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RESUMO — A grande dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis e poluentes,
tem levado a busca de novas rotas para producdo de etanol combustivel a partir de
biomassas residuais de composicdo lignoceluldsica, como por exemplo, palha e
sabugo do milho. O objetivo do trabalho foi estudar a influéncia das condicGes de
hidrélise enzimética na conversdo dos aclcares presentes nos residuos do milho.
Inicialmente foi feito o pré-tratamento com H,SQO,, visando a remoc¢do da lignina,
hemicelulose e extrativos. Em seguida, foram realizados ensaios de hidrélises
enzimaticas, com 16,7 g/L de substrato, utilizando 1,0 e 2,0 mL da enzima comercial
celulase de Aspergillus niger, em tampéo acetato com pH 4,5. As amostras foram
colocadas em mesa incubadora rotativa, tipo Shaker, a 50°C durante 48 horas e 72
horas, logo em seguida foi realiza analise dos acucares redutores (AR) e acucares
redutores totais (ART) para cada ensaio. A melhor condi¢do encontrada para os dois
residuos foi 48 horas de hidrélise e 1,0 mL da enzima comercial, obtendo-se 0,149 de
AR /g de palha hidrolisada e 0,07gde AR por g de sabugo.

1. INTRODUCAO

O crescimento exacerbado da populacdo e a exploracdo indiscriminada dos recursos
naturais tendem ao seu esgotamento. A busca de novas matrizes energéticas renovaveis em
substituicdo aos combustiveis fosseis tem sido importante, visto que, além de serem abundantes,
como a celulose, apresentam baixo impacto ambiental. O desenvolvimento agricola tem resultado
no crescimento da quantidade de residuos que muitas vezes se acumulam tornando-se problema
ambiental. O Brasil, por exemplo, produziu em 2007 aproximadamente 400 milhdes de toneladas
de subprodutos agroflorestais, incluindo os residuos gerados na industria de celulose (NUNES et
al., 2001), podendo ser utilizado como matéria-prima na obtengdo de energia renovavel, como a
producéo de bioetanol.

O etanol é utilizado como combustivel, em grande escala no Brasil, Estados Unidos e em
alguns paises europeus. Por promover maior calor de vaporizacdo e deter elevada octanagem,
pode ser misturado aos derivados do petréleo, como a gasolina ou usado puro em motores
especificos, além de ser um excelente combustivel para motores hibridos. Quase todo etanol
combustivel € produzido por fermentacdo de sacarose no Brasil ou glicose de milho nos Estados
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Unidos, porém, estas matérias-primas ndo sao suficientes para satisfazer a demanda internacional
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Entdo, a tendéncia de estudo estd voltada para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos que permitam a utilizagdo de biomassas residuais de composi¢do lignoceluldsica
para a producdo de etanol chamado de segunda geracdo, como os residuos do milho, palha e
sabugo. As tecnologias para a obtencdo de bioetanol de segunda geragéo, produzido a partir de
materiais lignoceluldsicos, envolvem a hidrolise dos polissacarideos da biomassa em acucares
fermentaveis e sua posterior fermentagdo (SILVA et al., 2010).

A composicdo e a estrutura da biomassa tém forte influéncia na natureza e nos
rendimentos dos processos de hidrolise e fermentacdo. Os materiais lignoceluldsicos sdo
formados por estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos
celulose e hemicelulose (cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra macromolécula
(DURAN et al., 1998). A celulose é constituida por polimeros de hexoses (glicose) e a
hemicelulose de polimeros de pentoses (xilose, entre outros) o que os torna atrativos para a
extracdo dos monbémeros de aclcares (PEREIRA et al., 2008). Os residuos do milho tem a
seguinte composicgéo parcial: a palha possui 37,6% de celulose, 34,5 % de hemicelulose e 12,6 %
de lignina, ja o sabugo é composto por 31,7% de celulose, 34,7% de hemicelulose e 20,3% de
lignina (SILVA et al., 2010).

A maior dificuldade para o aproveitamento dos residuos lignoceluldsicos esta
representada pela barreira fisica formada pela lignina, o que impede o aproveitamento da celulose
na forma inativa (DURAN et al., 1998). Em consequéncia, a hidrdlise enzimatica da biomassa
normalmente envolve inicialmente o pré-tratamento para romper o selo de lignina e destruir a
cristalinidade da celulose (SILVA et al., 2010). Se o pré-tratamento for muito agressivo, 0s
acucares liberados podem ser degradados em compostos inibidores das enzimas diminuindo o
rendimento. Entretanto, se condi¢cdes muito brandas de pré-tratamento sdo usadas, isto ira resultar
em pequena acessibilidade para a enzima (SENDELIUS et al., 2005).

A degradacdo da celulose em glicose é realizada por enzimas altamente especificas e
catalisadores do processo, as celulases, produzidas por microrganismos diversos. As celulases
hidrolisam a celobiose e oligossacarideos solUveis de baixo grau de polimerizacdo (menor que 7),
sendo a glicose o principal destes (SILVA et al., 2010).

A hidrdlise de materiais lignocelulésicos pode ser feita por diversos processos, entre 0s
principais estdo a rota enzimatica, a hidrolise basica e a hidrolise acida (REYER et al., 1998).
Atualmente a hidrélise enzimatica tem sido escolhida como a melhor opcéo para hidrolise de
materiais celuldsicos, principalmente pelo menor impacto ambiental e consequente reducdo dos
custos de descarte de residuos (NUNES et al., 2001), além do fato de ser realizada em condicao
amena de temperatura (CARRASCO, 1998). Alguns fatores afetam a hidrélise enzimatica da
celulose, como o substrato, a atividade das celulases, as condicbes de pH e temperatura das
reacOes (NUNES et al., 2001), que podem ser analisados para otimizacdo da mesma.
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Este trabalho teve como objetivo aperfeicoar o processo de hidrolise dos residuos
lignocelulésicos do milho, a palha e o sabugo, pela celulase comercial Aspergillus Niger sp com
0 intuito de se obter etanol de segunda geracéo (2G).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencéo da Farinha do Sabugo e Palha do Milho

O milho utilizado nesta etapa foi selecionado de um Unico lote provindo da feira livre da
cidade de Maceid, sendo considerado o aspecto e aparéncia. Ele foi descascado manualmente, a
palha foi reservada do restante do milho, passando pela higienizacdo, secagem e trituracdo,
obtendo-se a farinha. O milho teve os grdos retirados e o sabugo foi conservado a temperatura
ambiente, ou seja, aproximadamente 30°C. O sabugo resultante também passou pelas mesmas
etapas da palha para obtencédo da farinha. As palhas e os sabugos foram triturados no Laboratorio
de Sistema de Separacdo e Otimizacdo de Processos — lassop, no Departamento de Engenharia
Quimica na Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

2.2 Métodos Analiticos Para Caracterizacéao das Farinhas

Foram feitas as seguintes analises para a caracterizacdo da farinha do sabugo e palha do
milho: Umidade, ART E AR.

Determinacdo de umidade (IAL 012/1V): A técnica gravimétrica com emprego do calor é
a mais utilizada e baseia-se na determinacdo da perda de peso do produto submetido ao
aquecimento, até peso constante. O residuo obtido no aquecimento direto é chamado de residuo
seco e, em geral, o processo mais utilizado é o aquecimento direto da amostra a 105°C.
Procedimento: colocou-se estufa a 105°C por no minimo 1 hora capsula de porcelana ou de
metal previamente identificada. Transferir para o dessecador por no minimo 15 min e pesar em
balanca analitica. Pesar 2 a 10 g de amostra neste recipiente previamente tarado. Levar para a
estufa a 105°C por 3 horas, esfriar em dessecador por no minimo 15 min e pesar. Repetir as
operacdes de aquecimento e resfriamento até peso constante da amostra (ou diferenca na ultima
casa decimal da balanga) e calculado a partir da equacdo 1:

Umidade(%)= 100N /P 1)

N = perda de peso (massa final menos a tara da capsula); P = massa tomada da
amostra

Determinacdo de acgucares redutores totais (A.R.T) (Método do DNS proposto por Miller
(1954)):Procedimento: transferiu-se 1,0 a 2,0g de amostra para cada erlenmeyer, misturou-se a
amostras 50 ml de agua destilada, os levou a mesa incubadora rotativa, tipo Shaker, com 150 rpm
por cerca de 30 min. Apos este tempo as amostras foram retiradas e filtradas, a porcdo solida foi
armazenada e o licor foi recolhido para a analise dos agucares. Hidrdlise: Em tubos de ensaio
com tampa adicionou-se 1 ml das amostras (Licor) e 5 mL de H,SO, 1,5M, levou-se ao banho
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fervente por 20 min, a 110°C e agitou-se ocasionalmente para hidrolisar os polissacarideos e
outros agucares ndo-redutores (a0 menos a cada 5 min). Em seguida os tubos foram mergulhados
no banho de gelo para resfriar. Neutralizacdo: Despejou-se o conteddo dos tubos em beckeres,
adicionou 3 gotas de fenolftaleina, fez-se a titulagdo com hidroxido de sddio (NaOH) a 26% até
a mudanca da cor inicial para a cor résea e posteriormente adicionou-se acido sulfurico (H,SOy)
1,5M até ficar incolor. Diluicdo: Homogeneizou-se as amostras e transferiu-se para proveta,
completando o volume com agua destilada até 50 mL. O tubo e o becker foram risados com agua
destilada antes de completar o volume. Reagcdo de DNS: a determinagdo foi feita de forma
semelhante a reacéo para determinacdo de acUcares redutores.

Determinacdo de acucares redutores (A.R) (Método do DNS proposto por Miller (1954)):
Procedimento: Reacdo de DNS: transferiu-se 0,25 mL da amostra para um tubo de ensaio com
tampa e adicionou-se 0,5 mL de &gua destilada. Verificou-se se o banho de agua estava fervendo.
Adicionou-se, entdo, 0,25 mL do reagente de DNS e a amostra foi levada para banho fervente por
5min, permitindo assim a reagéo entre a glicose e 0 DNS. Resfriou-se o tubo em banho de gelo,
ajustou-se o volume com agua destilada para 5 mL (ou seja, adicionou-se 4 mL de agua) e entéo
foi feita a leitura da absorbdncia em espectofotometro a 540nm, tendo como padrdo
concentragdes conhecidas de glicose. A partir desses dados obteve-se a curva padrdo por
regressédo linear e, a seguir, a equacao da reta que permitiu calcular a concentragdo de glicose em
cada amostra (Equacdo 2) (g de glicose /g de amostra). Obs: para “zerar” o espectrofotdometro ¢
ler as absorbancias foi necesséario se fazer um branco, substituindo-se na reacdo de DNS a
amostra por agua destilada.

Sendo as concentracdes de A.R. e A.R.T. obtidos a partir dos fatores das Equacdes 2 e 3,
respectivamente:

Y =6,787 x X (2)
Y=8,213 x X ©)
Onde: Y é a concentracdo de glicose; X ¢ a leitura de absorbancia;

2.3 Pré-tratamento da Matéria-Prima

Antes da hidrolise enzimatica foi realizada a deslignificagdo do sabugo e palha do milho,
em pré-tratamento por explosdo a vapor, por meio de um reator do tipo autoclave. Foram
utilizadas cerca de 200 g da matéria-prima, da palha e do sabugo, 2 litros de solucéo &cida, de
acido sulfarico (H2SO4) a 0,5%, misturando-se 0s mesmos em erlenmeyers e ,em seguida,
fechando-os com papel aluminio. Os erlemneyers foram levados os autoclave por 15 min a 1 atm,
apos este tempo os mesmos foram retirados e resfriados. Apds a deslignificacdo, a polpa foi
separada do licor por filtracdo, e efetuada vérias lavagens com &gua quente a 70 °C, para que
fosse retirada a lignina que ainda encontrava-se impregnada no material. Posteriormente, foi feita
a analise de umidade (IAL 012/1V), AR e ART (Miller (1954)).
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2.4 Hidrélise Enzimatica no Material

Na hidrolise enzimatica o peso do pré-tratado, de sabugo e palha utilizados, foram fixos,
19 de cada, variando apenas o tempo de hidrolise, 48h e 72h e a quantidade da enzima comercial
Cellulase Aspergillus Niger sp (E.C.3.2.1.4), 1,0 e 2,0 mL. Os ensaios de hidrolise foram
realizados em frascos de erlenmeyer contendo cerca de 1g de cada pré-tratado (em duplicata), 60
mL do liquido de mistura (formado por solucdo de tampdo acetato, a 0,1 M e pH em torno de 4,5)
e a enzima comercial. Misturou-se no frasco inicialmente, a solugdo tampdo a massa do pré-
tratado ajustando-se o pH, com auxilio do pHmetro, em torno de pH 4,5, em seguida adicionou-
se a quantidade da enzima comercial pré-determinada. Os frascos foram mantidos em mesa
incubadora rotativa, tipo Shaker, com 150 rpm, por tempos pré-determinados, 0s ensaios foram
dispostos na Tabela 1:

Ao final de cada ensaio de hidrolise, foram realizadas as analises de agUcares redutores
(AR) e acucares redutores totais (ART) pelo método do DNS proposto por Miller (1954), visando
selecionar as condicBes experimentais nas quais se obtém a maior quantidade de acgucares
fermentaveis.

Tabela 1 - Condic¢6es de hidrolise.

Tempo de Hidrolise (h) Quantidade de Enzima commercial (ml)
1° Ensaio 48 1,0
2° Ensaio 48 2,0
3° Ensaio 72 1,0
4° Ensaio 72 2,0

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos a realizagdo dos métodos analiticos para a caracterizagdo das amostras obteve-se 0s
dados encontrados da Figura 1, onde a concentra¢do da farinha de cada matéria-prima para a
realizacdo das analises de AR e ART foi de 40 g/L:
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Figura 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do sabugo e palha do milho in natura.

O valor do teor de umidade esta relacionado ao fato das amostras encontrar-se in natura,
assim como o teor de AR e ART. Apds a realizacdo do pré-tratamento acido das farinhas, foram
obtidos os devidos teores de umidade, AR e ART, que se encontram no Figura 2, onde a
concentragéo inicial do pré-tratamento foi de 100 g/L para palha e sabugo do milho.
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Figura 2 - Teores de umidade, AR e ART ap0s o pré-tratamento do bagaco e palha do milho.

Na terceira etapa foram realizados inimeros ensaios de hidrdlise, ocorrendo ajustes ao
longo dos mesmos, a fim de se obter as melhores condi¢cdes de hidrélise. Assim, os quatro
principais ensaios e seus respectivos valores de AR e ART, variando-se a quantidade da enzima
comercial e o tempo de hidrolise, estdo representados na Figura 3:

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

-

0,6
0,517

0,479 0,48
0,07 0,0 L

0,02 0,03
| | = B S

10 20 30 40
Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio

mgde AR / g de substrato seco M g de ART / g de substrato seco

Figura 3 - Valores de AR e ART da palha e sabugo do milho, respectivamente, obtidos nos
ensaios.

Dentre 0s quatro ensaios realizados, o primeiro ensaio foi que apresentou melhor
resultado de A.R. e A.R.T., tanto para a palha quanto para o sabugo do milho, entendendo assim
que usando o tempo de hidrélise de 48h e uma quantidade da enzima comercial de 1,0 mL,
obtém-se uma melhor quantidade de aglcares fermentaveis. Sabendo-se que na producdo do
alcool industrial, parte-se de uma concentracdo baixa de acucares (12 a 14%) para se obter
desdobramento total em 24 a 48 horas, sem que a levedura seja inibida pelo teor alcodlico final,
ja que o aumento do teor alcoolico do mosto em fermentacéo inibe o desenvolvimento da prépria
levedura, no geral este cessa em concentracfes de 1% a 12% do alcool.

Dentre os fatores que podem ter promovido uma concentragcdo mais baixa de glicose no
tempo de 72h, tem-se o fato de que pode ter ocorrido uma variagdo de pH fora da faixa ideal de
trabalho da enzima. Também pode ter acontecido uma inibicdo da mesma por contaminantes
gerados no pré-tratamento presentes ainda na matéria pré-tratada, a lignina, que ndo foi
suficientemente quebrada para deixar a celulose bem exposta, entre outros. Possiveis erros
experimentais podem ter ocorrido nos ensaios de 48h visto que os teores de agUcares obtidos
foram de encontro ao esperado, pois apds o pré-tratamento com posterior hidrélise espera-se que
maiores teores de acgucares sejam obtidos conforme se utilize maiores volumes de enzima.

4. CONCLUSOES

Observando os valores de ART e AR em cada ensaio foi constatado que todos tiveram uma
quantidade consideravel de agUcares, ou seja, as concentracdes de glicose em cada amostra foram
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muito boas, em comparacdo com a quantidade de glicose necessaria para uma boa fermentacao,
tendo o melhor resultado de ART e AR na condicdo de hidrolise 48horas e 1,0 mL de enzima
comercial.
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