002; KOWALSKI
et al, 2017, PARAZZI et al, 2017).

Os resultados obtidos foram ajustados por regressao multipla, em software Statistic®
7.0 e realizada uma avaliagdo estatistica da estimacdo dos parametros por meio dos valores de
t de Student, sendo eliminados aqueles com nivel de significancia (valor-p) superior a 5%.
Assim, com os parametros significativos obteve-se uma equacao que representa os efeitos das
varidveis em determinado estudo.

Com os resultados do DCCR foi possivel construir as superficies de resposta para
verificar a existéncia de uma regido que maximiza a conversao dos aglicares da biomassa em

glicose, na qual se encontra uma faixa de combinag¢do das variaveis estudadas.

3.2.8. Estudo do tempo de sacarifica¢do na condigdo obtida no DCCR

Nas condic¢des de concentragdo de biomassa de 18.03%, pH de 5.45 e temperatura de
60°C foi estudado a influéncia do tempo de sacarificacao de 24 a 144 h, utilizando Accelerase®
1500 em 20 FPU/g de biomassa e a AMG® 300 em 2,5 uL/MI, em shaker de agitacdo 150 rpm

e controle de temperatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.Determinacao das atividades enzimaticas

As atividades dos complexos enzimaticos utilizados para a hidrélise do material,

conforme item 3.2.1.

4.1.1. Accellerase® 1500 (Filter Paper Activity)

Neste ensaio foi possivel determinar a atividade das celulases presente no complexo
por meio da sacarificacdo da celulose do papel filtro.
A Tabela 4 mostra a diluicdo enzima, sua concentracdo e a quantidade de glicose

liberada com 0,5 mL de enzima.

Tabela 4: Valores de dilui¢do e concentracdo de enzima e a quantidade de glicose

liberada por 0,5 mL de enzima.

Diluigao da Concentracio da Concentracio de glicose
enzima enzima (mL liberada por 0,5 mL de
Enzima/mL total) enzima (mg/0,5mL)
1000 0,001 0,65
500 0,002 1,31
350 0,00286 1,64

Com base nos resultados da Tabela 4 foi possivel avaliar o comportamento da

enzima para determinagdo de sua atividade, conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12: Concentracao de glicose liberada por 0,5 mL de enzima diluida em

funcdo do log da concentracao de enzima.
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De acordo com Ghose (1987), uma unidade de atividade de enzima ¢ baseada na
liberagdo de 2,0 mg de glicose por 0,5 mL de solugdo de enzima diluida em 60 minutos de
reacdo. Sendo assim, com a equagdo da reta (Equagdo 6) obtida pelo ajuste de regressao
linear, com coeficiente de determinacio (R?) de 0,99, foi possivel determinar a concentragio

de enzima necessaria para liberar exatamente 2,0 mg de glicose.

Log C = 0,4582 x (ART) - 3,2979 (Equagdo 6)

Onde: C = concentra¢do de enzima (mLen/mL)

ART = agucares redutores totais (mg/0,5 mL)

Logo, a concentragdo de enzima ¢ 0,004154321. Sabendo-se deste valor foi

possivel calcular a atividade do complexo pela Equacao 7 (GHOSE, 1987).

0,37

——— uni dade.mL™! = 89,06 FPU.mL™!
0,004154321

FPU =

(Equacao 7)
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De posse deste valor, foi possivel estimar a quantidade de enzima que sera

utilizada no estudo da hidrdlise do material.

4.1.2. Liquozyme® Supra 2.2X e AMG® 300 (Taxas iniciais)

Devido a complexidade do material trabalhado, enzimas amiloliticas também foram
utilizadas. Para tanto, conforme item 3.2.1, as avaliacdes de suas atividades foram
realizadas por meio de taxas iniciais. As Figuras 13 e 14 que correspondem,
respectivamente, aos graficos obtidos pelos ensaios com o0s complexos enzimaticos
Liquozyme® Supra 2.2X e AMG® 300, onde o coeficiente angular da reta representa a
unidade (U) de atividade. Sendo que U ¢ quantidade de glicose (g/L) liberada pela agdo da

enzima por minuto de reacao.

Figura 13: Concentragdo de glicose (g/L) liberada pela a¢ao da Liquozyme® por

tempo (min)
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Figura 14: Concentracdo de glicose (g/L) liberada pela agio da AMG® por tempo
(min)
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A regressao linear aplicada aos dados da Figura 10 e 11 resultou nas Equacdes (8 e

9) com coeficientes de determinagao de 0,99 e 0,94, respectivamente.

[GLicosk= 0,996 + 0,0451 ¢
(Equagao 8)

[Glicosk=8,1681+ 0,1523 t
(Equagao 9)

Assim, a atividade enzimatica dos complexos amiloliticos ¢ determinada sendo que
em 1 mL de enzima ¢ capaz de liberar 0,0451 g/L de glicose por minuto de reacdo para a

Liquozyme® Supra 2.2X e de 0,1523 g/L para AMG® 300.
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4.2.Caracterizacao da biomassa
4.2.1. Umidade e granulometria

A umidade da biomassa deve ser determinada a fim de que a agua existente nela
ndo seja quantificada como produto em algumas andlises executadas. O teor de umidade da
amostra in natura foi de 22%, o que mostra a diferenca deste residuo para outros residuos do
milho, onde a umidade encontrada geralmente ¢ menor de 10%, e sugere um tratamento que
visa melhorar as condi¢des de armazenamento, pois a alta umidade pode causar problemas
na biomassa, como a deterioracdo por microrganismos (SANTOS, 2014; CASARA et al,
2017).

Para caracterizar as particulas da biomassa seca sem pré-tratamento fisico foi
utilizado o teste de granulometria com as peneiras moleculares e o resultado obtido ¢

mostrado qualitativamente na Figura 15 e quantitativamente na Figura 16.

Figura 15: Imagens das peneiras com o material retido no peneiramento.

Fonte: Proprio autor
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Figura 16: Histograma de andlise da granulometria do residuo da pamonha.
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Observando as Figuras 15 e 16 ¢ nota-se uma amostra muito heterogénea, onde na peneira
de 6 Tyler encontra-se graos maiores e alguns aglomerados do material, na de 10 Tyler concentra-
se pedagos provaveis da casca do milho, na de 16 Tyler particulas menores provaveis da casca,
na de 20 Tyler e na de 35 Tyler partes ainda menores da biomassa e no fundo, recipiente final de
coleta, tem-se um p6 bem fino.

Com isso, afim de melhorar a homogeneidade, aumentar a superficie de contato da
amostra com 0s sistemas nos experimentos e facilitar caracterizagdo da biomassa, a amostra foi
moida (pré-tratamento fisico) e as particulas que ficaram entre as peneiras de 40 e 80 Tyler foram

utilizadas nas analises posteriores. Somente na analise de cinzas a amostra utilizada foi in natura.

4.2.2. Composig¢ao macromolecular.

Na Tabela 5 encontra-se os valores da composicdo macromolecular da biomassa
caracterizada quimicamente conforme item 3.2.3, antes e apds o pré tratamento, bem como

valores obtidos por estudos semelhantes.



Tabela 5: Composicao percentual de residuos de milho
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Amostra Amostra Palha
Palha in Palha Folha Folha
sem pré com pré (Ramos
Composicao natura  (Casara (Casara (Ramos e
tratamento tratamento e Paula
macromolecular (Santos, et al, et al, Paula et
(Préprio (Préprio et al,
2014) 2017) 2017) al, 2014)
autor) autor) 2014)
Extrativos 21,83 + - 11,60+ 22,61+ 5,85 25,46 + 10,51
1,63% 0,50 2,54 2,17
Lignina Total 17,07 + 14,00 £ 11,03 9,29 18,93 19,26
0,26% 0,10
a-celulose 23,25+ 18,48 + 36,70 £ 11,51 - 11,56 -
1,59% 0,71% 0,20
Hemicelulose 54,93 + 14,34 + 34,20 + 0,27 — 0,17 —
2,95% 1,01% 0,10
Holocelulose 71,52 + 31,8+ -——- -——- 83,23 -—-- 66,70
1,53% 1,70%
Cinzas 0,79 + 2,34+ 3,15+ 1,58 5,79 £ 3,53
0,00% 0,30 0,13 0,12
Amido 6,08 £ 6,22+ - -——- -—-- -—-- -——-
0,01% 0,33%
Proteina 10,60 + 4,90 + - -—-- -—-- -
0,43% 0,00

E possivel observar nitidamente a diminui¢do da a-celulose, hemicelulose e holocelulose

com o uso do pré-tratamento, confirmando a eficiéncia deste, que apresentou um rendimento

massico de 49,45 + 0,89%. Esse fato também pode ser verificado levando em consideragao os

resultados de caracterizagdo de outros trabalhos com residuos do milho, como a palha, haste,

folha e espiga, como o estudo de Rocha et al. (2016). Tem-se que o residuo da produgdo de

pamonha se assemelha a palha do milho, resultados observados nos trabalhos de Ramos e Paula

et al. (2011), Santos (2014) e Casara et al. (2017), apresentados na Tabela 5.

O residuo da pamonha apresentou (Tabela 5) valores de extrativos iguais a 21,83% =+ 1,63,

os quais se aproximam dos valores para palha do milho no trabalho de Casara et al (2017) que

obteve a quantidade de 22,61% = 2,54.
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O teor de lignina total, 17,07% + 0,26, encontrado na biomassa do presente trabalho, pode
ser comparado ao valor encontrado por Casara et al (2017) para folhas de milho, 18,93%. Os
teores de hemicelulose e a-celulose (Tabela 5) quando comparados apresentam uma divergéncia
quanto a outros residuos de milho, representando a particularidade do residuo da pamonha.

O residuo da pamonha apresentou baixa quantidade de cinzas 0,79 £+ 0,004%, quando
comparado com os resultados dos estudos apresentados na Tabela 5, o que indica ser um
material que possui baixo teor de minerais.

A quantidade de amido presente no residuo da pamonha (Tabela 5) de 6,22 + 0,331
mostrou-se interessante pela possibilidade deste se tornar aglicares fermentesciveis com o

processo de hidrolise da biomassa.

4.2.3. Acucares

Ap6s a realizagdo da hidroélise acida na etapa de caracterizagdo da amostra (item 3.2.3.9.1)
e quantificacdo da lignina, foi possivel quantificar os carboidratos estruturais. As amostras foram

analisadas por CLAE e as concentragdes de aglcares obtidas estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6: Teores de agucares.

Acucares g/g de biomassa
Glicose 0,43 £ 0,00
Xilose 0,16 £ 0,00

Arabinose 0,07 £0,01

Total 0,66 £ 0,01

Nota-se que a amostra apresenta pouca quantidade de agucares livre para a fermentacao, o
que requer uma hidrolise eficiente para obtengdo de maiores concentracdes desses acucares,

principalmente pela quantidade de amido e celulose apresentada na Tabela 5.

4.2.4. Analise elementar

Os resultados obtidos pela analise elementar estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Resultado da analise elementar
%C %H %N %S
43,32 6,62 1,85 1,00

Comparando os valores da andlise elementar da biomassa do residuo da pamonha de milho
apresentada na Tabela 7 com os valores do trabalho de Ramos e Paula, et al, 2011, apresentados
na Tabela 8, a biomassa do presente trabalho apresenta teores de carbono e hidrogénio condizentes
com amostras de milho e valores de nitrogénio e enxofre maiores que os encontrados em outras

partes do milho, provavelmente pela amostra apresentar maior teor de proteina (Tabela 5).

Tabela 8: Andlise elementar das partes do milho (RAMOS E PAULA et al, 2011)

Material %C %H %N %S
Tronco 45.6 6.5 0.9 0.3
Folha 45.4 6.8 0.9 0.3
Palha 44.8 6.8 0.3 0.1
Sabugo 45.5 6.7 0.5 0.3

4.3.Hidrolise enzimatica da biomassa

Os testes preliminares influenciam diretamente o estudo estatistico da hidrolise, que visa
encontrar a melhor condi¢do para o aproveitamento proposto da biomassa em questdo. Os
resultados foram obtidos e analisados pela concentracdo de glicose e conversao da biomassa

em glicose apresentada no final da reacdo.

4.3.1. Estudo da influéncia do pre-tratamento na hidrolise da biomassa por enzimas

celuloliticas

O teste (Item 3.2.5) foi realizado para verificar o perfil de hidrélise, sob a acdo do
complexo enzimatico Accellerase® 1500, utilizando a biomassa sem e com pré-tratamento

acido, indicado na Figura 17.
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Figura 17: Teor de glicose (g/L) em residuo com e sem pré tratamento obtido pela

acao da Accellerase® 1500
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O residuo pré-tratado apresentou uma quantidade significativa no valor da conversao
em glicose, sendo cerca de 4 vezes maior que o residuo sem pré-tratamento, o que mostra que
os estudos devem seguir com o material tratado, o que acontece com a maioria dos trabalhos
que utilizam residuos agroindustriais para a obten¢ao de aclcares fermentesciveis, pois o pré-
tratamento rompe as barreiras protetoras da parede celular da biomassa disponibilizando os
carboidratos da mesma (RAMOS E PAULA, et al., 2011; SANTOS, 2014; SOUZA, 2016;
CASARA et al., 2017).

4.3.2. Efeito da concentra¢do de enzimas celuloliticas e do tempo de hidrolise na

sacarificagdo da biomassa

Para prosseguir com a hidrolise foi necessario verificar a concentragdo de complexo
enzimdtico celulolitico (Accellerase® 1500) mais eficiente na etapa de sacarificagdo da
amostra. Os resultados foram obtidos e analisados através da conversao da celulose em glicose

ao final dos tempos de hidrdlise, os resultados estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados do estudo do planejamento fatorial.

Variaveis Resposta
Accellerase® Conversao em Glicose
Tempo (h)
(FPU/g de biomassa) (%)
10 (+1) 48 (+1) 7,41
10 (+1) 24 (-1) 5,97
20 (-1) 48 (+1) 8,22
20 (-1) 24 (-1) 7,53

Os resultados acima mostram que a concentragdo de Accellerase® de 20 FPU/g de
biomassa obteve maior conversao de celulose em glicose nos dois tempos estudados e o grafico
de Pareto da Figura 18 mostra quio maior ¢ a significancia da quantidade de enzima frente ao
tempo. Observa-se também que a concentracao de glicose ndo aumentou significativamente
dobrando o tempo de hidrolise, utilizando a maior concentragdo de enzima, assim o trabalho

seguiu utilizando 20 FPU/g de biomassa de concentragdo desta enzima.

Figura 18: Grafico de Pareto para planejamento fatorial
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4.3.3. Uso das enzimas celuloliticas e amiloliticas na hidrolise da biomassa

O resultado da caracterizagdo mostrou que a biomassa apresenta um teor consideravel
de amido, que ndo ¢ um agtcar diretamente fermentescivel . Por isso, para aproveitamento

maximo dos acucares deste residuo, ¢ necessario também realizar a hidrolise do amido. Nesta
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etapa do trabalho, a partir dos dados da literatura (XU et al., 2018) para hidrolise enzimatica de
amido, foi realizado um estudo para avaliar o comportamento da etapa de sacarificagdo com o
os complexos enzimaticos celuloliticos e amiloliticos simultaneos e separados.

Os resultados foram expressos em conversao de celulose e amido a glicose (%). Nestes
testes, foram mantidas as mesmas condigdes de gelatinizacdo e liquefacdo do amido
apresentadas no item 3.2.6. A Tabela 10 apresenta os resultados das conversoes em glicose a

partir da biomassa obtidas apds os periodos de hidrolises.

Tabela 10: Conversdo em glicose ap0s as etapas de hidrélise utilizando os complexos

enzimaticos simultaneos e separados.

Conversao em

Glicose (%)
Inicial 4,38
Gelatinizacao 4,71
Liquefagao (Liquozyme) 4,52
Passo 1 -Sacarificagao (AMG) 40,82
Passo 2 - Sacarificagdo (Accell apos AMG) 51,15
Sacarificacdo Simultanea (AMG + Accell) 68,64

Os valores da conversdo em glicose foram obtidos em todas as etapas do processo.
Como as etapas de gelatinizacdo e liquefacdo foram mantidas em todos os testes, observa-se
pelos resultados que houve um aumento consideravel de glicose apds a etapa de sacarificacdo
utilizando enzimas separadas (Passo 1 e 2) e apds a sacarificagdo utilizando as enzimas
simultaneamente.

Os valores apresentados pelo teste acima mostram que a sacarificagdo com apenas a
AMG (Passo 1) apresentou, como esperado, um menor valor de conversao em glicose, 48,82%
em comparacao a obtida pelo proximo passo que constituiu o Passo 2, aumentando mais 24
horas e utilizando o outro complexo enzimatico Accellerase.

Quando compara-se os resultados das concentragdes de agucares obtidas apos o Passo 2
da sacarificacdo em etapas separadas com a sacarificacdo simultdnea dos dois complexos
enzimdaticos observa-se um amento de concentracdo de glicose neste segundo processo de
sacarificagdo, cerca de 17,49% a mais de conversao em glicose. Assim, o resultado indica ser

mais favoravel a utilizagdo de complexos enzimaticos simultaneamente para a sacarificacao,



55

pois a concentragao de glicose ao final do Passo 1 pode ter inibido as celulases, que comegaram
a hidrolise com uma velocidade reduzido, que diminui tempos e custo do processo.

Lesiecki et al. (2012) realizaram experimentos semelhantes, utilizando complexos
enzimaticos celuloliticos, amiloliticos e pectinoliticos, obtendo uma eficiéncia de 90% quando
utilizados simultaneamente na hidrdlise.

Mithra, et al. (2018) estudaram a hidrélise de materiais lignocelulose-amidos para
hidrdlise e fermentacdo separadas e simultaneas resultando em um maior teor de etanol (g/L)

para biomassas pré-tratadas com acido diluido e fermentadas separadamente.

4.3.4. Estudo de tempo de sacarificacdo utilizando enzimas celuloliticas e amiloliticas

Nas amostras pré-tratadas, apos o processo de gelatinizagao e liquefacao, foi utilizado o
complexo enzimatico Accellerase® na concentracao de 20 FPU/g de biomassa e 2,5 uL/mL
AMG® simultaneamente, para avaliar o tempo de reagdo de sacarificagdo em 24h, 48h 72h e
96h.

A Figura 19 apresenta um grafico obtido a partir das conversdes do amido e da celulose
presentes no residuo trabalhado em glicose das solugdes de hidrolise ao final de cada tempo de
sacarificagao.

Com base nos resultados da Figura 19, a quantidade de glicose obtida apds a etapa de
sacarificagdo da biomassa pré tratada aumenta com o aumento do tempo de sacarificagdo. O
resultado obtido apds o periodo de 96h de sacarificagdo apresentou um aumento de conversao
de apenas 4% a mais em relacdo ao de 72h, assim optou-se pelo menor tempo nos estudos
subsequentes (SOUZA, 2016; SANTOS, 2017; NREL), tempo este, eficiente em promover a

liberagdo de acucares fermentesciveis pos-hidrolise.
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Figura 19: Conversdo da biomassa em glicose (%) apos tempo de sacarificagdao
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4.4. Delineamento Composto Central Rotacional

Um Delineamento Composto Central Rotacional DCCR foi proposto para estudar a
influéncia da quantidade de biomassa (X1), do pH (X2) e da temperatura (X3) na sacarificagao
do residuo da pamonha pré-tratado, gelatinizado e liquefeito utilizando os complexos
enzimaticos celuloliticos e amiloliticos simultaneamente, objetivando o aumento da conversao
do material lignocelulésico e do amido em glicose. Os resultados de conversdao variaram de
33,56% a 100%, conforme a Tabela 11.

E possivel observar que os maiores valores de conversdo em glicose obtidos foram nos
experimentos 8, 14 e 9 que correspondem respectivamente a: 80,89%, 92,33% e 100,00%. O
menor valor de conversao foi 33,56%, no experimento 11, sendo a concentragdo de biomassa
de 15%, o pH 2,61 e temperatura 45°C. Nos experimentos 15, 16 e 17 (pontos centrais), com
uma concentracdo de biomassa de 15%, o pH 4,8 e temperatura 45°C obteve-se resultados
aproximados, indicando uma boa reprodutibilidade dos dados.

Os resultados experimentais de conversao do amido e da celulose do material em glicose
foram ajustados por regressao multipla, utilizando o software Statistica®7.0. Na Tabela 12 sdao
apresentados os coeficientes de regressao obtidos através dos resultados do DCCR. Com

excecao dos fatores biomassa e temperatura quadraticos e a interacao do pH e temperatura (X2
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X3), todos os demais parametros do modelo foram significativos, podendo-se elaborar um

modelo com as variaveis codificadas (Equacao 3, 4 ¢ 5):

Y1 =71.93-11.52(X1)+5.08(X2)-9.69(X2)*+8.68(X3)+4.49(X1X2)+4.76 (X1X3)
(Equagao 10)

Tabela 11: Matriz do DCCR com os valores de conversao (%) em glicose e sua respectiva

concentragdo (g/L)

Experimentos Biomassa PH T (°O) Conversiao  Concentracio de
(%) X1 X2 X3 (%) glicose (G/L)
| 7,40 (-1) 3,5(-1) 36 (-1) 71,67 15,73
2 7,40 (-1) 35(-1) 54 (+1) 79,29 17,41
3 7,40 (-1) 6,1 (+1) 36 (-1) 73,09 16,05
4 7,40 (-1) 6,1 (+1) 54 (+1) 77,04 16,91
5 18,03 (+1)  3,5(-1) 36 (-1) 38,54 23,27
6 18,03 (+1) 3,5(1) 54(+1) 56,99 3441
7 18,03 (+1) 6,1 (+1) 36(-1) 49,73 30,03
8 18,03 (+1) 6,1 (+1) 54 (+1) 80,89 48,84
9 3,12 (-a) 4,8 (0) 45 (0) 100,00 8,99
10 21,12 (+a) 4,8 (0) 45 (0) 52,40 38,50
11 13,04 (0) 2,61 (-a) 45(0) 33,56 13,82
12 13,04 (0) 6,98 (+ta) 45(0) 54,42 22,40
13 13,04 (0) 4,8(0) 29,8 (-0) 58,22 23,97
14 13,04 (0) 4,8(0) 60,1 (+a) 92,33 38,01
15 13,04 (0) 4,8 (0) 45 (0) 75,65 31,14
16 13,04 (0) 4,8 (0) 45 (0) 69,72 28,70
17 13,04 (0) 4,8 (0) 45 (0) 70,60 29,06

Os parametros considerados significativos foram aqueles com nivel de
significAncia menores que 5% (p<0,05). O coeficiente de determinagdo R? foi de 0,97,
demonstra que 97% da variabilidade dos dados pode ser explicada pela Equagado (10) obtida

por regressao linear dos resultados do DCCR.
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Tabela 12 — Resultados da regressdo multipla com todos os parametros significativos para a

conversao em glicose

FATORES Coeficiente de Regressao Erro padriao  Nivel de significincia p

Média 71,93 2,913602 0,000000
X1 (1) 11,52 2,736504 0,000066
X2 (1) 5,08 2,736504 0,007546
X2 (q) -9,69 3,011922 0,000355
X3 (1) 8,68 2,736504 0,000388
X1 X2 4,49 3,575415 0,040285
X1 X3 4,76 3,575415 0,032449
R>=0,97

O grafico de Pareto apresentado na Figura 20 confirma os parametros
significativos e o efeito de cada fator sobre a conversdao da biomassa em glicose. Sendo
visivel o maior efeito apresentado pela concentragdo da biomassa, sendo que uma maior

concentracdo de biomassa diminui o valor da conversao.

Figura 20 — Grafico de Pareto da regressdo do DCCR em fung¢do da conversao

em glicose.
(X1) Biomassa(L) -8,41857
(X3) PH(Q) 543615
(X3) T(L) 6,343551
(X2) pH(L) 3,710876
X1 X3 2,660376
X1 X2 2,511905
(X1) Biomassa(Q) 1,286563
(X3) T(Q) 9075891
X2 X3 6313076
p=,05

A Figura 21 apresenta os valores preditos em fungdo dos observados e a Figura
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22 a distribui¢@o dos residuos em torno do zero, que indica a normalidade para a resposta

conversao da biomassa em glicose.

Figura 21: Valores experimentais em fungdo dos valores previstos para
conversao de biomassa em glicose
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Figura 22: Distribuicao dos residuos em torno do zero
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Conforme observado na Figura 21, as respostas experimentais obtidas para a conversao
em glicose apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela Equacao empirica (10) e
na Figura 22, é possivel verificar que a distribuicdo dos residuos esta aleatoriamente em torno
do zero, ndo apresentando tendéncia quanto a sua distribuicao.

Com o modelo obtido da regressdo multipla do DCCR, foi possivel construir as
superficies de resposta e verificar a influéncia da quantidade de biomassa, do pH e da
temperatura na conversdo do amido e da celulose em glicose. As superficies de resposta e as
curvas de contorno estao representadas na Figura 23.

Pelas superficies de respostas (Figura 23) & possivel observar que as melhores
conversdes em glicose foram obtidas com a concentragdo de biomassa de menor valor, pH entre
o ponto central e o valor do nivel superior e temperaturas mais altas. De acordo com a Figura
23 (b) a temperatura, utilizando baixas concentragdes de biomassa, ndo influencia na conversao,
mas observando as Figuras 23(a) e 23(c) fica claro que temperaturas maiores favorecem os
resultados.

Para maximizar a conversdao em glicose, o uso da baixa concentracdo de biomassa
(3,12%) resulta em uma baixa concentragdo de glicose no final da hidrolise de 8,99 g/L. (Tabela
11) o que torna, em um processo industrial, invidvel economicamente. Como o presente
trabalho foi realizado em escala laboratorial utilizando erlenmeyers, acredita-se que se for
realizado em condig¢des de processo industrial, com biorreatores de maior volume, estes podem
auxiliar no aumento da conversao com uma maior concentragao de biomassa, pois no biorreator
a transferéncia de massa ¢ facilitada pelo tamanho e agitagdo permitindo maior contato da
enzima com o substrato (biomassa) (SALLES, 2013). Ao analisar as figuras, ainda ¢ possivel
utilizar um valor de biomassa maior e alcancar conversdes maiores empregando-se a
temperatura adequada, que a Figura 23(b) mostra que deve proxima do ponto axial superior. de
60,1°C (PARAZZI, 2017).

A fim de se obter o ponto estacionario que maximiza a resposta de conversao em glicose,
implementou-se a Equag¢do 10 no software MATLAB (Math Works Inc). Os valores
encontrados para a mais alta resposta foram concentragdo de biomassa 3,12%, pH 4,59 e
temperatura de 29,8°C. Porém, visando uma maior concentragao de glicose no final do processo
de hidrolise implementou ao modelo a concentracdo da biomassa em 18,03%, pH 5,45 e 60°C
e obteve uma conversao de 91,69%. Para a validagdo do modelo empirico foi realizado trés
experimentos nestas condigdes obtendo a conversao de 94,51+1,60%, sendo muito préximo ao

valor predito pelo modelo.
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Figura 23: Superficies de resposta e curvas de contorno para conversao em glicose em

funcdo da biomassa e pH (a), da biomassa e temperatura (b) e do pH e temperatura (c).
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Carvalho (2016), estudou a hidrolise, com o complexo enzimatico Celic Ctec 2%, de
residuos lignocelulésicos do milho, a palha e o sabugo, analisando a quantidade de biomassa
(1g e 5g) e o tempo de hidrolise (24h e 48h). Seu melhore resultado (30,98 g/ de agucar
redutor) foi obtido para a palha do milho quando a concentragdo de biomassa estava em maior
quantidade e o tempo em 48h. Como apresentado no item 4.2.2, o residuo analisado no presente
trabalho se assemelha a palha de milho, o que comprova que maiores concentragdes de
biomassa, em tempos maiores resultam em uma maior concentracdo de agucares
fermentesciveis.

Nos estudos de Santos (2014), no qual foi utilizado 1 g de biomassa (palha e sabugo de
milho) pré-tratados com 0,5% de H2SO4aq & 120°C por 15 minutos, utilizando o coquetel
enzimatico Accellerase® 1500 a 50°C, 150 rpm por 72hs obteve concentracdo de aglcares
redutores de 19,6g/L e 6,1g/L para a palha e sabugo, respectivamente. Um valor abaixo do
obtido neste trabalho, onde a temperatura utilizada (60°C) e maior quantidade de biomassa
(18,03%) influenciaram positivamente no aumento da quantidade de glicose.

O residuo da pamonha também se mostra mais promissor do que com o bagaco de cana-
de-agucar estudado por Gomes (2015). O autor utilizou o pré-tratado com 0,5% de H2SOu4aq @
120°C por 15 minutos e para o processo de hidrolise usou 1g de bagaco e ImL de Cellic Ctec
2% 2 50°C, 150rpm por 72hs obtendo 13,70g/L de ART.

Cinelli (2012) estudou extratos enzimaticos produzidos a partir da torta do babagu
avaliando a sacarificacdo simultanea a fermentacdo da farinha de babagu, composta em sua
maioria de amido granular. Obteve como resultados a agitagdo mecanica, favorecendo a
homogeneidade do sistema, a carga enzimatica e de substrato e a temperatura como efeito
positivo sobre a conversao de glicose (quanto maior os valores, maior a conversao) sendo que

ao final foi alcancado 87,0% de conversdo em glicose no tempo de 72h.

4.5. Analise do tempo de sacarificacdo condicio de validacio do modelo empirico do
DCCR

A Figura 24 apresenta os resultados da relagdo do tempo de sacarificacdo do processo
de hidrélise com a conversdo em glicose utilizando 18,03% de biomassa, pH 5,45 e temperatura

controlada em Shaker de 60°C, condi¢des de validacdo do modelo do DCCR.
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Figura 24: Conversdo da glicose (%) apds tempo de sacarificacdo.
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E possivel observar que a conversio aumentou apenas 3,47 pontos percentuais de 72h
para 96h, confirmando os resultados do teste preliminar apresentado no item 4.3.4. Apos o
tempo de 96h observa-se uma estabilidade no percentual de conversao. Wangpor et al. (2017)
encontrou melhores resultados em seu trabalho, quando estudou a hidrolise do amido da
mandioca, no tempo de 72h, utilizando uma carga de sélido de 30% (m/v).

Silva (2015), avaliou a hidrolise-fermentagao do bagago de cana-de-agtcar pré-tratado
afim de obter maior concentracdo de agucares fermentesciveis e, consequentemente, maior
quantidade de etanol. Neste trabalho os melhores resultados foram alcangados com uma maior

carga de substrato (15%) e um maior tempo (72h) para hidrolise e fermentagdo simultaneas.
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5. CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos ao longo do trabalho, ¢ possivel dizer que o residuo da
fabricag¢dao da pamonha possui caracteristicas importantes como um bom fornecedor de agticares
fermentesciveis. Por apresentar em sua composi¢ao lignoceluldsicos € amido, proporcionou um
interessante estudo da hidrolise enzimética utilizando os coquetéis enzimaticos especificos para
cada componente de maneira simultanea, resultando em um inovador e efetivo processo para a
conversao dessa biomassa em glicose.

A regido do Alto Paranaiba, onde o trabalho foi desenvolvido, ¢ uma regido onde o
plantio do milho e a fabricagdo de pamonha ¢ muito comum. Assim, o resultado desse trabalho
agrega valorizagdo de um residuo da regido de desenvolvimento do presente trablho, uma vez
que possibilita aos produtores da iguaria uma outra destinagao ao residuo produzido durante o

processo de fabricagdo. Sendo assim, pode-se concluir que:

e A caracterizacdio do residuo apresentou resultados expressivos quanto as
concentragdes de lignina, hemicelulose, celulose e amido, que permitiram classificar o
material como uma fonte para o estudo da hidrolise de amido e celulose

simultaneamente;

e A biomassa submetida ao pré-tratamento com éacido sulfurico proporcionou uma maior

conversao em glicose do residuo em quatro vezes;

e A utilizacdo de complexos enzimaticos celuloliticos e amiloliticos simultaneamente na
etapa de hidrolise promoveu melhores resultados quando comparado ao uso separado

destas enzimas; € o tempo com maior viabilidade foi de 72h de reagao.

e Com o estudo do delineamento composto central rotacional (DCCR) foi possivel
determinar condi¢des que maximizam a resposta de conversao da biomassa em glicose,
sendo que experimentos utilizando 18,02% de biomassa, 5,45 de pH e 60°C

proporcionaram 94,51% + 1,60 de conversao.

e O modelo empirico obtido foi validado experimentalmente apresentando uma

diferenca de apenas 2,8 pontos percentuais, dentro do MATLAB.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudo para aumentar as concentragdes de acgucares redutores nos residuos
hidrolisados

e Estudo da fermentagao alcdolica dos residuos simultaneamente com a hidrolise;

e Estudo da fermentacao alcoolica dos residuos apds o processo de hidrolise e o
aumento da concentracao de agucares disponiveis para aumentar a concentracao de

etanol produzido.
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