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RESUMO

O bioetanol de segunda geracdo (2G) € produzido pela fermentacdo de agucares
liberados em residuos agricolas e florestais, através do metabolismo da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Linhagens como a PE-2 destacam-se por sua alta
resisténcia e eficiéncia na produgao de etanol em condi¢bes severas. O sabugo de
milho, composto majoritariamente por hemicelulose, celulose e lignina, se apresenta
como uma opg¢ao viavel para a produgéo de bioetanol. Este residuo agricola, gerado
em grandes quantidades, pode ser transformado em bioetanol em vez de ser
descartado ou queimado. Para utiliza-lo como substrato na producdo de etanol, é
necessario que ele passe por processos de pré-tratamento e hidrolise enzimatica
para liberar os agucares fermentaveis. Dentro do ambito do conceito apresentado, o
objetivo do presente estudo foi produzir etanol de segunda geragcéo a partir do
sabugo de milho, submetido a pré-tratamento acido oxidativo, hidrélise enzimatica e
fermentagcdo com S. cerevisiae, para a formulacdo de alcool em gel. Assim, foi
realizado o crescimento da levedura em meio YEPD (Yeast Extract - Peptone -
Dextrose) e a propagacado em meios de sacarose para a preparagao do inoculo, foi
realizado ensaios alterando a concentracdo de magnésio para observar o seu efeito
sobre o cultivo e sua viabilidade, também foi avaliado a possibilidade de um meio
sintético que mimetiza o uso do hidrolisado do sabugo de milho, a etapa de
purificacdo foi executada visando extrair etanol com um grau de pureza elevado,
para este ser usado no desenvolvimento de uma formulagédo de alcool em gel.
Ademais, foi analisado o potencial de aproveitamento de residuos, conduzindo o
experimento de determinacdo de sdlidos totais, demanda quimica de oxigénio e
quantidade de nitrogénio. A partir disso foi possivel obter 75,73% de rendimento
massico do pré-tratamento, ao dobrar a concentragdo de magnésio foi obtido uma
eficiéncia fermentativa de 98,2%, com o processo de purificagdo empregado foi
alcancado uma pureza de 82° GL. Portanto foi atingido a producédo de etanol
satisfatéria com baixo volume de etanol produzido devido a baixa conversao

enzimatica de 11,36%.

Palavras-chave: Bioetanol; Hidrolisado; Sabugo de milho.



ABSTRACT

Second generation bioethanol (2G) is produced by the fermentation of sugars
released in agricultural and forestry residues, through the metabolism of the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Lines such as PE-2 stand out for their high resistance
and efficiency in ethanol production under severe conditions. Corn cob, composed
mainly of hemicellulose, cellulose and lignin, presents itself as a viable option for the
production of bioethanol. This agricultural waste, generated in large quantities, can
be transformed into bioethanol instead of being discarded or burned. To use it as a
substrate in the production of ethanol, it must go through pre-treatment and
enzymatic hydrolysis processes to release fermentable sugars. Within the scope of
the presented concept, the objective of the present study was to produce second
generation ethanol from corn cobs, subjected to oxidative acid pre-treatment,
enzymatic hydrolysis and fermentation with S. cerevisiae, for the formulation of
alcohol gel. Thus, the yeast was grown in YEPD (Yeast Extract - Peptone - Dextrose)
medium and propagated in sucrose media to prepare the inoculum. Tests were
carried out changing the magnesium concentration to observe its effect on the
cultivation and its viability, the possibility of a synthetic medium that mimics the use of
corncob hydrolyzate was also evaluated. The purification step was carried out to
extract ethanol with a high degree of purity, for it to be used in the development of an
alcohol formulation in gel. Furthermore, the potential for using waste was analyzed,
conducting the experiment to determine total solids, chemical oxygen demand and
quantity of nitrogen. From this it was possible to obtain 75.73% mass yield from
pre-treatment, by doubling the magnesium concentration a fermentative efficiency of
98.2% was obtained, with the purification process used a purity of 82 GL was
achieved. Therefore, satisfactory ethanol production was achieved with a low volume

of ethanol produced due to low enzymatic conversion of 11.36%.

Keywords: Bioethanol; Hydrolyzed; Corn cob.
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1. INTRODUGAO

Durante a década de 70, o mundo foi marcado pela primeira crise do petrdleo,
isso fez com que a importancia econdmica do etanol no Brasil aumentasse (Montiel,
2022). Ademais, essa importancia também se deu pelas preocupagdes econémicas
e ambientais, haja visto as altas taxas de emissdo de gases do efeito estufa pelos
combustiveis fosseis e de como isso traz consequéncias negativas ao planeta
(Mdller et al., 2019).

Dessa forma, em 1975 o Programa Nacional do Alcool (Proalcool) foi criado,
visando reduzir a dependéncia externa sobre combustiveis fésseis e a tornar o
etanol competitivo no mercado, para promover uma fonte de energia renovavel e
para desenvolver a tecnologia nacional, aliada a geragdo de emprego e renda
(Bernardes, 2023). Até 2004, o Brasil era lider na produgdo de etanol mundial e
atualmente ocupa o segundo lugar. O primeiro lugar agora € ocupado pelos Estados
Unidos, produzindo etanol a partir do milho e o terceiro lugar pertence a Uniédo
Europeia, a qual produz etanol por beterraba sacarina (Muller et al., 2019).

Com isso, a tecnologia do etanol de primeira geracdo ja estava bem
estabelecida e iniciou-se um debate sobre combustivel versus alimento, tendo em
vista o impacto nos precos causados pela utilizagdo da cana-de-agucar, colocando
a segurancga alimentar da populagédo em perigo e também pelas maiores areas
degradadas para zonas de cultivo. Por essas razdes, o interesse em biomassas
lignoceluldsicas residuais, como bagago de cana e sabugo de milho aumentou
(Muller et al., 2019) para a producao de etanol de segunda geragao (2G), visto que
emite menos gases do efeito estufa que o préprio etanol 1G, ndo compete com
culturas alimentares e reaproveita residuos, agregando valor nestes (Silva et al.,
2022).

O milho é a segunda cultura mais cultivada no Brasil com estimativa de
129,15 milhdes de toneladas para a safra 2023/24 (Globo Rural, 2023) e também
tem se tornado matéria-prima para a producdo de etanol de primeira geracgao,
estando cada vez mais consolidado no cenario sucroenergético brasileiro (Ribeiro,
2023). Essa producado somada aos outros destinos do milho, gera residuos, como a
palha e o sabugo. Estima-se que a producao de 1 kg de espiga gera 0,22 kg de
sabugo, pois durante a colheita, as colheitadeiras debulham os grdos e os
armazenam, enquanto o sabugo fica como residuo (Santos Filho, 2021). Esse

residuo tem grande potencial para a produgdo de etanol de segunda geracéo, de
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acordo com Santos (2014) em geral o sabugo de milho possui 41 % de celulose,
36% de hemicelulose e 6% de lignina. A celulose é o composto de maior interesse
visto que apdés um pré tratamento e hidrélise, é convertida em acgucares
fermentesciveis.

Esse material lignocelulésico precisa de um pré-tratamento, podendo este ser
acido, o qual confere vantagens significativas, como altos rendimentos de
sacarificagcdo e solubilizagcao eficiente da hemicelulose e da lignina, o tornando
flexivel e fazendo com que a celulose se torne mais acessivel. Alguns desafios s&o
encontrados no pré-tratamento acido, principalmente aos que o utilizam
concentrado, como corrosividade, producdo de substancias inibitorias e alto custo de
recuperacao (Solarte-Toro et al., 2019; Aghael et al., 2022). Uma gama de diversas
técnicas bioldgicas, fisicas e quimicas sao alternativas também de pré-tratamento.
Como forma de resolver a producdo destes compostos inibitérios, também foi
proposto a utilizacdo de carvao ativado como forma de desintoxicar o hidrolisado e
vem apresentando bons resultados nos estudos realizados (Mussato, 2004).

A hidrdlise enzimatica de residuos lignocelulésicos € catalisada por celulases
altamente especificas para a quebra da celulose anteriormente acessivel pelo
pré-tratamento. Essa abordagem oferece vantagens interessantes ao processo,
permitindo altos rendimentos em condi¢gdes menos rigorosas € com menos impactos
ambientais. Apesar da sua eficiéncia, o custo elevado das enzimas continua sendo
um desafio para a implementagao em larga escala (Santos, 2014).

Para que a fermentacdo e entdo producdo do etanol possa acontecer, é
necessario inserir no meio o microrganismo responsavel pela conversdo do agucar
em produto. A Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo com morfologia
elipsoidal, amplamente empregado para procedimentos de fermentagéo, visto que
possuem alto potencial de tolerancia ao etanol, capacidade de suportar ambientes
com baixos valores de pH e uma alta taxa de conversao, ademais, 0 microrganismo
possui uma taxa de crescimento acelerado (dobrando a massa em intervalos de 90
minutos, quando expostos a condi¢ées ambientais favoraveis). Dentre as diferentes
linhagens existentes da S. cerevisiae, ha algumas que se destacam e sao aplicadas
em processos industriais, sao elas, a PE-2 e CCUG53310, as quais possuem uma
resisténcia superior e uma eficiéncia de conversdao maior de diversas fontes de
glicose, além de apresentar uma resisténcia a estresse osmotico (Cunha et al, 2015;
Cruz, 2021; Gongalves et al, 2019).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etanol de segunda geragao

A escassez de combustiveis fésseis, o aumento dos precos do petrdleo
importado e mudangas nas politicas globais estdo incentivando os paises a buscar
alternativas  sustentaveis. Desde 2005, diversas nagdes tém adotado
regulamentagdes para incluir biocombustiveis nos transportes. Atualmente, 98% do
combustivel usado nos transportes rodoviarios vem de fontes fésseis, enquanto 2%
sdo biocombustiveis (IEA, 2019). Dentre os biocombustiveis, o bioetanol € o mais
produzido. Em 2018, a producado global de biocombustiveis foi de 154 bilhdes de
litros, sendo 110 bilhdes de bioetanol. Espera-se que a producdo de bioetanol
aumente 20% até 2024, alcangando 130 bilhdes de litros. O bioetanol possui menor
densidade de energia em comparagao a gasolina, necessitando de maior volume
para realizar a mesma quantidade de trabalho, mas sua alta octanagem melhora a
eficiéncia térmica dos motores. Pode ser utilizado como substituto da gasolina e
misturado em qualquer propor¢cédo, com muitos paises permitindo até 10% de etanol
na gasolina (E10), enquanto misturas mais altas, como E85 e E100, requerem
veiculos adaptados (flex-fuel). No Brasil, € usado E27 em todos os veiculos e E100
nos veiculos flex-fuel (Gandam, 2022).

Em relagdo a precificacdo do bioetanol, inicialmente aborda-se a
produtividade, sendo que em 2023, a produgdo de etanol no Brasil cresceu 15,5%,
totalizando 35,4 milhdes de m*, com aumentos de 13,5% no etanol anidro e 16,8%
no hidratado, enquanto a taxa média anual de crescimento entre 2014 e 2023 foi de
2,3%. A Regiao Sudeste, responsavel por 48,5% da produgéo nacional, liderou com
17,2 milhdes de m3 um aumento de 14,2%. As Regides Nordeste, Sul e
Centro-Oeste também cresceram, registrando aumentos de 18,8%, 13,2% e 17,2%,
respectivamente, enquanto a Regido Norte teve uma queda de 5,4%. Séo Paulo foi
o0 maior produtor, com 13,7 milhdes de m?3, seguido por Goias (5,5 milhdes de m?),
Mato Grosso (5,4 milhées de m?®) e Mato Grosso do Sul (3,8 milhdes de m?), todos
com crescimentos significativos. Globalmente, os precos do bioetanol devem cair
entre 2017 e 2024, acompanhando a tendéncia dos precos do petroleo, embora nao
alcancem os minimos histéricos de 1999 e 2002. Em 2015, o custo maximo do

biocombustivel foi de 66,5 USD/L, coincidindo com o pico dos precos do petréleo
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(Zamora-Zamora, 2017; Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, 2022).

Embora a cana-de-agucar € o milho sejam fontes importantes para a
producdo de bioetanol, ndo sédo suficientes para substituir a demanda mundial de
petroleo, levando a busca por matérias-primas ndo comestiveis, como residuos
agricolas, para a produgdo de bioetanol de segunda geragdo. Este tipo de
biocombustivel utiliza residuos agricolas e florestais, evitando a competicdo com
alimentos. No entanto, a complexidade da biomassa lignocelulésica e suas
variagdes regionais ainda apresentam desafios econdmicos para a produgdo em
larga escala. Residuos como palha de milho, bagago de cana e palha de trigo sédo
promissores. A produgdo de bioetanol pode seguir a rota bioquimica (BC),
envolvendo pré-tratamento, hidrolise enzimatica e fermentagdo, ou a rota
termoquimica (TC), que transforma biomassa em biocombustiveis através do uso de
calor. O desempenho varia conforme o tipo de biomassa: a biomassa herbacea é
adequada para BC, apresentando um pre¢o minimo de venda (MESP) mais alto; a
biomassa de madeira macia € melhor para TC, com menor MESP, mas maiores
emissoes; e a biomassa de madeira dura € ideal para BC, com alta produtividade,
menor custo e maior eficiéncia energética. A rota mais eficiente sera aquela que
maximiza o valor dos coprodutos gerados. Problemas no pré-tratamento podem
gerar inibidores que reduzem o rendimento da fermentagédo. A planta Raizen, em
Sé&o Paulo, Brasil, inaugurada em 2015, produz 40 milhdes de litros de etanol por
ano a partir de bagaco e palha de cana, beneficiando-se de avangos tecnolégicos no
pré-tratamento e uso de microrganismos geneticamente modificados para reduzir

custos e garantir a viabilidade comercial (Pandiyan, 2019; Correa, 2023).

2.2. Fermentagao

A fermentagdo € um processo metabdlico complexo em que microrganismos,
como bactérias e leveduras, convertem substratos organicos, principalmente
carboidratos, em produtos finais como &acidos, gases ou alcool. Este processo
ocorre, em grande parte das vezes, na auséncia de oxigénio (condigdes
anaerobicas) e € essencial tanto em processos naturais quanto em aplicagdes
industriais. Segundo Madigan et al. (2018), a fermentagao é essencial na ciclagem
de carbono em ecossistemas naturais e tem sido fundamental para a producéo de

alimentos e bebidas fermentadas desde tempos ancestrais.
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No nivel bioquimico, a fermentagdo envolve a glicdlise, onde a glicose é
convertida em piruvato, seguido pela transformagao do piruvato em varios produtos
finais dependendo do tipo de fermentagcédo. Na fermentacéo alcodlica, predominante
em leveduras como Saccharomyces cerevisiae, o piruvato é convertido em etanol e
diéxido de carbono (Barnett et al., 2011). Este processo complexo depende de
fatores como a temperatura, a concentracdo de nutrientes e a presenga de
microrganismos especificos. A fermentacdo alcodlica também ¢é afetada pela
presenca de enzimas, como a enzima alcool desidrogenase, que catalisa a
conversdo de moléculas de carboidratos em moléculas de alcoois (Bauer et al.,
2003). Em contraste, a fermentacdo lactica, realizada por bactérias como
Lactobacillus, resulta na conversao do piruvato em acido latico, sendo um processo
fundamental na produgédo de produtos como iogurte e chucrute (Kandler; Weiss,
1986).

O processo fermentativo comega com a preparacdo do meio de fermentacao,
cuja composi¢ao varia conforme o produto desejado. Em seguida, ocorre a
fermentagao, onde microrganismos como bactérias, leveduras e fungos transformam
a matéria-prima nos produtos almejados. Apds essa etapa, sdo realizados
tratamentos finais para assegurar a qualidade e pureza do produto. O meio de
fermentacao deve conter uma fonte de carbono, como cana-de-agucar, frutas, leite,
malte, melaco, lignoceluldsicos, O6leos vegetais e alcoois. Este meio pode
representar até 70% do custo total de producao, tornando essencial a escolha de
fontes mais baratas para reduzir os custos (EMBRAPA, 2021).

A fermentacdo também apresenta significativas aplicagées industriais. Na
industria de biocombustiveis, por exemplo, a fermentagdo é utilizada para a
producdo de bioetanol a partir de biomassa vegetal, representando uma alternativa
renovavel aos combustiveis fésseis (Balat, 2011). Além disso, a biotecnologia
moderna tem explorado a fermentagdo para a produgado de produtos de alto valor
agregado, como enzimas, antibiéticos e outros produtos farmacéuticos, através da

engenharia genética de microrganismos (Demain; Vaishnav, 2009).

2.3. Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae € uma levedura unicelular, com formato
geralmente esférico ou oval, e ndo forma filamentos. Pertence ao filo Ascomycota e

possui uma estrutura celular eucariética. Sua composi¢ao inclui uma parede celular,
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uma membrana plasmatica, um citoplasma com diversas organelas membranosas e
um nucleo. A levedura reproduz-se tanto assexuadamente quanto sexualmente.
Durante a reprodugao assexuada, ocorre o brotamento, onde uma protuberéncia se
forma na célula-mae e se desprende apos a migracdo do nucleo, originando uma
célula-filha. A reproducdo sexuada, por sua vez, sO acontece entre individuos de
diferentes tipos sexuais (mating type a ou a) (Pelczar; Chan; Krieg, 1997).

S. cerevisiae € uma das leveduras mais conhecidas por seus processos
fermentativos, incluindo a panificagdo, a fabricagcdo de cerveja e a produgdo de
bioetanol. Além disso, essa espécie tem se mostrado extremamente valiosa em
estudos fundamentais de bioquimica e genética (Eardley et al., 2020). Ela é
naturalmente encontrada em habitats ricos em agucar e podem ser consideradas
como espécies invasoras microbianas devido a sua natureza dominante e
capacidade de produzir biocidas. O metabolismo e a genética do organismo sao
bem estudados, e todo o sequenciamento do seu genoma esta disponivel em
dominio publico (Gandasi et al., 2024).

Essas leveduras sao capazes de crescer em ambientes anaerdbios
facultativos, o que significa que podem obter energia quimica na forma de ATP tanto
na presenga quanto na auséncia de oxigénio (Pelczar; Chan; Krieg, 1997). A
capacidade de conversao de fonte de carbono, como glicose e frutose, em etanol é
uma das caracteristicas mais exploradas da levedura. Embora prefiram a via
respiratoria em ambiente rico em oxigénio, em condi¢cdes anaerdbicas, a sacarose é
hidrolisada em glicose e frutose pela agdo da enzima sacarase ou invertase, sendo
essas moléculas entdo direcionadas para a via glicolitica, onde sao convertidas em
duas moléculas de piruvato. Devido a auséncia de oxigénio, o ciclo de Krebs é
bloqueado, fazendo com que o piruvato siga pela rota fermentativa. Nesse processo,
a enzima piruvato descarboxilase promove a descarboxilacdo do piruvato,
resultando na produgdo de duas moléculas de CO2 e duas de acetaldeido. Em
seguida, a enzima alcool desidrogenase converte as moléculas de acetaldeido em
duas moléculas de etanol (Gandasi et al., 2024; Madigan et al., 2010). As industrias
utilizam essa via metabdlica do organismo para a produgdo em massa de etanol,
tanto em bebidas alcodlicas quanto em bioetanol, que é uma alternativa ao
combustivel féssil (Chen et al., 2024).

Dentre as diferentes linhagens existentes da S. cerevisiae, ha algumas que se

destacam e sao aplicadas em processos industriais, sdo elas, a PE-2 e
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CCUG53310, as quais possuem uma resisténcia superior e uma eficiéncia de
conversao maior de diversas fontes de glicose, além de apresentar uma resisténcia
a estresse osmatico (Cunha et al, 2015; Cruz, 2021; Gongalves et al., 2019).

Em um estudo conduzido por Pereira et al (2011), observou-se que a
linhagem industrial de levedura PE-2 demonstra varias vantagens em fermentacdes
de alta gravidade (VHG). Ela é capaz de produzir altos niveis de etanol (acima de
19% v/v) com alta produtividade (>2,5 g/L/h). A produgao de etanol é significativa
apods 24 horas, momento em que o crescimento da levedura essencialmente cessa e
mais da metade do etanol é gerado. Além disso, a PE-2 acumula glicerol em
resposta ao choque osmotico, o que ajuda a restaurar a viabilidade celular apés uma
perda inicial, destacando-se com uma viabilidade superior a 85% até uma
concentragdo de etanol de 140 g/L. Essa linhagem pode acumular niveis mais
elevados de glicogénio em comparagdo com outras, como por exemplo a linhagem
de laboratério CEN.PK113-7D, proporcionando uma vantagem adaptativa nas

rigorosas condi¢coes de fermentacéo.

2.4. Sabugo de milho

Conforme informagdes da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA, 2021), o milho é de grande importancia econdmica devido a sua ampla
aplicacdo, que vai desde a alimentagdo animal até setores de alta tecnologia. No
contexto global, cerca de 70% do milho é utilizado na alimentagdo de animais. Nos
Estados Unidos, aproximadamente metade da produgéo de milho é destinada a essa
finalidade, enquanto no Brasil essa proporgcdo varia de 60% a 80%. No Brasil, o
milho é cultivado em 3,6 milhdes de propriedades rurais, ocupando uma area de 14
milhdes de hectares na safra 2007/2008, com uma produgdo de 58,6 milhdes de
toneladas e uma produtividade de 3.950 kg/ha. Nos ultimos anos, a area plantada no
pais aumentou em 2,5 milhdes de hectares e a produtividade cresceu em
aproximadamente 40 milhdes de toneladas.

O milho é uma das culturas mais plantadas no mundo, gerando um grande
volume de espigas de milho como residuo agricola. A quantidade global de espigas
de milho geradas € de aproximadamente 144 milhdes de toneladas por ano, sendo
que a maior parte é descartada ou queimada, causando grave poluicdo ambiental e
nenhum beneficio (Berber-Villamar et al., 2018). Na industria do milho, os residuos

gerados incluem palhas, sabugos, cascas e hastes. Para cada tonelada de milho
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processado, aproximadamente 700 kg de palha e 180 kg de sabugo sdo produzidos.
Uma parte desses residuos é destinada a produgédo de ragao animal, utilizada em
fornalhas para geracdo de calor. O descarte inadequado do sabugo de milho,
especialmente quando produzido em grandes quantidades, apresenta um desafio
significativo (Souza et al., 2019).

De acordo com uma pesquisa realizada por Pointner et al (2014), onde foram
analisados dez diferentes variedades de sabugo de milho, pode-se observar que sua
composi¢cdo é predominantemente de hemicelulose (44,4% + 5,2%), seguida de
celulose (38,8% = 2,5%) e lignina (11,9% = 2,3%), além de agucares simples,
proteinas, lipidios, agua, amido, hidrocarbonetos e outros compostos (Figura 1).
Estruturalmente, o sabugo de milho € composto por quatro partes principais: palha
fina, palha grossa, anel lenhoso e medula. A palha fina constitui a parte externa, a
palha grossa forma uma camada interna a palha fina, o anel lenhoso esta situado no
interior, recobrindo a medula que é o nucleo central. A palha fina representa 4,1% do
peso do sabugo, a palha grossa 33,7%, o anel lenhoso 60,3% e a medula 1,9% do

peso total do sabugo de milho (Souza et al., 2019).

Figura 1 - Macromoléculas que compdem os materiais lignoceluldsicos.

Fonte: Adaptado de (Souza, 2017).

2.5. Pré-tratamento de Residuos Lignoceluldsicos

O pré-tratamento tem origem nos estudos para utilizagdo de madeira,
especialmente para fabricacdo de papel e celulose. Estudos de 1819 de Henri
Braconnot, um quimico e farmacéutico alemao que relatou ter obtido glicose a partir
do tratamento da madeira com acido sulfurico concentrado. Além também de ser
aplicado nos residuos da agricultura que iam para a alimentagado de ruminantes para

que eles se tornassem mais digestivos (Silva, 2018).
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Como supracitado, a composig¢ao estrutural dos materiais lignocelulésicos é
rigida e complexa, composta por lignina, hemicelulose e celulose, sendo impossivel
fazer uma fermentacdo para producao de etanol sem nenhum tipo de tratamento
nesses materiais (Silva, 2018). Por isso, é necessario que esse residuo passe por
alguns processamentos, o tornando viavel para fermentagdo. A primeira etapa e
uma das mais essenciais € o pré-tratamento, o qual consiste na solubilizacio
eficiente dos componentes estruturais, principalmente da lignina e hemicelulose
(Figura 2), facilitando a digestdo do residuo para a etapa subsequente, a hidrolise

enzimatica (Lima et al., 2019).
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Figura 2 - llustracdo do efeito que o pré-tratamento tem sobre os residuos lignoceluldsicos.
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Fonte: Silva, 2011.

O pré-tratamento pode ser realizado por diferentes técnicas, como tratamentos
fisicos, quimicos, biolégicos e também pela combinacado destas, como demonstrado
na Tabela 1 (Santiago, Rodrigues, 2017).

Tabela 1 - Técnicas de pré-tratamento de residuos lignocelulésicas para produgéo de etanol 2G.

Métodos Fisicos  Métodos Quimicos Métodos Métodos
Bioldgicos Combinados
Vapor Ozondlise Fungos Exploséo a vapor
Radiacao Hidrolise com Biorganosolv Hidrotérmico
acido diluido
Moinho de Bolas Hidrdlise com SO, e vapor
acido concentrado
Umidificagao Organosolv NO, e irradiagao
Hidrdlise Alcalina Amonia e vapor
(AFEX)

Fonte: Adaptado de Silva, 2009.

Essa etapa € uma das mais importantes em termos de custo, representando
até 20% do custo total de produgao (Lima et al., 2019) e também do custo e sucesso
das etapas posteriores. O pré-tratamento tem relacdo com a fase de preparagao do
residuo, com a hidrolise da celulose, da geragdo de produtos que podem inibir a
hidrolise enzimatica e a propria fermentacgao, tratamento de residuos e até geracgao
de energia (Silva, 2011).



23

2.5.1. Pré-tratamento Fisico

Os pré-tratamentos fisicos reduzem o tamanho das particulas, ou seja,
aumentam a area superficial, facilitando o acesso das enzimas a celulose (Pinheiro,
2022). Entretanto, em alguns casos, somente a redugdo das particulas ndo é
suficiente para um bom rendimento das etapas posteriores (Santos, 2014), além de
ser um método oneroso, haja visto, que quanto mais fino, maior € o consumo de
energia do equipamento (Talebnia, Karakashev, Angelidaki, 2009).

Porém, estudos estdo demonstrando que o pré-tratamento fisico junto a outra
técnica, tem contribuido para um aumento na eficiéncia da hidrélise e melhorias no

custo do processo (Pinheiro, 2022).

2.5.2. Pré-tratamento Quimico

O pré-tratamento quimico € um método muito comum e utilizado para
decompor as estruturas do material, principalmente a lignina e a hemicelulose. As
técnicas sdo relacionadas com a adicdo de acidos, alcalinos e bases sob diferentes
condicdes, a fim de melhorar a degradabilidade (Nakaema, 2021). E considerado um
dos métodos mais promissores no desenvolvimento das biorrefinarias de etanol de
segunda geracgao pela sua eficacia na transformacao da biomassa e diminui¢cao da

degradacgao ambiental (De Oliveira e Souza, 2021).

2.5.2.1. Pré- tratamento acido

O pré-tratamento acido € uma das técnicas mais difundidas de solubilizagao
dos acgucares do material lignocelulésico, tendo como base a adigdo de um acido
mineral. A mistura deste com o material € colocada em condi¢des especificas de
temperatura, tempo e presséo (Santiago, Rodrigues, 2017).

Esse tipo de pré-tratamento é responsavel por causar a ruptura de Van der
Walls, ou seja, rompe as ligagdes de hidrogénio e ligagdes covalentes unidas na
biomassa, resultando na eliminagdo da hemicelulose. Os agentes mais comuns
envolvidos incluem acido sulfurico, cloridrico, férmico, acético e nitrico (Nakaema,
2021).

O objetivo principal é tornar a celulose mais acessivel aos reagentes, para
que se obtenha uma alta recuperacdo dos acucares fermentesciveis na fracao
liguida do pré-tratamento e uma fracdo solida de celulose com alta taxa de

conversao enzimatica. Pode ser utilizado tanto para apenas hidrolisar a
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hemicelulose, mas também para tratar inicialmente o residuo e facilitar a hidrélise
enzimatica em hexoses e pentoses, como glicose e xilose, respectivamente. O
procedimento pode ser feito com acidos concentrados ou diluidos e vai ser definido
a partir do material a ser utilizado no processo (Silva, 2018).

O pré-tratamento com acidos diluidos, geralmente entre 0,2% e 2,5% p/p é o
mais eficaz para residuos lignocelulésicos (Silva, 2018) e tem algumas vantagens
em comparagao ao com acidos concentrados, haja visto que este precisa de mais
cuidados, pois sao reagentes toxicos, danosos aos equipamentos, pois 0s corroem e
tem maior chance de formar compostos que atuam inibindo o processo de
fermentagdo para producdo de etanol, como hidroximetilfurfural, furfural e acido
aceético, além disso, possuem um longo tempo de reacéo, o que acaba consumindo
bastante energia (Talebnia, Karakashev, Angelidaki, 2009). Enquanto isso, a técnica
com acidos diluidos é feita em uma fragdo de segundos ou minutos, sendo
conduzidos em altas temperaturas e pressao, com menos geragao de produtos
secundarios e boa digestibilidade do material, sendo correlacionado com a remogao
eficiente da fracdo hemicelulésica. Entretanto, o pH ao final do processo precisa ser
corrigido para nao afetar a fermentagéao (Silva, 2009).

O acido sulfurico diluido € um dos acidos bastante empregados e possui
rendimento elevado, amplifica a area de superficie da celulose e altera a estrutura
da lignina. Ademais, ele também apresenta baixo custo, tornando-se um método

convencional para industrias e laboratérios (Silva et al., 2022).

2.5.2.2. Pré-tratamento alcalino

O pré tratamento alcalino esta baseado na utilizagdo de bases diluidas, como
hidroxidos de sodio, potassio, calcio e aménia. Geralmente, esta técnica utiliza
baixas temperaturas e pressdo (Talebnia, Karakashev, Angelidaki, 2009) e visa a
remogao da fragao de lignina através de reagdes de clivagem das ligagdes tipo éter
entre unidades de fenilpropano, que compdem a lignina. Isso contribui para o
aumento da area superficial da celulose e diminui seu grau de polimerizacao e
cristalinidade (Santiago, Rodrigues, 2017). Uma das vantagens desse procedimento
€ sua baixa corrosdo de equipamentos e a boa degradabilidade em baixas
temperaturas, entretanto, a grande desvantagem do método é o longo tempo de

reacao, que pode ir de horas até dias (Pinheiro, 2022) e também a conversao de



25

alguns alcalis em sais ou na sua incorporagao como sais na biomassa pelas reagoes
que ocorrem durante o processo (Souza, 2021).

Algumas bases podem ser bem caras, mas o uso de hidréxido de calcio, o
qual é barato e pode ser recuperado apos o processo (Talebnia, Karakashey,
Angelidaki, 2009). Chang, Nagwani, Holtzapple (1998) demonstrou que a utilizacdo
de hidréoxido de célcio por um curto tempo (1 a 3h) era necessario altas
temperaturas (85-135 °C) para chegar em altos rendimentos de agucar, enquanto um

periodo maior (24h) e temperaturas baixas (50-65 °C) demonstrou ser mais eficaz.

2.5.3. Pré-tratamento bioldgico

O pré- tratamento bioldgico utiliza microrganismos, como fungos e bactérias
que através da produgao e secregao de enzimas, removem a fracdo de lignina no
material (Pinheiro, 2022). E um processo de alto custo, com baixo rendimento de
producao, longos tempos de reagdo e envenenamento dos microrganismos pelos

derivados da lignina (De Oliveira e Souza, 2021).

2.5.4. Pré-tratamento Combinado (Fisico-quimico)

O pré-tratamento fisico quimico é a combinacao de dois tratamentos, como os
supracitados e tem como acao a solubilizagdo da hemicelulose e alteracdo na
estrutura da lignina para melhor acessibilidade a celulose (Weinem, 2022). Essa
solubilizacdo vai depender de temperatura, pH e componentes da mistura. Agua
quente, explosdao a vapor e AFEX (expansao de fibra de amoénia) sdao exemplos
desses métodos combinados (Talebnia, Karakashev, Angelidaki, 2009).

O método de explosdo a vapor vem sendo muito utilizado, onde o material é
submetido a alta pressao saturada, estando entre 6 e 34 bar e uma temperatura que
vai de 160 a 240 °C, em um tempo curto de reacéao, indo até 15 minutos. Ao final do
processo, condiciona-se o material a uma rapida descompresséo (Santos, 2014)
causando uma forma de explosdo na parede celular (Isidoro, 2022). Ele tem como
vantagem a nao necessidade de gastar com tratamento de efluentes e de moer a
biomassa (Pinheiro, 2022).

O processo hidrotérmico é extremamente parecido com o de explosdo a
vapor, diferenciando apenas o uso de agua quente pressurizada no lugar do vapor, o
que aumenta a solubilizacdo do material. Este pré-tratamento por si s6 nao é eficaz

para a remog¢ao da lignina, isso porque ocorre condensagcdo dos componentes



26

soluveis desta, precisamos de um tratamento subsequente. Entretanto, € um
processo visto de forma vantajosa, pois ndo ha aditivos e o sistema de reatores por
nao necessitar ser resistentes a corrosdo, sdao mais baratos (Do Espirito Santo,
2015).

O método AFEX (expansdo de fibra de aménia) ocorre em um sistema
fechado, com temperatura e pressao elevadas (100-180 °C e 17-20 bar,
respectivamente) para manter a aménia atuante como catalisadora da reagdo em
um tempo variando de 5 a 30 minutos. No final do processo também ocorre uma
descompressao brusca da amostra, rompendo a lignina. Diferentemente da exploséo
a vapor, a quantidade de agua utilizada € menor e observa-se uma baixa hidrélise da
hemicelulose. Entre as vantagens estdo a nao formacdo de inibidores, nao
necessidade de etapa de neutralizacdo do material, alta recuperag¢ao de agucares,
podendo chegar a 90% (De Paula Moraes, 2018).

2.6. Hidrdlise

A hidrdlise € uma etapa posterior ao pré-tratamento, pois os polissacarideos
estdo expostos e podem ser hidrolisados em agucares de cadeias menores e que
podem ser fermentados, como a glicose. A hidrélise pode ser feita pela acdo de
acidos e de enzimas (Santos, 2014). A diferenga entre as duas técnicas esta no
mecanismo de a¢do, enquanto a hidrolise acida é conduzida com substancias acidas
de alto rendimento, que geram reagdes secundarias, ja que nao sao especificas, a
hidrolise enzimatica utiliza enzimas catalisadoras de alta especificidade, nao

gerando reacgdes secundarias, pois atinge o sitio ativo da celulose (Isidoro, 2022).

2.6.1. Hidrdlise enzimatica

E um processo que se constitui pela acdo de enzimas especificas, as
celulases (Santos, 2014), em que o processo catalitico esta baseado na adsorgao
das celulases na superficie do substrato, com quebra das ligagdes. Por isso, o
pré-tratamento € extremamente importante, pois aumenta essa adsorcao,
consequentemente, a maior taxa de conversdao em acucares fermentesciveis,
podendo ter um rendimento de até 90% (Costa et al., 2021).

Essas enzimas tém origem de microrganismos, como leveduras e fungos

filamentosos, em que o ultimo se destaca como fonte principal de produgao. Isso
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porque eles conseguem produzir altas concentragdes de diversas enzimas que tém
atividades complementares (Florencio, Badino, Farinas, 2017).

Na realidade, as celulases sdo um coquetel enzimatico, ou seja, possuem
enzimas atuando sinergicamente e s&o divididas em trés classes, as endo- 1,4-
B-D-glucanases ou endoglucanases que clivam as ligacbes internas, as
exo-1,4-B-D-glucanases ou exoglucanases, que atuam na parte externa e as
1,4-B-D-glucosidases ou [B- glicosidases que atuam hidrolisando oligossacarideos e
os transformando soluveis em glicose (Figura 3) (Ogeda, Petri, 2010; De Castro,
Pereira Junior, 2009).

As endoglucanases sao responsaveis por iniciar o processo de hidrolise
catalisando internamente as ligagcdes [3- 1,4 glicosidicas, atuando de forma aleatéria
nas regides amorfas. As regides que possuem menor organizagao estrutural sao
atacadas mais facilmente, ja que possuem cadeia n&o envolvidas nas interagdes de
hidrogénio que ocorrem nas regides cristalinas, expondo as liga¢gdes mais internas.
Entdo, as exoglucanases atuam na hidrdlise primaria da fibra celuldsica a partir da
ruptura fisica do substrato, desestratificando as fibras pelo aumento das regides
intersticiais, assim ela torna as regides cristalinas em amorfas, as deixando mais
expostas. E por fim, a [- glicosidase converte a celobiose em glicose e os
oligossacarideos soluveis se tornam menos polimerizados (Do Espirito Santo, 2015;
Castro, Pereira Junior, 2009; Ogeda, Petri, 2010; Cagliari, 2018).

Figura 3 - Acao catalitica do complexo enzimatico das celulases na celulose, gerando glicose.

Endoglucanase ‘
MWW Cadeia de celulose

|

W MM AA  Cadeias de celulose

Exoglucanase 1 mais curtas

l celobiose

Yasr bYoemMagssAassaa  Fragmentos de
= =\ Glicose

Beta-glicosidase

Fonte: Cagliari, 2018.

Os processos envolvendo enzimas sao eficazes e vantajosos, haja visto o alto
rendimento em condi¢des mais brandas e € um processo menos poluente, em
contrapartida € um processo também caro, mas levando em consideragao ser uma

boa alternativa ecoldgica, € o método mais eficiente existente (Santos, 2014).
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2.7. Inibidores da fermentagao alcodlica

2.7.1. Temperatura

A temperatura € um fator essencial que afeta o crescimento e o metabolismo
das leveduras, com a temperatura ideal e a tolerancia ao calor variando entre as
espécies, algumas suportando mais de 40°C. Diferentes temperaturas influenciam a
atividade metabdlica e o crescimento das leveduras devido a genética das cepas,
composi¢cdo do meio de crescimento, pH, agentes quimicos, desidratagao osmdtica,
estado nutricional e fase de crescimento. Altas temperaturas afetam drasticamente
0s componentes celulares, como proteinas e membrana plasmatica, alterando os
lipidios da membrana e resultando em menos insaturagdes. Danos térmicos nas
células de levedura sao causados pelo rompimento das ligacbes de hidrogénio e
desnaturacao de proteinas e acidos nucléicos, o que leva a uma diminuicao rapida
da viabilidade celular, apesar dos mecanismos fisiolégicos e metabdlicos de
regulacéo de temperatura. A integridade da membrana plasmatica, crucial para a
funcdo celular, € comprometida por danos que alteram a fluidez da membrana,
dependente do grau de saturacédo dos fosfolipidios. Carratu et al. (1996) sugeriram
que a composicdo da membrana, especialmente o padrao de saturacdo e
insaturagao dos acidos graxos, esta envolvida na resposta ao choque térmico, com
outros estudos também mostrando que a composicao lipidica da membrana afeta a

resposta da levedura ao estresse térmico (Monaco, 2007).

2.7.2. Concentragao de etanol

Na fermentacdo, o acumulo de etanol representa um estresse quimico
significativo para as células de levedura, sendo um problema relevante na
biotecnologia e na industria alcooleira. Esse composto aumenta a permeabilidade da
membrana plasmatica, facilitando a entrada de ions e pequenos metabdlitos, além
de reduzir a disponibilidade de agua celular, o que compromete a estabilidade da
membrana e das enzimas. Ingram (1976) descobriu que o etanol diminui a fluidez da
membrana celular ao se intercalar na bicamada lipidica, limitando a movimentagao
das cadeias de acidos graxos. Piper et al. (1994) observaram que o estresse
etandlico e térmico em Saccharomyces cerevisiae estimula a atividade da ATPase
da membrana plasmatica. Marques e Serra (2004) notaram que, em reciclos

fermentativos com S. cerevisiae 1Z-1904, a concentracdo de alcool no vinho
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aumentou gradualmente ao longo de oito reciclos, interferindo no desempenho
fermentativo das leveduras, sugerindo a necessidade de estudar métodos para

mitigar os efeitos degenerativos do etanol (Monaco, 2007).

2.7.3. Influéncia do magnésio no metabolismo da Saccharomyces cerevisiae

Os ions metalicos sao cruciais para a fermentacao alcodlica, impactando a
fisiologia das células de levedura. Metais como potassio, magnésio, calcio,
manganés, ferro, cobre e zinco sdo vitais para o crescimento das células de
Saccharomyces cerevisiae, auxiliando no transporte através da membrana
plasmatica, na estrutura e na funcionalidade celular (Monaco, 2007).

O magnésio, em particular, tem um papel essencial em fungdes estruturais e
metabdlicas, atuando como cofator em enzimas relacionadas a glicélise, transporte
celular e processos de replicacdo, transcricdo e tradugcdo de DNA. Uma maior
disponibilidade de magnésio para as células de levedura prolonga a fase de
crescimento exponencial, resultando em maior massa celular, aumento na
conversao de carboidratos em alcool e reducdo do tempo necessario para essa
conversdo. Além disso, 0 magnésio é crucial para a estabilizagdo e manutencéo da
permeabilidade celular, especialmente dos lipopolissacarideos da membrana
plasmatica. Também ¢ indispensavel para a estabilidade de estruturas subcelulares
como ribossomos e mitocondrias. A deficiéncia de magnésio pode reduzir a
producao de alcool, limitar o crescimento celular e diminuir a eficiéncia na conversao
de carboidratos em etanol. A adicdo de magnésio na fermentacéo prolonga a fase
de crescimento das leveduras, aumentando a massa celular sem afetar sua
viabilidade, reduzindo o tempo necessario para converter glicose em alcool em cerca

de um tergo e aumentando a velocidade da fermentagdo (Monaco, 2007).

2.8. Alcool em gel

Existem varios produtos antissépticos disponiveis no mercado, mas nenhum
destes é completamente eficaz em todas as situacbes. Um dos produtos mais
utilizados é o alcool etilico a 70%, geralmente utilizado na forma de gel para
higienizacdo das maos. As formulagdes de alcool em gel podem ser comerciais ou
sob medida, sendo que as preparagdes sob medida ndo necessitam de registro na
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e nao precisam passar por testes

de eficacia e seguranca, ao contrario dos produtos comerciais que necessitam
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desses testes para obter o registro. Em relagdo aos produtos manipulados, é
necessario apenas apresentar estudos que descrevam aspectos como aparéncia,
caracteristicas sensoriais, viscosidade e pH. Considerando esses pontos, vé-se uma
maior facilidade para a producao desses produtos, inclusive em relagcédo a adicdo de
esséncias e colorantes (Brasil, 2007; Gisch et al., 2017).

A ideia de dispersdes coloidais surge com Thomas Graham em 1860, que
aponta essas dispersdes como a mistura de dois ou mais componentes que em
conjunto apresentam propriedades intermediarias entre solugbes e suspensdes.
Atualmente, tem-se que esses coldides apresentam massas molares elevadas e as
particulas sao razoavelmente grandes, visto que apresentam cerca de 1000 nm de
diametro. E cabivel ainda separar os coléides em dois grupos: séis e géis. O sol se
refere a dispersdo de um componente so6lido em um meio fluidizado. Ja o gel se
refere a uma rede que é expandida na totalidade em um fluido, seja essa polimérica
ou coloidal ndo fluida. No caso de uma formulagdo de alcool em gel por exemplo,
quando o agente gelificante entra em contato e é dissolvido com a solugéo é
considerado um sol e quando o agente basificante € adicionado se torna um gel
(Sequinel et al., 2020).

Nesse aspecto, pode-se elencar a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
490, publicada em 8 de abril de 2021, visto que € essa rege as preparagdes
antissépticas a base de alcool. Visa garantir que esses produtos atendam a rigidos
padrbes de qualidade e seguranga para proteger os usuarios desse produto e a
saude publica em geral. Para isso, a RDC n° 490 estabelece requisitos detalhados
para o registro na Anvisa, solicitando testes de controle de qualidade e fabricados de
acordo com as Boas Praticas de Fabricagao. Além disso, a resolugao define critérios
em relagédo a rotulagem dos produtos, explicitando sobre composi¢éo, modo de usar
e precaucdes. E importante ressaltar que a RDC n° 490 altera a RDC n° 46, sendo
que essa alteragdo de alguns artigos serve para garantir que as normas estejam
sempre atualizadas e em consonancia com os avangos técnicos e cientificos. Essa
resolugado também foi publicada visando regularizar a produgao de alcool em gel que
aumenta grandemente com a pandemia da doenga infecciosa COVID-19 (do inglés
Coronavirus Disease-2019) entre 2020 e 2021, fortalecendo a vigilancia sanitaria e
promovendo o uso seguro e eficaz desses produtos (Brasil, 2021; Brasil, 2002; Jing
et al., 2020).
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Em comparagdo com a lavagem das mé&os com agua e sabdo, pode-se
elencar que as solucdes alcodlicas apresentam vantagens como a inativagao veloz
de um vasto espectro de microrganismos patogénicos, é mais pratico em locais sem
acesso a agua descontaminada, além de ser considerada mais barata ao considerar
0s materiais necessarios, tempo de lavagem e secagem das maos e 0 processo ser
realizado com agua descontaminada quando se utiliza a lavagem com agua e
sabdo. E interessante pontuar que quando em concentragéo de 70% de etanol, o
alcool em gel demonstra um resultado satisfatério em relagédo a higienizagao, visto
que nesta concentracdo a velocidade de evaporacdo do etanol € diminuida,
aumentando o tempo nas maos e, consequentemente, aumentando o tempo de
acao do produto (Sequinel et al., 2020; Silva et al., 2022; World Health Organization,
2020).

Abordando em relagdo a formulagdes desse composto geralmente incluem
etanol 96% (v/v) para diluicdo agua purificada ou 70%, solugao de trietanolamina ou
outro basificante como neutralizante, glicerol como umectante e um agente
gelificante. Este ultimo é o que embasa a o produto, visto que modifica a viscosidade
e assegura a estabilidade do gel através de interagbes fortes de ligacdo de
hidrogénio entre os compostos, como exemplo dos gelificantes tem-se o Carbopol®,
hidroxietilcelulose e carboximetilcelulose, sendo o primeiro elencado, também é
conhecido como carbédmero 980, o mais utilizado em formulagcdes de alcool em gel.
Entretanto, mesmo que esse polimero seja utilizado majoritariamente, alguns
estudos ja demonstraram que alguns organismos aquaticos podem sofrer efeitos
adversos devido a presenga de carbdmero 940 em seu meio, apontando a
necessidade de mais estudos para alcancar a qualidade desse agente com outros
(Sequinel et al., 2020; D’Alessandro et al., 2024)

Portanto, tem-se que o alcool em gel € um produto antisséptico de grande
relevancia atual, com maior importancia apés a pandemia de COVID-19, visto que
se popularizou o conhecimento sobre as infecgdes microbioldgicas e cuidados que
podem ser tomados. A eficacia do produto citado, quando em concentragao, deve
agir na inativacdo de diversos patégenos, incluindo uma ampla gama de virus,
fungos e bactérias, fazendo com que esse esteja presente em diversos espacgos
publicos e auxilia na prevengao de infecgdes e na prépria manutengao da saude
publica (D’Alessandro et al., 2024; Caetano et al., 2022). Além disso, utilizar etanol

de segunda geragao € interessante para a confecgdo do gel, pois promove uma
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imagem de produto sustentavel, representando uma opcédo de aplicagédo
interessante em relacéo a rentabilidade e impacto social, elencando a demanda por

produtos de higiene pessoal e sanitizagao.

3. OBJETIVOS

Produzir etanol de segunda geragao a partir do sabugo de milho, através do
pré-tratamento acido, hidrélise enzimatica e fermentacdo com Saccharomyces
cerevisiae PE-2. A finalidade desse processo é utilizar o etanol resultante na

formulagao de alcool em gel.

3.1. Objetivos especificos
- Avaliar o desempenho do pré-tratamento e hidrélise do sabugo de milho;
- Dimensionar o processo de producéo;
- Obter uma producdo de etanol utilizando hidrolisado que se equipare a
produgao com glicose comercial;

- Produzir alcool em gel de acordo com as especificacoes da ANVISA;

4. MATERIAIS E METODOS
Um fluxograma detalhado de toda a metodologia utilizada no desenvolvimento

do projeto esta incluido no Apéndice I.

4.1. Preparo do inéculo de Saccharomyces cerevisiae PE-2 em Erlenmeyer

As culturas de S. cerevisiae PE-2 foram adquiridas em meios semi solidos,
reativadas por um periodo de uma semana, as operagdes a seguir foram executadas
visando proteger a levedura de contaminag¢des, mantendo a pureza da linhagem,
ocorrendo dentro de um fluxo laminar, com vidrarias e materiais previamente
esterilizados em autoclave a uma temperatura de 120°C por um periodo de 20
minutos (Reis, 2016; Camargo, 2022).

4.1.1. Preparo dos meios de cultivo e fermentagao

4.1.1.1. Meio de reativagcao

O meio de reativagédo esteve composto por YEPD (do inglés Yeast Extract -
Peptone - Dextrose), contendo peptona (10g.L"), extrato de levedura (10g.L") e
glicose (20g.L™"). Os reagente foram misturados em um béquer com agua destilada e
agitacado constante por meio de um agitador magnético Fisatom e barra magnética,

também fazendo uso de uma bagueta para garantir a homogeneizagado do meio, em
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seguida com auxilio de um pHmetro Tecnal, previamente calibrado, a solugao foi
ajustada para o pH para 5,5 com acido sulfurico 0,1M, depois, o volume foi regulado

com uma proveta e dividido entre frascos tipo Erlenmeyer (Silva, 2020).

4.1.1.2. Meio de propagacao

O meio de propagagdo é composto por sacarose (100 gL'), extrato de
levedura (2,5 gL ™), uréia (0,6 gL™"), fosfato dipotassico (0,9 gL™"), sulfato de magnésio
heptahidratado (0,5 gL"), sulfato de zinco heptahidratado (0,03 gL), sulfato de
manganés heptahidratado (0,02 gL™"), de forma semelhante ao item 4.1.1.1, as
substancias foram adicionadas em um béquer com agua destilada, misturado com
auxilio de barra magnética e agitador magnético Fisatom, posteriormente o pH do
meio foi ajustado para 5,5 com um pHmetro Tecnal e acido sulfarico diluido 0,1M,
como mostrado na Figura 4, sendo que o volume foi acertado com auxilio de uma
proveta que também foi utilizada para distribuir igualmente o meio entre os frascos
tipo Erlenmeyer (Furlani, 2014, Silva, 2020).

Figura 4 - Ajuste do pH do meio de propagagéo.

Fonte: Autores, 2024.

4.1.1.3. Meio de Fermentagao

A producao do meio de fermentacao foi realizada com os mesmos aditivos do
item 4.1.1.2, extrato de levedura (2,5 gL™), uréia (0,6 gL™), fosfato dipotasico (0,9
gL™"), sulfato de magnesio heptahidratado (0,5 gL™"), sulfato de zinco heptahidratado
(0,03 gL™"), sulfato de manganés heptahidratado (0,02 gL ™) e a fonte de carbono foi o
hidrolisado de sabugo de milho ou uma combinagao de glicose e xilose nas mesmas
concentragbes do caldo de hidrolisado de sabugo de milho (18 g de agucares

redutores por litro de agua), por fim, de forma analoga aos outros meios de cultura, o
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pH foi ajustado para 5,5 com o pHmetro Tecnal, tendo o volume ajustado com

proveta e distribuido entre os frascos tipo Erlenmeyer (Furlani, 2014; Silva, 2020).

4.2. Expansao do levedo

A expansao da cultura celular partindo de S. cerevisiae PE-2 na placa, foram
repicadas (em triplicatas), em 10 mL de meio YEPD liquido, em vidrarias tipo
Erlenmeyer de 50 mL, que foram previamente autoclavados, sendo que
transferéncia foi executada por meio de uma alca descartavel dentro do fluxo
laminar, de forma que a assepsia foi assegurada, em seguida o cultivo permaneceu
no interior de uma BOD solab SL - 117/250 por um periodo de 24 horas a uma
temperatura de 30°C. Apds esse intervalo de tempo, serdo repassados 2 mL da
cultura para 60 mL de meio de propagac¢do em frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL,
incubando por 48 horas a 30°C em um agitador orbital Gyromax 737R com uma
rotacdo de 150 rpm. Seguindo o mesmo procedimento, a cultura foi posteriormente
transferida em 250 mL de um frasco tipo Erlenmeyer de 500 mL, deixando em
agitador orbital por um intervalo de tempo de 48 horas, como mostrado na Figura 5
(Cherubin, 2003; Faria, 2010; Pavlak, et al, 2011; Covre, 2019; Silva, 2020).

Figura 5 - Erlenmeyer de 500mL destinado a expansé&o da levedura.

Fonte: Autores, 2024.

Visando reduzir os efeitos de contaminacdo das leveduras, toda a
manutencao da cultura foi feita em camara de fluxo laminar, desinfectada com alcool
70% e esterilizada com auxilio de uma lampada de luz ultravioleta por um intervalo
de 15 minutos (Furlani, 2014).
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4.3. Determinagéao da viabilidade celular do levedo

Para a execugao da analise de viabilidade, foi preparado uma solugao de azul
de metileno, pesando 200 mg de azul de metileno em po, posteriormente
solubilizado em 100 mL de um baldo volumétrico, em seguida foi coletado um
volume de 20 pL da aliquota de uma suspensao de Saccharomyces cerevisiae PE-2,
esse volume foi entdo depositado em um recipiente tipo Eppendorf, no qual foi
previamente colocado 20 pL azul de tripano (corante). Em sequéncia a
homogeneizagéo, foi separado 10 pL da solugao preparada e disposta no centro da
Camara de Neubauer, exibida na Figura 6, colocando uma laminula acima da gota,
sendo entdo feito a contagem com auxilio do microscépio 6ptico, onde foi observado
a coloragao de células azuis para as que sao consideradas inviaveis. Por fim, com
base nas equagado 1 , foi estimada a viabilidade celular (Lamounier, 2018; Silva,
2020).

. .- n? de células vivas
Viabilidade = n® total de células (1 )

Figura 6 - Representagédo esquematica da Camara de Neubauer.

Fonte: Rodrigues, 2017.

4.4. Armazenamento da levedura

Visando assegurar uma concentragdo celular satisfatéria do levedo, os
conteudos presentes nos frascos tipo Erlenmeyer contendo o meio de propagagao
foram vertidos em frascos tipo Falcon P50 estéreis, esses frascos foram submetidos
a uma centrifugagdo de 7000 rpm, a 10°C, em uma centrifuga CR 22N Hitachi® e
depois as leveduras depositadas no fundo do tubo Falcon foram separadas do
sobrenadante que foi guardado para a fase de purificagao, em seguida ocorreu uma

etapa de lavagem com agua destilada e ressuspendidas com auxilio do vortex XH-D,
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sendo realizado outra centrifugacdo nos mesmos parametros aos anteriores, o
precipitado foi entdo separado e ressuspenso em uma solugdo de glicerol 30%
previamente autoclavada, armazenada em boeco estéril, a levedura preservada na
solugao de glicerol foi armazenada no freezer a uma temperatura -20°C, como pode
ser visto na Figura 7 (Silva, 2020; Camargo, 2022).

Figura 7 - Tubos tipo Falcon® P50 contendo glicerol 30% e Saccharomyces cerevisiae

sedimentada.

Fonte: Autores, 2024.

4.5. Pré tratamento do sabugo de milho

4.5.1. Determinagao do teor de umidade do sabugo de milho

Os sabugos de milho foram fornecidos pela Casa da Pamonha, localizada no
mercado municipal de Sao Carlos. Entéo, eles foram secos a 70°C em estufa para
serem triturados em moinho de facas e em seguida, foram triturados novamente em

um liquidificador caseiro Mondial®, como mostra a Figura 8.

Figura 8 - Sabugo de milho moido em moinho de facas e liquidificador.
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Fonte: Autores, 2024.

Este foi deixado, novamente, em estufa a 70°C durante 24 horas e o teor de
umidade do sabugo de milho foi determinado com o auxilio de uma balanga
semi-analitica equipada com infravermelho Shimadzu®. Para essa analise, foi
utilizado aproximadamente 1,0 g de sabugo. A determinagcédo desse parametro € de
suma importancia, pois foi utilizado para quantificar o volume de acido necessario

para o processo de pré-tratamento acido do mesmo (Lopes, 2015; Qiao et al., 2022).

4.5.2. Pré-tratamento acido do sabugo de milho

O pré-tratamento acido oxidativo do sabugo de milho foi realizado com base
nos estudos de Liao et al (2023) utilizando uma solugéo de perdxido de hidrogénio e
acido acético e agua destilada, em uma proporcéao de 2:2:1 respectivamente. Dessa
forma, o pré-tratamento se deu em 4 erlenmeyers de 1 L e em 4 erlenmeyers de 500
mL. Nos erlenmeyers de 1 L, 58g de sabugo de milho em base seca foram
adicionados em cada um deles. Do volume total de 1 L, utilizou-se metade dele, ou
seja, 500 mL, sendo estes compostos por 200 mL de acido acético, 200 mL de
peréxido de hidrogénio e 100 mL de agua, além de 0,669 mL de acido sulfurico 25
mM como catalizador. Enquanto nos erlenmeyers de 500 mL, 29g de sabugo foram
pesados e adicionados. O volume utilizado do total foi de 250 mL, sendo 100 mL de
acido aceético, 100 ml de perdxido de hidrogénio e 50 mL de agua e 0,334 mL de
acido sulfurico 25 mM.

Os 8 erlenmeyers foram levados a um agitador orbital Amerex® a 60 °C e 150
rpm por 3 horas. Apés o dado tempo, uma filtragdo com peneira foi realizada e a
fragédo solida do sabugo foi lavada até a neutralidade e encaminhada para a estufa,
novamente, a 70°C por 24h e a fracao liquida foi armazenada em frascos ambar em
camara fria para o posterior tratamento de residuos.

Apds o pré-tratamento, o rendimento massico dessa etapa foi calculado

utilizando a Equagéao 2.

R = —m % 100 (2)

inicial

Em que: m . . = massa inicial seca do sabugo de milho (g); M il = massa
final seca de sabugo (g); R= rendimento massico (%).
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4.6. Hidrdlise enzimatica do sabugo de milho

O sabugo pré-tratado e seco foi submetido a hidrélise enzimatica pela enzima
Cellic CTec2, Novozymes®, sendo 10 mL o volume utilizado. Utilizou-se toda a
massa obtida pelo pré-tratamento, ou seja, 219,63g de sabugo e 1,10 L de solugdo
tampao citrato de sédio 20 mM, pH 4,8. Dessa forma, o experimento foi realizado
com 20% de consisténcia (massa seca/agua) em um biorreator de 3L, com impelidor

do tipo ancora, a 50 °C e com agitacdo de 150 RPM por 72h (Figura 9).

Figura 9 - Sistema montado para realizagao da hidrélise enzimatica.

Fonte: Autores, 2024.

Uma amostra de 2 mL foi retirada logo no inicio do processo e outra no final
das 72h de hidrélise. Ambas foram centrifugadas a 1200 RPM, por 7 minutos em
centrifuga de rotor fixo Hettich®. Foram adicionados 130 pL de acido tricloroacético
(TCA) para sedimentar proteinas e enzimas nas amostras e centrifugou-se
novamente nas mesmas condi¢des. Por fim, elas foram diluidas 200 vezes e levadas
para a analise em Cromatdgrafo Shimadzu® (coluna HPX-87H, Bio-Rad), com fase
movel acido sulfurico 0,005 mol.L-1, vazao de 0,6 mL/min, temperatura do forno a
60°C e detector de indice de refracao RID-10A) para que a fosse possivel encontrar
0s agucares redutores totais (ART).

Ao final das 72h, todo o conteudo do biorreator foi dividido em 4 recipientes
para serem centrifugados a 9.000 RPM por 10 minutos na centrifuga CR 22N
Hitachi®. A fracdo sdlida foi guardada em estufa e a fragao liquida foi encaminhada
para a fermentagao.

O calculo de conversdo enzimatica se deu pela seguinte equagdo 3
apresentada abaixo, sendo a quantidade de celulose pré hidrélise proveniente da

literatura.
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_ _GLI
RH = —.~% 0,9 X 100 (3)

Onde: RH= rendimento da hidrélise (%); GLI= quantidade de glicose no
hidrolisado (%); CEL= quantidade de celulose pré hidrdlise (%); 0,9= fator de

conversao da celulose.

4.7. Ensaio de fermentacgao alcodlica para produg¢ao do etanol 2G

4.7.1. Ensaios Fermentacgao - Erlenmeyer - Hidrolisado

Em vidrarias do tipo Erlenmeyer 125 mL, foram descongelados os tubos
Falcon® P50 e a biomassa foi inoculada a um volume equivalente a 10% do volume
util da vidraria, com uma concentragdo celular aproximada de 9,0 gL' aferido por
meio da densidade o6tica e calculado com uma curva de calibracdo da concentragao
de S. cerevisiae gentiimente cedida pelo Departamento de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia executados procedimentos em triplicata, contendo 65
mL do meio de um hidrolisado de um pdé de sabugo obtido no Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, outra triplicata contendo 65 mL de um
meio de fermentagdo com quantidades equivalentes de glicose e xilose e uma
triplicata com frutose ao invés de xilose, mantendo um ambiente separado por meio
de algodao envolto com gaze, por um periodo de 8 horas a 30°C, com um agitador
orbital Gyromax 737R, foi mantida a rotacdo de 50 rpm, durante a fermentacao foi
retirada uma aliquota de 1,5 mL de cada Erlenmeyer, nos intervalos de inicio (0
horas) e apés 4, 7, 24 horas, transferindo-as para tubos tipo Eppendorf,
centrifugadas a 10000 rpm, por 10 minutos (Pacheco, 2012).

Em sequéncia o sobrenadante foi separado da biomassa celular, o liquido foi
guardado a 4°C para posterior analise de glicose, glicerol e etanol por cromatografia
liquida no cromatégrafo da Shimadzu® (coluna HPX-87H, Bio-Rad), executando o
processo mais duas vezes para a biomassa utilizando agua de osmose, visando
uma limpeza da mesma para analisar a densidade o6ptica (Silva 2020), uma segunda
batelada de experimentos foi realizada, de forma semelhante a primeira, porém com
a unica diferenca de haver 80 mL de meio em cada frasco tipo Erlenmeyer,

reduzindo o espaco de trocas gasosas.
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Com o auxilio de calculos, foram determinados o rendimento da fermentagao
(Rf) e a eficiéncia da fermentacao (Ef) sendo realizada através das Equacdes 4 € 5
(Santos, 2014).

etanol produzido (%)

Rf = (4)

Aglcares redutores totais inicial (%)

__ _rendimentoreal da fermentacdo
Ef - rendimento teoérico (0,51) (5)

4.7.2. Ensaios de efeito de magnésio a cultura de S. cerevisiae

O processo de fermentagdo se sucedeu em frascos do tipo Erlenmeyers de
125mL, foram descongelados os tubos Falcon® P50 e a biomassa foi inoculada a um
volume equivalente a 10% do volume util da vidraria, com uma concentragao celular
aproximada de 6,0 gL' contendo 65 mL de solugdes de sacarose 200 g.L", em
triplicata, contendo diferentes concentragdes de sulfato de magnésio (0.5 gL™, 1.0
gL", 2.5 gL™") conservando a assepsia do ambiente por meio de algodao hidrofébico
envolto com gaze, por um periodo de 24 horas a 30°C, com um agitador, mantendo
a rotacao de 50 rpm, durante a fermentacgao foi removida uma aliquota de 1,5 mL de
cada Erlenmeyer, nos intervalos de inicio (0 horas) e apds 4, 7, 24 horas, sendo
depositada em tubo tipo Eppendorf, centrifugadas a 10000 rpm, por 10 minutos, em
seguida o sobrenadante foi coletado e guardado a 4°C para analise de glicose,
glicerol e etanol por cromatografia liquida no cromatografo da Shimadzu® (coluna
HPX-87H, Bio-Rad) (Monaco, 2007; Floréncio, 2013; Silva 2020).

4.8. Conducao dos ensaios de fermentagao etandlica com inéculo de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 em Biorreator

O Dbiorreator empregado na fermentagdo Biorreator New Brunswick®
Bio/Flo®/CelliGen® 115, o qual possui volume total de 2 L com volume util de 1,5 L,
conectado ao controlador New Brunswick® no qual apdés a sua montagem foi
colocado o meio sintético preparado contendo 13,41 g.L" de glicose e 5,01 g.L”" de
xilose, extrato de levedura (2,5 gL ™), uréia (0,6 gL"), fosfato dipotassico (0,9 gL™),
sulfato de magnésio heptahidratado (1,0 gL™), sulfato de zinco heptahidratado (0,03
gL™"), sulfato de manganés heptahidratado (0,02 gL™') com pH ajustado para 5,5 com

auxilio do pHmetro Tecnal® e acido sulfdrico diluido, em seguida o biorreator foi
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vedado todas as entradas com papel aluminio e gaze com algodé&o, colocado na
autoclave por 121°C e 1 atm, em conjunto foi colocado o frasco mariotte, por um
periodo de 30 minutos e deixado em repouso resfriando por 1 hora (Silva, 2020).

O volume do indculo corresponde a 10% do volume util, para a preparagao do
inéculo foi realizado o descongelamento a temperatura ambiente de todas as
leveduras preservadas em tubo tipo Falcon® P50, sendo lavadas com agua destilada
dentro do fluxo laminar FilterFlux® Classe |l A1/A2 e centrifugadas, em seguida toda
a biomassa foi transferida para o frasco mariotte. Apds a instalagao do biorreator na
bancada em conjunto com o controlador, como mostrado na Figura 10, foram
inseridos os parametros, a rotacdo foi de 250 rpm, a temperatura de 30°C, um
sensor de espuma e pH também foram posicionados no biorreator para possibilitar o
monitoramento e controle do processo, apos a estabilizacdo da temperatura do
biorreator, foram inoculados o equivalente a 9,0 gL' de levedura (PACHECO, 2012;
Veloso, 2023).

Figura 10 - Biorreator e Controlador New Brunswick®.

Fonte: Autores, 2024.

No decorrer do processo fermentativo, foi retirada uma aliquota de 5 mL de
cada Erlenmeyer, nos intervalos de inicio (0 horas) e apés 1, 2, 3, 4 e 5 horas, sendo
depositada em tubo tipo Falcon® P15, centrifugadas a 7000 rpm, por 10 minutos,
posteriormente tendo o sobrenadante armazenado a 4°C para analise de glicose,
etanol e outros subprodutos por cromatografia liquida no cromatdgrafo da
Shimadzu® (coluna HPX-87H, Bio-Rad) (Silva, 2020).
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4.9. Purificagdo e Aplicagao

Apds a fermentacdo, realizou-se uma centrifugagcdo para sedimentar a
biomassa no fundo dos tubos. Esse processo foi conduzido em uma centrifuga de
chéo da marca HITACHI® CR 22N. Nos ensaios em pequena escala, foram utilizados
tubos Falcon®, enquanto nos ensaios em maior escala, foram utilizados frascos de
750 ml. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm, a
temperatura de 20 graus.

ApoOs a retirada das aliquotas para analise, o caldo fermentado foi destilado
utilizando um sistema de destilacdo de bancada montado pelo grupo (Figura 11). O
destilador era composto por uma manta de aquecimento, que aquecia o baldao
contendo o caldo fermentado, seguido de uma coluna de fracionamento. Um
termémetro foi acoplado para a regulagem da temperatura de ebuligdo, e, em
seguida, um condensador conectado a um segundo baldo volumétrico, onde o alcool
gerado no processo era recuperado. O destilador foi operado a temperaturas
proximas a 78°C, que € a temperatura de ebulicdo do etanol. Este processo foi
repetido até que todos os caldos de fermentagao, tanto dos testes em pequena
escala quanto dos de maior escala, fossem destilados. Ao final do processo, o etanol
obtido foi avaliado (coluna Aminex HPX-87H), fase modvel acido sulfurico 0,005
mol.L-1, vazado de 0,6 mL/min, temperatura do forno a 60°C e detector de indice de

refragdo RID-10A, em cromatografo Shimadzu®).

Figura 11 - Sistema de destilagao do etanol.
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Fonte: Autores, 2024.

Ao final do processo de destilagao, foram adicionados 1,5 gramas de carvao
ativado em 50 mL das amostras em tubos Falcon®, os quais foram submetidos a
agitacdo mecéanica em vortex por 5 ciclos de 5 minutos cada. Apds essa etapa, os
tubos Falcon® foram centrifugados HITACHI® CR 22N por 10 minutos a 7000 RPM
para a separagao do carvao ativado e das impurezas adsorvidas.

A partir do produto obtido, foi produzido alcool em gel. Primeiramente, a
graduacgédo do etanol foi verificada utilizando um densimetro. Para essa analise,
foram adicionados 100 mL de etanol em uma proveta de 100 mL. Em seguida, um
densimetro foi cuidadosamente inserido na proveta, garantindo que nao houvesse
contato com o fundo ou as laterais da vidraria. Com o densimetro flutuando
livremente, foi possivel verificar a graduacdo alcoodlica do etanol obtido. Para se
obter a graduacao alcodlica desejada, foi necessario calcular a relagdo entre as
concentragcdes e volumes iniciais e finais. Essa relagao foi determinada para uma
amostra de 100 mL, utilizando a Equagdo 6, onde Ci,., representa a graduacgéo
alcoodlica encontrada pelo densimetro, V,,.. € a quantidade de agua destilada (mL)
que deve ser adicionada, Cj., € a graduagao alcodlica desejada, e V., € 0 Vvolume

total de etanol na proveta.

(6)

inicial X Vfinal - Cfinal X (Vinicial+ Vfinal)

Para preparar uma amostra de 50 mL de alcool em gel, foram adicionados 0,5
gramas de Acido Poliacrilico Carbomer (Carbopol®), que atua como agente
gelificante, e 3 gotas de trietanolamina, agente de correcédo de pH. A mistura foi
dissolvida com auxilio de agitacdo mecanica. Por fim, foi realizada a conferéncia do
pH e da viscosidade do alcool em gel obtido. A viscosidade foi medida pelo reémetro
(Broolfield® - DV - Il Ultra), utilizando o Spendel 25, enquanto o pH foi mensurado

pelo medidor de pH da bancada Tecnal®.

4.10. Tratamento de residuos gerados

Em relagdo ao tratamento de residuos, foram empregados métodos de
determinagao de alguns parametros relevantes de acordo com a legislagao brasileira
vigente para reutilizacdo e langamento de efluentes, como teor de proteinas,
demanda quimica de oxigénio (DQO) e determinagédo de sdlidos totais, volateis e

fixos.
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4.10.1. Determinacgao de soélidos

Para a realizagao desse ensaio foram utilizadas capsulas de porcelana de 100
mL que foram lavadas e calcinadas em mufla a 550°C (x50°C) por 15 minutos. Apos
o resfriamento até cerca de 150°C, as capsulas foram levadas para estufa a 105°C
por alguns minutos até estabilizagdo da temperatura, entdo as capsulas foram
transferidas para um dessecador com silica para resfriamento sem absorcdo de
umidade atmosférica até a temperatura ambiente. E relevante pontuar que foram
utilizadas luvas para altas temperaturas e pinga metalica para manipulagdo dos
equipamentos e materiais em altas temperaturas.

Em sequéncia, as massas das capsulas vazias (M,) foram determinadas. As
amostras utilizadas foram o residuo da destilagcdo, que corresponde ao caldo
fermentativo com hidrolisado de sabugo, e o residuo do pré-tratamento acido,
elencando que ambos foram filtrados a vacuo antes da utilizagdo. Adicionou-se 10
mL de residuo da fermentacido e 20 mL de residuo acido das solugcdes nas capsulas
e mantidas em estufa a 103°C para evaporar a agua por 48 horas. Apos esse
periodo, as capsulas foram colocadas em dessecador até estabilizacdo da
temperatura e foi determinada a massa das capsulas com os solidos (M,). A partir da
Equacgdo 7 abaixo, € possivel calcular a concentragado de sélidos totais, em mg/L,

nas amostras.

(M, -M,)g-1000

(7)

mg/L solidos totais = ————— D

Em seguida, as capsulas com amostra seca foram calcinadas em mufla a
550°C (x50°C) por duas horas, e resfriadas até cerca de 105°C. Entdo as capsulas
foram transferidas para um dessecador para atingir a temperatura ambiente sem
absorcdo de umidade atmosférica. Entdo em balanca analitica, foi determinada a
massa M,. Para calcular a concentracéo de sélidos volateis foi utilizada a Equacéao 8
e para o calculo de solidos fixos foi utilizada a Equacgao 9, apresentada abaixo.

(M, -M,)) g -1000

Volume amostra (L)

(8)

mg/L sélidos totais volateis =

(M,-M.) g -1000

9)

mg/L so6lidos totais fixos = ————-—r D)

Além dos calculos, o pH das amostras foi medido por pHmétro digital (Tecnal®).

Esse ensaio foi realizado em duplicata.
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4.10.2. Determinagao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Para esse experimento, foram preparadas trés solugdes, sendo: solugcéo de
sulfato de prata em acido sulfurico concentrado (10,12 g de Ag,SO, por litro de
H,S0O,); solucdo de digestdo composta por dicromato de potassio (10,216 g/L),
sulfato de mercurio (33,3 g/L) e acido sulfurico (167 mL/L), diluidos em agua
destilada e solugdo de hidrogenoftalato de potassio (KHP) que funciona como
padrao primario, visto que 1,000 mg de KHP apresenta DQO de 1,176 mg de O,,
teoricamente.

A curva analitica realizada com a solucdo de KHP foi fornecida pelo Professor
Doutor Guilherme Peixoto e esta demonstrada abaixo no Grafico 1, sendo que o
procedimento realizado foi o mesmo empregado e descrito em seguida,

apresentando R2,

Grafico 1- Curva analitica de DQO em solugao de hidrogenoftalato de potassio.
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Fonte: Fornecida pelo Professor Doutor Guilherme Peixoto, 2024.

Todas as etapas deste ensaio foram realizadas com luvas nitrilicas para evitar
acidentes e contato direto da pele com as solucdes, além de que as solucdes
produzidas foram manuseadas apenas em capela de exaustao.

Para a digestao, inicialmente o digestor foi ligado e sua temperatura foi
programada para 150°C. Foram utilizadas como amostras do residuo da destilacéo e
residuo do pré-tratamento acido, como na Secao 4.10.1, sendo filtradas a vacuo
antes da utilizagdo. A seguir, em capela de exaustdo, adicionou-se 2,5 mL da

amostra, caso esteja entre 50 e 800 mg/L de DQO, com auxilio de pipeta automatica
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em tubo de ensaio de 12 mL (Hach®), para entdo adicionar 1,5 mL da solugdo de
digestéo e 3,5 mL da solugao de acido sulfurico e sulfato de prata ao tubo. Entao foi
fechado hermeticamente e agitado em vortex. O ensaio foi realizado em duplicata,
assim como o branco que foi realizado da mesma forma com 2,5 mL agua destilada
e demais reagentes.

Apos isso, os tubos foram levados para o digestor a 150°C e foram mantidos
por 120 minutos cobertos com papel aluminio evitando interferéncia da luz no
ensaio. O tempo foi programado no digestor e ao final os tubos foram resfriados em
local escuro para leitura. A leitura de absorbancia foi realizada com
espectrofotdbmetro (Bel Photonics®) a 620 nm com cubetas de vidro. Inicialmente,
mediu-se o0 branco e as outras amostras tiveram absorbancia medidas,
possibilitando o calculo da demanda quimica de oxigénio através da curva analitica

supracitada.

4.10.3. Determinacgao de nitrogénio sélidos pelo método de Kjeldahl

Inicialmente, realizou-se a padronizagédo da solugao de acido cloridrico. Para
isso, adicionou-se uma massa de Na2CQO3 suficiente para consumir 15 ml do HCI,

conforme descrito na Equacao 10 abaixo.

Na2CO3 + 2HCI 2NaCl + H20 + CO2 (10)

Além disso, preparou-se uma solu¢ao saturada de acido boérico, dissolvendo
30 gramas de acido em 500 ml de agua destilada. Para a preparac¢ao do indicador
vermelho de metila, dissolveu-se 1 grama do composto em 60 ml de alcool e, em
seguida, em 40 ml de agua destilada. Objetivando preparar a mistura indicadora,
composta por vermelho de metila e azul de metileno (2:1) a uma concentragao de
0,02%, os reagentes também foram diluidos nas mesmas proporgdes anteriores de
agua e alcool.

Foi misturado o carbonato de sddio com 25 ml de agua destilada e algumas
gotas do indicador vermelho de metila em um erlenmeyer de 250 ml. Utilizando um
bureta, realizou-se a titulagdo com HCI 0,02N, permitindo, em seguida, calcular a
normalidade do acido e o fator de correcéo.

Previamente, pesaram-se 100 mg da amostra em uma balanga analitica e

adicionaram-se a um tubo de ensaio juntamente com 1 grama do catalisador K2SO4
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+ CuSO4-5H20 (4:1) e 5 ml de acido sulfurico concentrado, dentro da capela.
Também foi preparado um branco, no qual a amostra estava ausente. Os tubos
foram colocados no digestor, aumentando gradualmente a temperatura até que o
liquido se tornasse translucido e ndo houvesse residuos nas paredes do recipiente,
0 que pode levar de 2 a 4 horas. Apds o término, aguardou-se o resfriamento da
amostra e procedeu-se a transferéncia para um tubo de destilagao.

Sob o condensador, colocou-se uma proveta contendo 500 ml de acido bérico
e algumas gotas da mistura indicadora. No tubo da amostra, adicionaram-se
também 10 ml de solugdo de NaOH (60%), seguido de aquecimento e posterior
destilacao até que todo o nitrogénio fosse transferido para a vidraria contendo o
acido borico, sendo possivel observar o equipamento na Figura 12 abaixo.

Por fim, realizou-se o processo de titulagao, transferindo o destilado para um
erlenmeyer de 250 ml e posicionando-o abaixo da bureta contendo acido cloridrico

0,02N. Anotou-se o volume necessario para observar a mudancga de cor.

Figura 12 - Equipamento de destilagcao por arraste utilizado para o método de Kjeldahl.

Fonte: Autores, 2024.

4.10.4. Determinacgao de proteinas em solugoes pelo método de Bradford

A curva analitica realizada com uma solucdo de Soro Albumina Bovina foi

fornecida pelos docentes, sendo que a Equagao 11 corresponde a equagao da reta.
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Y = (0,370 - X + 0,0156) (11)

Para a realizagao do experimento, foram adicionados 800 pL da amostra e 800
ML de reagente de Bradford aos tubos de ensaio, pontuando que as amostras
empregadas foram referentes ao residuo da destilagao e residuo do pré-tratamento
acido, como nas secoes 4.10.1 € 4.10.2, diluindo em 10x e 20x ambos.

Posteriormente, os tubos foram agitados vigorosamente com auxilio do vértex e
mantidos em repouso durante 5 minutos. A seguir, as amostras devem ser
submetidas a leitura em espectrofotdmetro (Bel Photonics®) a 595 nm com cubetas
limpas. Com os dados de absorbancia & possivel calcular a concentracdo de

proteinas através da equacao da reta supracitada.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Pré-tratamento acido

5.1.1. Teor de umidade do sabugo de milho

O teor de umidade do sabugo de milho foi medido tanto do sabugo in natura,
quanto do sabugo apos pré-tratamento e apds hidrolise enzimatica utilizando a
metodologia do item 4.5.1. A amostra do sabugo recém moido (in natura) teve o teor
medido apenas uma vez, para que fosse possivel identificar o quanto de sabugo
seria necessario para o pré-tratamento, enquanto a amostra do pré-tratamento e da
hidrolise foram feitas em triplicata. Ademais, apos a centrifugagdo do hidrolisado,
obteve-se também uma massa solida, a qual também teve seu teor de umidade

verificado. Os valores encontrados estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Teor de umidade encontrado para as amostras de sabugo.

Teor de In natura Pré-tratado Hidrolisado Massa do

umidade (%) hidrolisado
Amostra 1 16,16 7,37 4,76 4,20
Amostra 2 - 6,92 5,37 3,88
Amostra 3 - 6,72 5,99 3,68
Média - 7,00 5,37 3,92
Desvio Padrao - 0,33 0,615 0,262

Fonte: Autores, 2024.
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O valor para o sabugo de milho in natura ultrapassa os 10% recomendados
pela literatura, valores acima deste podem acarretar em contaminagao bacteriana
que podem produzir substancias nao desejaveis. Esse valor pode ser resultado da
retirada antecipada do sabugo da estufa, de uma temperatura mais baixa da mesma,
e da espera para utilizagdo da balanga, fazendo com que o sabugo absorvesse
umidade do ambiente.

Os valores médios obtidos para as outras amostras de pré- tratamento e de
hidrolisado estdo dentro do valor de 10%, por isso, sao valores aceitaveis. Santos
(2014) determinou o teor de umidade do sabugo de milho apds pré-tratamento com
0,5% de H,SO, e obteve uma média de 6,1£0,3, o qual € semelhante ao obtido no

presente trabalho.

5.1.2. Rendimento massico apoés Pré-tratamento

Durante a realizagdo do pré-tratamento acido em agitador orbital Amerex®, um
dos erlenmeyers de 1L quebrou, por isso, o valor da massa adicionado a esse
erlenmeyer para a realizagdo do processo foi retirado do valor de massa inicial para
nao comprometer o valor final e consequentemente o valor do rendimento. Todas as
massas sdo em relacdo a base seca.

O valor de rendimento massico do pré-tratamento esta demonstrado na

Tabela 3 utilizando a Equacgao 2.

Tabela 3 - Valor inicial e final do pré-tratamento com o valor calculado de rendimento.

Massa inicial (g) Massa final (g) Rendimento massico (%)

290 219,63 75,73
Fonte: Autores, 2024.

O resultado encontrado foi satisfatério, indicando que o pré-tratamento foi
eficaz para o sabugo de milho.

Antunes et al. (2014) realizou pré-tratamento com diversos acidos, como
acido cloridrico, acido sulfurico em albedo de laranja em diversas concentragdes por
15 minutos. Com 0,5% de acido sulfurico, por exemplo, o rendimento encontrado foi
de 49,66%. Silva (2009), pré-tratou bagagco de cana de agucar com 1% de acido
sulfurico, por 10 min a 120 2C e obteve 56,8% de rendimento massico apos o

processo de pré-tratamento. Do Prado Marinho et al. (2020) observou que nas
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condicdes de 0,3M de acido sulfurico, 60 minutos e 100 2C obteve-se um rendimento
de 70%.

Com os valores de rendimento obtidos nos estudos citados acima, o
rendimento de Do Prado Marinho et al. (2020) foi bem préximo ao obtido no presente
trabalho. Sendo assim, € possivel sugerir que a variavel tempo apresenta bastante
influéncia sobre o rendimento final do pré-tratamento, juntamente a uma temperatura
mais baixa, nao ocasionando a liberacdo de compostos inibitdérios ou que
prejudiquem o rendimento. Santos-Rocha et al. (2017), por exemplo, encontrou em
seus estudos que o aumento da temperatura fez com que o rendimento massico de

suas amostras de sabugo de milho diminuissem de 50,4% para 41,5%.

5.2. Hidrélise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica tinha como planejamento a sua realizagdo de forma
estéril, porém problemas surgiram com o motor do impelidor, 0 que levou a abertura
do biorreator em ambiente ndo estéril. Com isso, utilizou-se Azida de Sdédio 99,5%
diluida 100 vezes, a qual € um antifungico, haja visto que o biorreator ficaria fechado
por 3 dias e poderia haver alguma contaminacéo.

Ao final do processo de hidrdlise e analise em HPLC, os valores encontrados
para Agucares Redutores Totais (ART) foi de 19,26 g/L, sendo 13,42 g/L de glicose

e 5, 84 g/L de xilose, os quais estao representados no na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores encontrados para os Agucares Redutores Totais (ART).

ART (g/L) Glicose (g/L) Xilose (g/L)

19,26 13,42 5,84
Fonte: Autores, 2024.

Como nao houve a determinacdo do teor de celulose apds o pré-tratamento, o
calculo de conversao enzimatica foi feito a partir de valores encontrados na literatura
para essa variavel. Godinho et al. (2019) ao utilizar um pré-tratamento oxidativo com
peréxido de hidrogénio a 80 °C no sabugo, obteve 53,85% de celulose. A
porcentagem de glicose encontrada se da pelo calculo simples de quanto o seu valor
corresponde em 100% em relagcéo a toda a massa hidrolisada, com isso, utilizando a
Equacéao 2 do item 4.6, a convers&o enzimatica foi calculada e esta apresentada na
Tabela 5.



51

Tabela 5: Valores de Celulose, Glicose e Conversdo Enzimatica calculados em porcentagem.

Celulose apés Glicose obtida apos Conversao Enzimatica
pré-tratamento oxidativo hidrélise enzimatica (%) (%)
(%)
53,85 6,8 11,36

Fonte: Autores, 2024.

O resultado encontrado para a etapa de hidrolise enzimatica ndo é
satisfatorio, haja visto a baixa conversao de celulose em glicose calculada. De Carli
(2011) ao realizar hidrdlise enzimatica em batelada, assim como o presente trabalho,
durante 30h obteve 60 g/L de glicose e uma taxa de conversdo de quase 80%.
Outros estudos também demonstram melhores conversdes, como Santos-Rocha et
al. (2017) que obteve 12,4 g/L de ART em seu hidrolisado de sabugo pré-tratado a
195 °C por 10 minutos e 47,75% de conversao enzimatica.

Com isso, algumas adversidades que ocorreram durante a execugao podem
ter sido responsaveis pela baixa eficiéncia dessa etapa, como por exemplo o
tamanho das particulas de sabugo utilizadas, como representado na Figura 8
supracitada, o que pode ter acarretado em uma menor superficie de contato entre o
sabugo e a enzima, ndo ocorrendo a devida conversdo da celulose, aliado ao
tamanho da enzima, a qual pode ndo ter conseguido chegar ao substrato. Além
disso, o sabugo de milho € um material altamente esponjoso, segundo Silva (2018) o
sabugo por inteiro tem a capacidade fisica de 369% de absorgéo de agua e ao final
do processo, observou-se que a mistura ndao tornou-se liquida, como demonstra a

Figura 13, algo que € comum durante o processo de hidrélise.

Figura 13 - Fotografia tirada ao final das 72h da etapa de hidrdlise.

Fonte: Autores, 2024
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5.3. Fermentacgao

5.3.1. Fermentacao utilizando diferentes concentragées de magnésio

ApoOs a realizagdo do ensaio de fermentacdo com os trés meios de cultura
contendo concentragdes diferentes de sulfato de magnésio - 0.5 gL', 1.0 gL, 2.5
gL’ - para facilitar as observagdes as concentragdes séo identificadas como 1X, 2X
e 5X. Ao fim da fermentacao foi possivel visualizar a produgao de etanol, assim
como o consumo de glicose e frutose decorrente da degradagdo como mostrado no
Grafico 2.

Grafico 2 - Representacao de cima para baixo da produgao de etanol, consumo de sacarose.
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Fonte: Autores, 2024.

A partir de uma analise é avaliado que a cinética da fermentacao alcodlica é
obedecida, visto que a concentracdo de etanol aumenta consideravelmente, a
concentragdo de glicose e frutose (agucares redutores) diminui com o passar do
tempo, a partir da equagdo 12 de agucar consumido (S) que considera as
concentracdes inicial (So) e final (Sf) e a quantidade de etanol produzido (P)
mostrado na equagao 13, foi possivel determinar o fator de conversédo de substrato
em produto (Ypis) exibido na equacdo 14. Por fim, com o rendimento tedrico

(eficiéncia de fermentacao - Ef) decorrente da equagao 15 de Gay-Lussac, utilizando
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o fator de conversdo de sacarose em glicose e frutose é calculado os valores

(Montiel, 2022).

S = So — Sf
P = Pf — Pi
Y, =+

S

s

Y
Ef = (0,51

) * 100%

Pf = Concentragéo final de etanol (gL™")

Pi = Concentragao inicial de etanol (gL™")

(12)
(13)
(14)

(15)

A partir das contas é estipulado as eficiéncias fermentativas para cada

concentragao de magnésio, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Eficiéncia de conversao para as diferengcas de magnésio em cada cultura.

Concentragoes de sulfato de magnésio (gL™)

0,5 1,0

2,5

Eficiéncia
Fermentativa (%)

93,4 98,2

89,9

Fonte: Autores, 2024.

Ademais, foi possivel observar a densidade éptica e a viabilidade de cada

concentracdo para determinar se a concentragdo de magnésio teve influéncia no

crescimento celular e fermentacdo, mostrados no Grafico 3 e Tabela 7.

Grafico 3 - Crescimento celular durante o periodo de fermentagao.
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Tabela 7 - Viabilidade média em cada concentragdo de magnésio ao final do ensaio.

Concentragdes de sulfato de magnésio (gL™)

0,5 1,0 2,5

Viabilidade média 80,41t5,6 95,610,12 74,310,62
(%)

Fonte: Autores, 2024.
Logo, a partir dos resultados, todas as culturas apresentaram uma boa

conversao de sacarose em etanol, todavia é possivel observar o efeito do magnésio
em sua concentragdo 6tima quando adicionado 1,0 gL', ou seja, na concentragéo
2X, pois a viabilidade, densidade celular e eficiéncia de conversao se apresentaram

no maior valor para os trés parametros.

5.3.2. Determinagdao da producdao de etanol em Erlenmeyer com

diferentes meios de fermentagao

Logo apos a analise dos pontos da produgédo de etanol utilizando a coluna
HPX-87H, Bio-Rad no HPLC, com diluigcdes de 10 e 20 vezes, foi obtido nos Graficos
4, 5 e 6, das quais foram possiveis analisar como ocorreu a fermentacao de cada

um dos meios.



55

Grafico 4 - Representacgao de cima para baixo da producéo de etanol, consumo de glicose e

consumo de frutose.
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Fonte: Autores, 2024.

Os acucares redutores com vias metabdlicas preferenciais foram consumidos
nas primeiras 4 horas de experimento, mostrando que a levedura conseguiu
processar de forma significativa e converter em etanol, a concentragéo de etanol se
manteve crescente nas primeiras 7 horas, porém apresentaram perdas no processo,
diminuindo a concentracdo de alcool nas proximas horas, isso também ocorreu no
trabalho de Duval (2011), onde as perdas podem estar associadas a evaporagéo do
etanol, erros nos métodos analiticos e até mesmo imprecisdo das ferramentas para

preparo da amostra, como pipeta e proveta descalibrada.
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Grafico 5 - Representacao, de cima para baixo, do consumo de xilose, variagdo na

concentragdo de glicerol, variagdo na concentragao de acido acético.
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Fonte: Autores, 2024.

Seguindo a andlise pode ser observado um consumo consideravelmente alto
de xilose, porém por mais que a S. cerevisiae nao seja uma potente consumidora de
xilose em sua forma selvagem, ha varios relatos de cepas modificadas para realizar
0 consumo desse agucar, tal qual a SA-1 relatada no trabalho da Petrin (2021) que
conseguiu consumir mais de 30 gL, produzindo etanol. O consumo de glicerol e
acidos organicos como acido acético também ja foi relatado em diversos trabalhos

como descrito no estudo realizado por Raab et al (2010), obedecendo uma cinética
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de fermentacéo alcodlica da levedura, que ndo sé € conhecida por produzir esses
compostos como produto, mas também realiza o consumo em cepas industriais
modificadas ou cultivadas para essa finalidade. A respeito da concentragao inicial de
glicerol observada pode ser relacionada a uma quantidade que ficou associada a
biomassa, ja o acido acético pode ter sido um resquicio vinculado ao hidrolisado ou

uma contaminacao proveniente das fases de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica.

Grafico 6 - Representagao da variagdo da concentragado de acido succinico durante a

fermentacgao.
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Fonte: Autores, 2024.
O acido succinico € um dos subprodutos mais caracteristicos da fermentacao

alcoodlica da Saccharomyces cerevisiae, porém assim como a xilose, ndo possui
relatos de um consumo caso ndo seja modificada ou selecionada para tal. Todavia
um trabalho desenvolvido por Rendulic et al (2024), descreve a via metabdlica de
produgcao de acido succinico a partir de glicerol e também uma desidrogenase que
possibilita a via metabdlica contraria para o consumo do ac. succinico e liberagao de
glicerol. Assim como o glicerol, o acido succinico também pode ser um resquicio
presente na biomassa, o qual aumenta a concentracdo por meio de uma
fermentacgao de glicerol e diminuigao relacionada a formagao da glicerina.

A partir das contas mostradas no item 5.3.1 foi estimado as eficiéncias

fermentativas para cada meio, como mostrado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Eficiéncia de conversao para os diferentes meios de fermentagao.

Meios de fermentagao

Hidrolisado Xilose Frutose

Eficiéncia 84,9 90,0 72,9
Fermentativa (%)

Fonte: Autores, 2024.

Ademais, foi avaliado a viabilidade de cada concentragao para determinar se
os meios de fermentagdao obtiveram influéncia sobre o levedo, como exibido na
Tabela 9.

Tabela 9 - Viabilidade média nos diferentes meios de fermentacao.

Meios de fermentacao

Hidrolisado Xilose Frutose

Viabilidade média 84,910,3 83,712,2 70,818,4
(%)

Fonte: Autores, 2024.

Através da analise estatistica ANOVA com os resultados da fermentacéo e da
viabilidade do levedo entre os diferentes meios de fermentagdo, o meio composto
pelo hidrolisado de sabugo de milho e o meio sintético composto por uma mistura de
xilose e glicose ndo apresentam diferencga estatistica significativa, ou seja, os meios

sdo semelhantes.

5.3.2.1 Fermentagao empregando maiores volumes

Sabendo que os meios de fermentacdo contendo hidrolisado e xilose séo
equivalentes do ponto de vista estatistico, foi realizada a fermentagdao com maior
volume, diminuindo o espago para trocas gasosas “headspace” do frasco tipo
Erlenmeyer. Ap6s o fim da fermentacdo, foi possivel observar os seguintes

resultados expressos nas Grafico 7 e 8.
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Grafico 7 - Representacgao de cima para baixo da produgao de etanol, consumo de glicose e
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Grafico 8 - Representacao, de cima para baixo, variagdo na concentragéo de glicerol,

variagdo na concentragao de acido acético, produgao de acido succinico.
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Fonte: Autores, 2024.

A cinética da fermentagdo alcoodlica foi obedecida para a maioria dos
compostos, visualizando um consumo mais lento de glicose, assim como uma
constancia maior na concentragado de etanol e glicerol, ocorrendo menos perdas do
primeiro. Todavia houveram algumas inconsisténcias a serem observadas, como a

producdo constante de acido succinico somente no meio com xilose e o acido
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acético sendo produzido apenas no meio com hidrolisado, por fim houve um
aumento inesperado na concentragdo de xilose em ambos os meios. Como se
sucederam muitas variagbes com a cinética de fermentacdo, ha hipétese mais
provavel esta relacionada a erros analiticos, principalmente de contaminacdo em
relacdo aos acidos, diluigdo incorreta ou vial com impurezas para o HPLC e
imprecisao instrumental.

Contudo, com base nas contas mostradas no item 5.3.1 foi calculado as
eficiéncias fermentativas para cada meio, ndo apresentando uma diferenca

significativa entre os dois meios, como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Eficiéncia Fermentativa para os diferentes meios de fermentagao.

Meios de fermentagao

Hidrolisado Xilose

Eficiéncia Fermentativa 92,7 81,4
(%)

Fonte: Autores, 2024.

5.3.3. Avaliagao da fermentagao em Biorreator

Com a execucgao da fermentacéao utilizando o biorreator e empregando o meio
de xilose e glicose, foram obtidos os dados, podendo montar o seguinte perfil com
os dados associados as concentragcdes de cada substancia envolvida, como

mostrado no Grafico 9.

Grafico 9 - Representagao dos subprodutos formados durante a fermentagdo em decorréncia

dos acucares consumidos.
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Fonte: Autores, 2024.

No grafico é possivel visualizar a cinética da fermentag&o alcodlica ideal,
assemelhando-se aos resultados obtidos no item 5.2, a glicose foi toda consumida
dentro de um intervalo de 4 horas, a producao de etanol atingiu o seu pico no
mesmo periodo e permaneceu constante 1 hora apds, a xilose foi pouco consumida,
mas ressalta a capacidade da cepa PE-2 de utilizar essa fonte de carbono, a
glicerina apresentou uma variagdo pequena e 0s acidos acético e succinico foram
produzidos em quantidades minimas. Utilizando as equagdes presentes no item

5.3.1 foi estimado a eficiéncia fermentativa de agucar em etanol, como mostrado na
Tabela 11.

Tabela 11 - Eficiéncia Fermentativa em etanol realizada no biorreator.

Eficiéncia fermentativa (%) 97,4

Fonte: Autores, 2024.

Ao comparar essa eficiéncia com outras fermentagdes com diferentes
materiais como fonte de carbono, é perceptivel a melhor conversao de etanol a partir
do hidrolisado do sabugo de milho, a levedura PE-2 pura avaliada no trabalho de
Cherubin (2003) apresentou rendimento maximo de 90,6% de conversao de glicose
em etanol, outro experimento, executado por Veloso (2023) demonstrou uma
eficiéncia entre 92% e 93%.
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5.4. Purificagao e Aplicagcao

Primeiramente foi realizada a centrifugagéo, onde a biomassa foi separada e
posteriormente utilizada para o tratamento de residuos. O liquido resultante foi
submetido a um processo de destilagdo com o objetivo de obter etanol.

Apdés a montagem do sistema de destilagdo de bancada, iniciaram-se as
destilagdes dos meios de fermentacdo. Primeiramente, foram destilados 60 ml de
alcool 70% (INPM) para garantir o correto funcionamento do equipamento. Apos
essa destilacdo teste, foram realizadas mais oito destilagbes com os meios
provenientes de todos os testes de fermentacdo. Na Tabela 12 estdo expressos os
volumes adicionados, o meio de fermentagcdo de onde provinham, volume final de

etanol obtido e a porcentagem final de etanol.

Tabela 12 - VVolumes iniciais e finais das destilagdes dos meios de fermentagéo.

Meio de Volume de Volume final de Porcentagem final de
fermentacao vinhaga (ml) etanol obtido (ml) etanol obtido (%)
Meio com 10175 65 6,3882
sacarose
Hidrolisado 540 5 0,9259
Meio do biorreator 1285 5,5 0,4280

Fonte: Autores, 2024.

Foi medida a graduacéo alcodlica do etanol obtido, encontrando-se um valor
de 82 graus GL. Como se desejava obter um alcool com 70% de concentracao
(INPM), equivalente a 77 graus GL, foi necessario calcular a relagdo entre as
concentragdes e volumes iniciais e finais para atingir o teor de etanol desejado. Essa
relagao foi determinada para uma amostra de 100 mL, utilizando a Equacgao 5. Para
ajustar a concentracédo para 70% INPM, foi adicionado 17,14 ml de agua destilada,
conforme os calculos realizados.

Foi adicionado carvdo ativado em todas as amostras de etanol obtidas a fim
de remover as impurezas adsorvidas, especificamente os compostos fendlicos
presentes nas amostras de etanol. O carvao ativado foi selecionado devido a sua

elevada capacidade de adsorcdo, atribuida a sua complexa estrutura de poros,
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elevada area superficial e presenca de diversos grupos funcionais na superficie, que
facilitam a adsorgéo de contaminantes organicos (Barbosa et al., 2014).

A destilagdo foi realizada com sucesso, uma vez que o etanol obtido
apresentou uma graduagédo alcodlica proxima ao esperado, atendendo aos padrbes
de qualidade exigidos. Estudos e normas indicam que a concentragdo ideal de
etanol para eficacia antimicrobiana situa-se entre 60-80%, com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomendando especificamente uma concentragao
de 70% INPM, equivalente a aproximadamente 77 graus GL. De acordo com a
Resolucdo RDC n° 46 de 20 de fevereiro de 2002 da ANVISA, os antissépticos e
desinfetantes alcodlicos devem possuir uma concentragdo que assegure a eficacia
antimicrobiana, tipicamente alcangada em 70% INPM.

Através da analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
utilizando a curva de calibracao fornecida pelo departamento, foi possivel determinar
a concentragdo de etanol nas amostras ja destiladas provenientes do meio de
sacarose, do hidrolisado e do biorreator, expressa em g/L. Os resultados obtidos,
apdés a aplicagdo dos parametros de calibragdo e a interpretacdo dos picos
cromatograficos correspondentes ao etanol, estdo compilados no Grafico 10.

Grafico 10 - Concentracdo de etanol apds a destilagdo nos diferentes meios de fermentacao.

Concentragio de Etanol (g/L)

800,00
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Fonte: Autores, 2024.

As concentragdes de etanol obtidas foram de 496,51 g/L para o hidrolisado,
561,28 g/L para o meio de fermentagdo mimético do biorreator e 773,89 g/L para o

meio de sacarose. Esses resultados corroboram os testes de fermentacao
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anteriores, que indicaram o meio de sacarose como o0 mais eficiente na produgao de
etanol.

Por fim, foi produzido alcool em gel (Figura 15) com o etanol resultante da
destilagao, totalizando 50 mL de produto. Ao final do processo, foram medidos o pH
e a viscosidade do produto, com o objetivo de atingir uma viscosidade superior a
8.000 cP (centipoise). A viscosidade medida foi de aproximadamente 10.000 cP, o
que esta dentro da faixa aceitavel para formulagcbes de alcool em gel com
concentragao superior a 68%. Além disso, o pH do produto foi determinado em 6,5,
também dentro da faixa de aceitacdo da ANVISA, garantindo a conformidade e a

eficacia do produto final.

Figura 14 - Alcool em gel produzido com o etanol proveniente da destilagéo.

Fonte: Autores, 2024.

5.5. Tratamento de residuos gerados

Para obter os dados, foram realizados os ensaios supracitados, obtendo
resultados do teor de sdlidos, proteinas e demanda quimica de oxigénio. A analise
de Kjeldahl apresentou resultado indefinido que é abordado adiante. A partir desses,
€ possivel tracar planos de acdo para descarte ou reaproveitamento desses

residuos.
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5.5.1. Residuos liquidos

As amostras de residuo da destilacdo correspondem ao meio de fermentacao
com hidrolisado sem as células, que ja haviam sido centrifugadas, e sem o etanol,
que havia sido destilado. E as amostras de residuo de pré-tratamento acido
correspondem ao filtrado apds o pré-tratamento acido sendo a solugdo de acido
acético, peroxido de hidrogénio, acido sulfurico, agua destilada de lavagem do
sabugo pré-tratado e materiais liberados pelo sabugo, como lignina e hemicelulose.
A seguir estdo dispostos na Tabela 13, os dados obtidos através dos ensaios

realizados.

Tabela 13 - Resultados das analises realizadas em relagdo a sélidos, demanda quimica de

oxigénio e concentragao de proteinas.

Residuos Solidos Totais  Sélidos Volateis Solidos Fixos DQO (g/L) [Prc(>§t;lall-r)|as]

(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Destilagio ~ 49803,5+1612,9 388250+ 15189 10978,5+940 706+36  22+04

Pré-tratamento

acido 12733,7 £ 320,7 10577,0£294,9  2156,7+25,8 103,9 + 3,1 14,0+£19

Fonte: Autores, 2024.

A partir dos dados obtidos em relagdo aos solidos totais, que corresponde a
soma dos solidos volateis e fixos, nota-se uma quantidade grande de sdlidos,
elencando que para o descarte dessas substadncias em corpos receptores é
necessario tratamento anterior, composto por técnicas de biodigestdo elencando
biorreatores anaerdbios, biorreatores aerobicos e lagoa aerada como possibilidades
para diminuigdo de sdlidos totais e demanda quimica de oxigénio.

De acordo com as Resoluggo CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) N° 430/2011, sendo que essa complementa e altera a Resolugdo N°
357/2005, para o langcamento de efluentes em corpos receptores € necessario que a
Demanda Bioquimica de Oxigénio apresente remogédo de ao menos 60% e o pH
esteja entre 5 e 9. O pH dos residuos na tabela supracitada foi medido, sendo que
os residuos de destilagao e de pré-tratamento acido apresentaram pH igual a 5,37 £
0,06 e 1,45 + 0,09 respectivamente. Dessa forma, nota-se que mesmo que o residuo
de destilacdo apresenta o pH esperado, porém é necessario realizar o tratamento
para diminuicdo de demanda de oxigénio, visto que a legislacdo solicita uma

diminuigédo de ao menos 60%.
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Em relagdo ao residuo do pré-tratamento acido, nota-se uma maior
dificuldade visando o descarte em corpos de agua, devido ao baixo pH e alta DQO.
O trabalho de Liao et al. (2023) emprega o pré-tratamento com acido acético como
ja pontuado na sec¢do 4.5.2 e no trabalho n&o é abordada uma forma de recuperagao
dos solventes empregados e nem da lignina removida da madeira utilizada. Dessa
forma, é abordado na Secdo 5.5.2. um processo alternativo ao descarte
convencional, visando empregar o conceito de economia circular.

Em relacdo ao residuo da destilagdo, devido aos custos de tratamento para
descarte, mesmo que o pH esteja adequado, tornam a operagdo mais cara para
realizar o descarte. Dessa forma, considerando a legislagéo brasileira em relagao a
fertirrigagdo do solo, tem-se a proposta de utilizar essa vinhaga como componente

da irrigacao do solo, sendo melhor detalhada na Secgéo 5.5.3.

5.5.2. Residuos solidos

Os residuos sélidos analisados eram referentes a biomassa que foi
centrifugada e separada do meio de cultivo e ao sabugo de milho restante apds o
pré-tratamento, hidrélise enzimatica e centrifugacdo. Pontuando que a S. cerevisiae
PE-2 seria reutilizada, pelo sistema de Melle-Boinot, em outros cultivos até a
observacgéo de inviabilidade metabdlica, através dos métodos que ja utilizados para
o calculo da viabilidade celular. Nesse caso as leveduras inviaveis seriam destinadas
a outro tratamento, como ragdo animal ou a confecg¢ao de extrato de levedura (Lima
et al., 2021).

O método de Kjeldahl foi utilizado seguindo as instrugdes obtidas na literatura,
entretanto ndo se obteve resultado detectavel em relagéo ao teor de proteinas dos
dois residuos empregados em duplicata. As amostras se mantiveram iguais ao
branco apods a titulagdo, mesmo repetindo a digestdo e o branco para evitar
possiveis erros de operacdo. A ideia inicial € que o teor de proteinas em ambas as
amostras estava abaixo do limite de detecgédo, visto que o método emprega 100 mg
da amostra e o resultado € apresentado em mg de nitrogénio por litro.

Porém, devido a falta de tempo, n&o foi possivel confeccionar as solugdes a
partir do zero, como os corantes, acidos e bases, para repetir o experimento e
eliminar todas as incertezas e erros possiveis de operagdo. De acordo com
Association of Official Agricultural Chemists (2023) para proteinas em ragcao animal,

tem-se a determinagdo de 0,5 a 50% de nitrogénio do peso seco da amostra por
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Kjeldahl, essa colocagao reforga a necessidade de repeticdo de todas as etapas do
método, visto que a célula da Saccharomyces cerevisiae apresenta de 40 a 58% de
proteinas em sua composic¢ao, reafirmando a sua capacidade de enriquecer a ragao
animal, pontuando a aplicagdo da célula integra para gado elencando melhora de
funcionamento da flora do animal e melhora de parametros sanguineos como niveis
de proteinas, triacilglicerdis e colesterol (Lapefa et al., 2020; Ogbuewu et al., 2019);
Lima et al., 2021).

Em relagdo ao sabugo de milho restante apds a hidrolise, para iniciar essa
analise é relevante pontuar que é possivel otimizar esse processo, diminuindo a
quantidade de sélidos. De acordo com a literatura e informagdes ja supracitadas, o
sabugo de milho é rico em hemicelulose, celulose, lignina, proteinas, agucares
simples, lipidios, amido, agua, hidrocarbonetos, diminuindo as quantidades de
acordo com a ordem que foi colocado. Apds todas essas etapas, € esperado que se
mantenham principalmente as fibras e resquicios que nao foram hidrolisados, além
das pequenas quantidades que se mantém em relagdo aos materiais inorganicos,
chamadas cinzas (Viroli et al.,, 2022). A melhor solugdo apds a otimizagdo do
processo € direcionar o restante desse material a incorporagao no solo, visto que
devido ao volume obtido vé-se como forma de auxiliar o volume das leiras de
compostagem, inclusive devido ao volume maior de material seco em relagao a
matéria organica umida, cabendo ainda analises massa especifica, densidade,
cinzas e umidade para verificacdo deste material, elencando também a adsor¢céo do
sabugo de milho, podendo ainda verificar a utilizagdo deste como agente no
tratamento de efluentes, visto que ja demonstrou eficiéncia na remocgédo de

compostos orgéanicos e inorganicos a partir da biossorgao (Souza et al., 2019).

5.5.3. Perspectivas e destinos dos residuos

Considerando os resultados apontados, antes de realizar qualquer descarte
ou langamento dos efluentes, foram idealizadas agbes para a reutilizagdo dos
residuos gerados, visando aplicar o conceito de economia circular e aumentar a
capacidade de realizagdo do projeto em questdo. Pontuando ainda que as
perspectivas em relagéo aos residuos sélidos ja foram apontadas na Seg¢do 5.5.2.
acima.

Inicialmente, abordando residuo de acido acético, visto que apresenta o pH

baixo, alto teor de sdlidos e alta demanda quimica de oxigénio. Em observagao do
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trabalho de Qiao et al. (2022), em que os mesmos fazem o reuso do residuo de
pré-tratamento apdés a rotaevaporagdo em condigdes brandas, 60°C, para nao
danificar a estrutura do acido organico. Idealiza-se que o mesmo pode ser realizado
para o residuo de pré-tratamento acido do presente trabalho, levando a reutilizagao
desse residuo e gerando outros subprodutos que sao lignina e hemicelulose que nao
sao evaporados (Minu, Jiby e Kishore, 2012; Qiao et al., 2022).

A lignina é considerada um produto de alto valor agregado, elencando que
essa € uma substituta desejavel para gasolina, além de antioxidantes, materiais
retardadores de fogo e precursores de materiais de carbono (Xiong et al., 2023).
Assim é possivel realizar esse processo através de diferentes formas, sendo
necessario apos a rotaevaporagao do acido a retirada da fragao hemiceluldsica, que
também pode ser utilizada para a produgao de xilooligossacarideos ou furfural por
exemplo, ambos produtos de valor comercial e quimica fina. Para a retirada desse
xarope rico em lignina e xilana pode-se empregar etanol 95% somado de outras
etapas (Xiong et al., 2023) ou adi¢ao de agua destilada no baldo com residuo apos a
rotaevaporacao e centrifugacao severa (Qiao et al., 2022).

Em relagcdo a vinhaga, pode-se pontuar que pode-se obter beneficios ao
utilizar este devido ao teor nutricional, elencando como uma fonte de nitrogénio para
auxiliar no crescimento de plantas além de oferecer um destino para residuos
gerados (Pinaffi et al., 2012). A vinhaca pode ser considerada um subproduto da
producdo de etanol por hidrolisado de sabugo de milho, entretanto, sua aplicagéo
exige cuidados devido a grande variagdo na composi¢gdo e, com isso, deve-se
elencar riscos em relagao a toxicidade e infiltracdo do solo gerando contaminacgao de
lengdis freaticos. Pontuando a importancia da Resolugédo n° 357 de 2005 do
CONAMA que classifica as aguas que podem ser destinadas a irrigacéo de culturas
cerealiferas, no qual se encaixa o milho e consequentemente o sabugo, como classe
3, que apresenta os diversos parametros de compostos inorgéanicos, turbidez, pH e
outros que devem ser seguidos para utilizagao (Brasil, 2011; Brasil, 2005; Servigo
Nacional de Aprendizagem Rural, 2019)

No estado de Sio Paulo, é imprescindivel citar a Norma Técnica CETESB -
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - P4.231/2005, que regula todas as
atividades e define critérios em relagdo a vinhaga, no caso de cana-de-agucar,
expandindo o conceito para milho e sabugo de milho devido a falta de legislagéao

especifica. A CETESB solicita que a vinhaga esteja em conformidade com a
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legislagdo para pH, sulfato, nitrogénio em diferentes formas, potassio, calcio, cloreto,
sédio e fésforo, além de caracterizagdo do solo a ser aplicada e determinacéo da

dose de aplicagao relacionada a 6xido de potassio (CETESB, 2015).

6. CONCLUSAO

A producdo de etanol de segunda geracédo pode apresentar uma pegada de
carbono menor em comparagao a produgao de etanol de primeira geracéo, que
utiliza culturas alimentares. A sustentabilidade desse processo se destaca por
reduzir a dependéncia de matérias-primas alimentares e promover a utilizagado de
residuos, ajudando a diminuir a quantidade de residuos solidos e empregando o
conceito de economia circular aproveitando residuos durante todo o processo. Do
ponto de vista econbmico, a producéo de etanol de segunda geragao pode ser mais
vantajosa, especialmente em regides com alta produ¢ado de milho, ao aproveitar um
subproduto gerando maior valor agregado e geragao de novos produtos.

A partir dos resultados obtidos com o pré-tratamento acido, € possivel
concluir que este foi eficiente, haja visto o valor de rendimento massico (75,73%)
estar proximo e até mesmo maior do que os encontrados na literatura. Entretanto,
uma analise da composicdo quimica do sabugo utilizado no trabalho, anterior e
posteriormente ao pré-tratamento teriam corroborado para uma maior € melhor
interpretacdo dos resultados, principalmente em relacdo a baixa eficiéncia da
hidrélise (11,33%), ja que assim, seria possivel saber o teor de celulose do sabugo e
uma resposta mais conclusiva sobre a conversao desta em glicose. Ademais, uma
granulometria menor do sabugo para ambas as etapas de pré-tratamento e hidrolise
poderia ter ajudado a encontrar melhores resultados.

Os ensaios de fermentacao do presente estudo demonstraram uma eficiéncia
de conversdao de agucares em etanol excelente, a levedura Saccharomyces
cerevisiae da cepa PE-2, a cepa industrial exibiu uma capacidade de consumir
parcialmente a xilose, assim como uma resisténcia elevada, com viabilidade maior
que 80%, o magnésio apresentou um efeito protetor aumentando a capacidade de
crescimento celular ao dobrar a quantidade de sulfato de magnésio presente nos
meios, os resultados também mostram que o periodo necessario da fermentacéao foi
em média de 4 horas, perdendo alcool depois de um periodo de 7 horas quando

realizado em frascos tipos Erlenmeyer, devido a falta de vedagao do sistema.
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A destilagcdo do alcool foi bem-sucedida, resultando em um produto com 82°
GL, ligeiramente acima do esperado, mas ajustavel para 77° GL pela adigdo de agua
destilada. Na sequéncia, a produgcao de alcool em gel foi realizada conforme as
normas estabelecidas pela ANVISA, alcangando uma viscosidade superior a 8000
cp e um pH de 6,5, ambos dentro dos parametros de aceitacdo. Esses resultados
indicam a conformidade do produto final com as especificagdes técnicas e
regulatorias, assegurando sua eficacia e seguranga para uso sanitario.

Em suma, foi possivel realizar a manutencdo da levedura e sua expansao
para compor o inoculo da fermentagdo em biorreator e frasco tipo Erlenmeyer, a fase
de pré-tratamento apresentou um rendimento adequado, todavia a hidrdlise
enzimatica nao se mostrou eficiente, comprometendo a produgdo de grandes
volumes de etanol durante o estudo, além disso, foi observado uma concentragéo

6tima para o crescimento celular e preservagao da viabilidade.
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Apéndice . Fluxograma do processo de producéo de etanol de segunda geragao a partir do hidrolisado de sabugo de milho.
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