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RESUMO

O milho é uma das culturas mais produzidas no Brasil e durante 0 seu processamento
apresenta como rejeitos o sabugo, caule, folhas e a palha que podem ser utilizados como
biomassa para producdo de bioetanol de segunda geracdo. Estima-se que para cada
tonelada de milho produzido 2,3 toneladas sdo rejeitos. Entretanto, para a utilizacéo
deste substrato € necessério um tratamento inicial de hidrdlise &cida, basica ou
enzimatica para a remocdo da lignina e hemicelulose deixando exposta a celulose, que
pode ser utilizada como substrato por microrganismos. Portanto, este trabalho teve
como objetivo estudar a producdo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae
ATCC 26602 a partir do sabugo de milho hidrolisado que foi utilizado como substrato.
Para isto variaram-se diferentes concentracdes de cido sulfarico (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0%)
em diferentes tempos de aquecimento em autoclave (15 e 30 minutos). Foi avaliado o
efeito da desintoxicacdo nos hidrolisados para a remocdo de compostos inibidores da
fermentacdo produzidos durante a hidrélise nos diferentes tempos de aquecimento e o
efeito de diferentes velocidades de agitacdo (0, 50 e 100 rpm) na fermentagdo do
hidrolisado. Foi avaliada a producéo de etanol utilizando o meio hidrolisado de sabugo
de milho (na concentracdo de 20, 40 e 60 g/L de acucares redutores). Também foi
estimada a producdo de etanol utilizando um meio sintético adicionado de glicose (has
concentragdes de 40 e 60 g/L) que serviu como padréo de comparagédo na utilizagéo do
meio contendo o sabugo de milho hidrolisado. Os resultados indicaram que a melhor
concentracdo de H,SO, para realizacdo da hidrélise foi de 2,5% com 30 min. de
aquecimento. A desintoxicagdo do hidrolisado resultou na diminuigdo da concentragédo
de compostos fendlicos. Foi realizada uma avaliacdo da producdo de etanol apds a
fermentacdo de 48 h do hidrolisado, apresentando o melhor resultado em 36 h de
fermentacdo, 7,04 g/L de etanol no meio incubado com agitacdo de 50 rpm e 8,11 g/L
de etanol no meio com agitacdo de 100 rpm. Portanto, tem-se que o hidrolisado do
sabugo de milho é uma opcdo alternativa para a producao de etanol de segunda geracao.
Além disso, a levedura S. cerevisiae ATCC 26602 foi capaz de utilizar o hidrolisado

sem desintoxicacao para producao de etanol.

Palavras-chave: Bioetanol, levedura, biomassa, lignina, celulose, hemicelulose.



ABSTRACT

Corn is one of the most produced crops in Brazil and it can be grown in any soil or
climate. During its processing, it presents as tailings the cob, stem, leaves and straw that
can be used as biomass for bioethanol production. It is estimated that for each ton of
corn produced 2,3 tons are tailings. However, the use of this substrate requires an initial
treatment of acidic, basic or enzymatic hydrolysis for the removal of lignin and
hemicellulose exposing cellulose, which can be used as a substrate by microorganisms.
Therefore, the aim of this research is to study the ethanol production on the yest
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 from hydrolyzed corn cob wich was used as
substrate. For this purpose, different concentrations of sulfuric acid (2,5, 5,0, 7,5 and
10,0%) were used under different autoclaving heating periods (15 and 30 minutes). The
effect of detoxification on hydrolysates to remove fermentation inhibitor compounds
produced during the hydrolysis at the different heating periods and the effect of
different stirring rates (0, 50 and 100 rpm) was evaluated in the fermentation of
hidrolizate. The ethanol production was evaluated using a hydrolyte environment (at
concentration of 40 and 60 g/L). The ethanol production was also evaluated using a
synthetic medium added with glucose (at concentrations of 20, 40 and 60 g/L), which
will serve as a comparison standard when using the medium containing hydrolyzed corn
cob. The results indicate that the best H,SO,4 concentration for hydrolysis was 2,50%
acid with 30 min. of heating. The detoxification of the hydrolyzates resulted in a
decrease on the concentration of phenolic compounds. A partial evaluation of the
ethanol production was carried out after fermentation of 48 h of the hydrolyzates,
providing the best result within 36 h of fermentation, 7,04 g/L of ethanol in the medium
incubated with agitation of 50 rpm and 8,11 g/L ethanol in the medium with 100 rpm
stirring. This concludes that corn cob hydrolyzates are an advantageous option for the
production of ethanol. Besides, the yest S. cereviseae ATCC 26602 was able to use the
hydrolyzate without detoxification for ethanol production.

Keywords: Bioethanol, yeast, biomass, lignin, cellulose, hemicellulose.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo mundial com o esgotamento de combustiveis fdsseis e a
preocupacdo com o aumento das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) na atmosfera
tém motivado a busca por alternativas renovaveis de energia, tornando a producéo de
bioetanol interessante e vantajosa para o Brasil e para outros paises, uma vez que
apresenta uma matriz energética limpa.

O etanol, também denominado etanol de primeira geracdo, € um
biocombustivel produzido a partir da fermentacdo de agucares fermentesciveis obtidos
de matérias-primas vegetais, como cana-de-agucar, milho, trigo e beterraba agucareira.
Quando comparado com a gasolina e com o diesel, o etanol € uma alternativa menos
poluente ao meio ambiente.

Contudo, residuos sdo gerados pela producdo de etanol e pela inddstria
alimenticia, tornando-se um grande problema ambiental. Esses residuos apresentam em
sua parede celular lignina, hemicelulose e celulose, que, quando hidrolisadas liberam
acucares fermentesciveis, que podem ser utilizados por microrganismos, produzindo
etanol de segunda geracéo.

Pesquisas para a reutilizagdo de residuos como substratos para producdo de
etanol buscam solucionar o problema da contaminacdo ambiental gerada por eles, como
por exemplo, o uso da conversdo da biomassa lignocelulésica em agUcares
fermentesciveis para obtencdo do etanol de segunda geracdo. Essa técnica é baseada em
quatro fases: pré-tratamento, hidrélise, fermentacéo e destilagdo do produto.

O pré-tratamento geralmente consiste na diminuicdo do tamanho da particula
do residuo, enquanto a hidrélise que é a quebra de ligacBes quimicas pode ser realizada
por meio de métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos.

Na fermentacgdo alcodlica, 0 microrganismo mais frequentemente utilizado é a
levedura Saccharomyces cerevisiae, pois € capaz de produzir etanol em altas
concentracdes, finalizando o processo com a destilacdo para a obtencéo do produto.

Em trabalhos de pesquisa realizados no laboratério de Biopolimeros do
Departamento de Engenharia de Alimentos, no IBILCE/UNESP tem sido utilizada a
levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602, cedida pelo grupo do Dr. Jorge
Rocha do departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra (Coimbra)
e tem mostrado grande capacidade de adaptacdo em diferentes hidrolisados, mesmo sem
esterilizacdo ou desintoxicacdo destes. Alem disso, essa levedura pode ser adaptada a
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diferentes condicGes fermentativas e meios de cultura. Portanto, nesta pesquisa foi
utilizada a levedura S. cerevisiae ATCC 26602.

Como visto no contexto apresentado, tornam-se importantes os estudos para
uma maior utilizacdo da biomassa de residuos agroindustriais, como, por exemplo,
residuos e subprodutos da cultura de milho. Uma vez que o Brasil é um dos maiores
produtores desse vegetal, sendo, a cada tonelada colhida, geradas 2,3 toneladas de
residuos, uma quantidade de biomassa consideravel que poderia ser melhor aproveitada.

O objetivo principal deste trabalho foi estudar as variaveis envolvidas
(concentracdo de H,SO, e tempo de hidrélise, agitacdo e tempo de fermentacdo) na
producgéo de etanol pela levedura S. cerevisiae ATCC 26602, utilizando como substrato

0 sabugo de milho hidrolisado.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producéo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 a partir sabugo de milho hidrolisado que foi utilizado como substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a hidrolise acida do sabugo de milho utilizando diferentes
concentragdes de acido sulfurico (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0%) submetidas a diferentes
tempos de aquecimento em autoclave (15 e 30 minutos);

e Avaliar o efeito da desintoxicagdo dos hidrolisados para a remocdo de
compostos inibidores da fermentacdo produzidos durante a hidrolise nos
diferentes tempos de aquecimento;

e Avaliar a producdo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602, utilizando um meio sintético adicionado de glicose (nas concentracdes de
40 g/L e 60 g/L) que serviu como padréo de comparacao;

e Avaliar a producdo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602, utilizando um meio contendo o sabugo de milho hidrolisado (nas
concentracgdes de 20, 40 e 60 g/L);

e Determinar o efeito de diferentes velocidades de agitacdo (0, 50 e 100 rpm)

durante a fermentacdo nas condi¢des para producéo de etanol;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ETANOL

Nos paises com alto consumo de combustiveis automotivos, a utilizacdo de
etanol estd aumentando. Ele também €é conhecido como bioetanol de primeira geracéao e
é uma alternativa renovavel de energia gerada a partir da fermentacdo de acucares
obtidos de uma grande variedade de matérias-primas vegetais, que sdo fontes
renovaveis, como por exemplo, a cana-de-actcar, o milho, o trigo, a mandioca, a
beterraba agucareira e materiais lignocelulésicos, sendo que, atualmente, mais de 90%
da producdo mundial provém do milho e da cana-de-acucar (CORTEZ et al., 2010).

O Brasil é o pioneiro no uso de biocombustiveis e atualmente ¢ o maior
produtor de etanol de cana-de-aclcar do mundo, sendo lider na tecnologia da sua
producdo (PACHECO, 2011). Ainda, € o segundo maior produtor mundial de bioetanol,
atras apenas dos Estados Unidos, que, no entanto, utilizam o milho como matéria-prima
para sua producdo. Na safra de 2013/2014, a producdo brasileira foi de
aproximadamente 25 bilhdes de litros de etanol total, sofrendo um acréscimo de 20%
em relacdo a safra 2012/2013 (UNICA, 2015). Em 2015/2016, foram produzidos 30
bilhGes de litros do combustivel (EPE, 2016).

A producdo de bioetanol no Brasil surgiu na década de 70, quando o pre¢o do
barril de petréleo se elevou subitamente, dando inicio a primeira grande crise do
petroleo em 1973. Em 1975, criou-se o Proélcool — Programa Nacional do Alcool, que
visava a diminuir a importacdo de petroleo e a dependéncia da utilizacdo de
combustiveis fosseis, que sdo recursos nao renovaveis (CARVALHO et al., 2013).

Outro objetivo da producédo de bioetanol, além da substituicdo da gasolina, € a
reducdo das emissbes de gases de efeito estufa (GEE), pois a queima de combustiveis
fosseis representa aproximadamente 82% das emissGes dos gases poluentes do meio
ambiente, e 0 uso desse biocombustivel reduz a emissdo de carbono para a atmosfera
(LAL, 2004; DEMIRBAS, 2009).

Portanto, seja pela preocupacdo mundial com o esgotamento de combustiveis
fosseis ou pela preocupacdo com o aumento das emissfes de gases de efeito estufa na
atmosfera, o etanol de cana-de-agUcar, que apresenta uma matriz energética limpa
quando comparado as outras opgdes, representa uma alternativa interessante e vantajosa,
para o Brasil e para outros paises, na substituicdo dos combustiveis fosseis (CANILHA
et al., 2010).
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Até o momento, o etanol obtido do caldo de cana-de-aglcar é o Unico
combustivel capaz de atender & demanda mundial por uma energia renovavel, com
baixo custo e com baixo poder poluente. As emissdes gasosas da queima de etanol sao
60% menores do que as emissdes da queima da gasolina, além de que o CO; que é
emitido é reabsorvido pela propria cana (CORTEZ et al., 2010).

Apesar de o bioetanol brasileiro apresentar o menor custo de producdo do
mundo, existem alguns problemas relacionados a sua geracéo, pois, para sua obtencao a
partir da cana-de-agUcar é necessario que a area cultivavel seja ampliada para atender o
crescimento da demanda interna e externa para producdo de agucar e para producao de
alcool (STRAPASSON; FAGA, 2007).

Devido a necessidade de aumento da oferta de matéria-prima para a producéo
de etanol, sem aumentar a area de cultivo e sem influenciar na producao de alimentos,
além da preocupacdo com o despejo de residuos poluidores, algumas empresas tém
investido em pesquisas para o aproveitamento dos materiais lignocelulésicos no
processo de obtencdo de bioetanol de segunda geracdo, que utiliza o excedente destes
materiais constituidos, sobretudo de polimeros de carboidratos, dentre os quais a
celulose é o mais abundante (FURLAN, 2009).

3.2 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

A producdo de bioetanol de segunda geracdo ou etanol celulésico € apresentada
como uma vantagem em relacdo as questdes ambientais, pois é obtido a partir de
acucares fermentesciveis provenientes da quebra das cadeias de celulose e hemicelulose
da biomassa de residuos industriais, agricolas e florestais, ndo competindo, assim, com
as areas cultivaveis utilizadas para a producdo de alimentos, uma vez que o produto de
interesse ja foi extraido. Além disso, podem ser usadas outras culturas que ndo sdo
utilizadas na alimentacdo humana. Para isto, novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas visando a aumentar a producdo deste combustivel, aliando
sustentabilidade e viabilidade econdmica na sua obten¢do (OFORI-BOATENG; LEE,
2014).

Em 2014, foram implantadas no Brasil duas industrias produtoras de etanol de
segunda geracao (etanol 2G), a GRANBIO, em Alagoas-AL, que utiliza o processo de
sacarificacio e fermentacdo simultanea (SSF), e a RAIZEN, em Piracicaba-SP, que
emprega a fermentacéo por sacarificacéo e hidrdlise separada (SHF). A GRANBIO foi a

primeira empresa brasileira a produzir o etanol 2G em escala industrial, utilizando a
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tecnologia de uma empresa italiana, a PROESA, na qual o processo é constituido pelas
etapas de pré-tratamento por explosdo a vapor, hidrolise enzimatica e fermentacdo de
pentoses e hexoses. A PROESA assegura que esse produto ainda ndo possui um preco
competitivo a tecnologia de fabricacédo de etanol de primeira geracéo (1G), necessitando
de melhorias no processo para diminuir 0os custos operacionais, obtendo, assim, um
produto mais barato. Essa empresa declarou, em abril de 2016, a suspenséo temporaria
da producdo desse biocombustivel devido a problemas na etapa inicial de producao.
Essa foi a segunda vez que a usina sofreu uma paralisacdo alegando que o pre-
tratamento é o seu maior problema, no qual a biomassa é tratada para que as enzimas
possam utilizar todos os aglcares (KLEINGESINDS, 2017).

O processo necessario para a obtencdo do etanol a partir da biomassa
lignoceluldsica consiste basicamente em quatro fases: pré-tratamento, hidrdlise,
fermentacgdo e destilacdo do produto. O pré-tratamento e a hidrélise sdo fundamentais
para desestruturar a matéria-prima lignocelul6sica, que é composta por uma mistura
complexa de celulose, hemicelulose e lignina que fazem parte da estrutura dos vegetais,
para que assim as fibras celulsicas se tornem acessiveis e possam ser transformadas em
acucares fermentesciveis, que serdo utilizados pelas leveduras na fermentacdo e,
consequentemente, na producéo de etanol (CASCIATORI, 2015; MOREIRA, 2005).

A celulose é constituida por polimeros de hexoses (glicose) e a hemicelulose
por polimeros de pentoses (xilose, entre outros) o0 que os torna atrativos para a extracao
dos monémeros de aglcares (PEREIRA et al., 2008).

A conversdo de hemicelulose em aglcares monoméricos pode ser feita por
meio de hidrolise quimica, como pelo uso de &cidos, ou enzimatica, por adi¢do de
celulases, que sdo enzimas responsaveis pela hidrolise de celulose. As hexoses
monoméricas (seis atomos de carbono) sdo fermentadas para o etanol com facilidade,
enquanto a fermentacdo de pentoses (cinco atomos de carbono) é realizada apenas por
algumas cepas. Os produtos volateis produzidos ndo sdo facilmente fermentados para
etanol. Um problema aparente durante a fermentacdo é que alguns produtos formados
sdo inibidores para as leveduras ou bactérias que realizam a fermentacdo. Isso coloca

um limite para a concentracdo de agucares fermentaveis (MOSIER et al., 2005).

3.3 BIOMASSA CELULOSICA

A biomassa celulésica é a matéria vegetal formada por meio da fotossintese e

possui atomos de oxigénio na sua composicédo, diferentemente dos combustiveis fdsseis.
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A presenca desse dtomo faz com que a biomassa ndo necessite de tanto oxigénio do ar,
sendo menos poluente (RENDEIRO et al., 2008). A biomassa é a quarta maior fonte de
energia, depois do carvéo, do petrdleo e do gas natural (NIELSEN et al., 2016).

Os residuos lignocelulésicos, identificados como biomassa, sdo as fontes
bioldgicas renovaveis mais abundantes da natureza, a biomassa é compreendida por
residuos agroindustriais, urbanos e madeira e seus residuos (CASTRO; PEREIRA Jr.,
2010). Assim, alguns tipos de biomassa sdo cultivados com a intencdo de producéo
energética, como a cana-de-acucar, o milho, a beterraba agucareira, 0s graos, as algas
marinhas, entre outros (DEMIRBAS, 2005a).

Os materiais lignoceluldsicos apresentam uma estrutura rigida e complexa,
formada principalmente por celulose envolta por hemicelulose e lignina, que dificulta a
degradacdo desta biomassa para sua utilizacdo. Portanto, para obter a conversao da
biomassa em acucares fermentesciveis, € necessaria uma etapa de pré-tratamento
(ROGALINSKI; INGRAM; BRUNNER, et al.,, 2008; SCHEUFELE et al., 2012). A

Tabela 1 mostra a composicao de alguns materiais lignocelul6sicos.
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Tabela 1 — Composicdo de materiais lignocelulésicos que sdo considerados residuos
agroindustriais.

Biomassa Lignocelulésica % Celulose

% Hemicelulose % Lignina

Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-38 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 5-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: SANTOS et al., 2012.

Dos residuos apresentados na Tabela 1, aqueles provenientes do setor
sucroalcooleiro sdo os mais utilizados para pesquisas no Brasil, pois apresentam vasta
disponibilidade. Entretanto, outros tipos de residuos lignocelul6sicos sdo promissores
para a producdo de etanol 2G, como, por exemplo, o sabugo de milho que sera estudado

neste trabalho.

34  MILHO

O milho (Zea mays L.) é originario da América Central e pertencente a familia
das gramineas. E uma espécie que possui colheita anual e, devido a seu valor nutritivo, ¢
utilizado principalmente na industria alimenticia, para alimentagdo humana e para a
animal. Se encontra entre as trés espécies vegetais mais cultivadas no mundo, depois do
arroz e do trigo (MELO, 2010).

Os residuos do milho, como o sabugo, o colmo (caule), as folhas e a palha, séo

matérias-primas lignocelulésicas, que apresentam altos percentuais de celulose e
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hemicelulose, 0 que os torna atrativos para a utilizacdo na producdo de etanol 2G
(MELO, 2010; PRETO; MORTOZA, 2010; MEYER et al., 2013).

Na safra brasileira de 2014/2015, foi colhido um volume recorde de 85,4
milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2015). O processamento de 100 kg de espigas
de milho gera aproximadamente, 18 kg (70% base Umida) de sabugo, que é despejado
na lavoura ou utilizado para ra¢do animal (AGUIAR, 2010).

Dos residuos do milho, o sabugo localiza-se na parte central das espigas, onde
os grdos ficam presos. E o rejeito que se obtém apGs a espiga ser debulhada para a
retirada dos grdos de milho. Em sua composicao, apresenta 31,7% de celulose, 34,7%
de hemicelulose, 20,3% de lignina e 2,3% de cinzas (KAZIENKO, 2009; AGUIAR,
2010).

A Figura 1 mostra a estrutura do sabugo de milho. Onde, pode-se observar que
o0 sabugo é formado por quatro partes distintas: palha fina, palha grossa, anel lenhoso e
medula. A palha fina estd na parte externa do sabugo e representa 4,1% de todo seu
peso. A palha grossa segue a palha fina e representa 33,7% do peso do sabugo de milho.
O anel lenhoso apresenta-se no interior do sabugo com 60,3%, recobrindo a medula,
que com 1,9% do peso total, € o ndcleo central do sabugo (KAZIENKO, 2009;
SANTOS, 2010).

A Tabela 2 apresenta as propriedades fisicas e quimicas do sabugo de milho.
Nela pode-se observar que o sabugo apresenta grande concentracdo de celulose e
hemicelulose que podem tornar-se fontes de agucares fermentesciveis para a geracao de

etanol celulésico.
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Figura 1 — Corte transversal de um sabugo de milho mostrando sua estrutura suas partes

constituintes.

Palha Fina

Medula

Anel Lenhoso

Fonte: RAMOS, 2013.

Tabela 2 — Propriedades fisicas e quimicas do sabugo de milho e sua composicao.

Propriedade Sabugo inteiro Anel lenhoso Medula/Palha
Umidade 9,6% 7,0% 6,0%
Absorc¢do de agua 369% 133% 727%
Solubilidade em H,0
8,7% 9,5% 7,4%
(100°C)
Solubilidade em H,O
6,6% 6,3% 7,1%
(20°C)
Celulose 41,2% 47,1% 35,7%
Hemicelulose 36,0% 37,3% 37,0%
Lignina 6,1% 6,8% 5,4%
Pectina 3,1% 3,2% 3,2%
Amido 0,014% 0,014% 0,015%
7,4 7,4 7,4

pH (superficie)

Fonte: Adaptado de FOLEY; VANDER-HOOVEN, 1981.
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35 ESTRUTURA LIGNOCELULOSICA

Os residuos lignoceluldsicos sdo formados por celulose, hemicelulose e
lignina. A estrutura da parede celular de uma biomassa lignoceluldsica esta apresentada

na Figura 2.

Figura 2 — Representacdo da estrutura da parede celular de uma biomassa lignocelul6sica
mostrando cada um de seus blocos constituintes.

}
A
LAk
.
SeRettte@octee

Fonte: RUBIN, 2008.

3.5.1 Celulose

A celulose € a base estrutural das células vegetais, € encontrada na parede
celular das plantas, sendo a molécula mais abundante da natureza (PEREZ; SAMAIN,
2010). Esta localizada na parte central da estrutura coberta pela hemicelulose que, por
sua vez, esta rodeada pela lignina. A celulose é um homopolissacarideo linear
constituido de 8.000 a 14.000 unidades de glicose (na conformacéo de D-glucopiranose)
unidas por ligagdes glicosidicas p-(1-4). A condensacdo de duas moléculas de glicose
libera uma molécula de agua formando a celobiose (ALBANO, 2012). A analise

conformacional da celulose apresenta a celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-p-D-
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glucopiranose) como sua unidade basica (RAMOS, 2003). A Figura 3 mostra a
representacédo das principais ligagdes entre os constituintes da celulose.

Figura 3 — Estrutura de um polimero de celulose apresentando a unidade basica de celobiose e
as ligagdes B-(1-4) entre as glicoses.
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Fonte: SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005.

As cadeias de celulose séo unidas entre si, formando microfibrilas, que sdo
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, as ligacdes
conferem a estrutura alta rigidez, tornando a macromolécula cristalina e dificil de ser
hidrolisada. As regides cristalinas sdo estruturas organizadas e sdo responsaveis pela
insolubilidade e pouca reatividade da celulose. RegiGes amorfas, que apresentam uma
estrutura ndo organizada, compreendem uma pequena parte da celulose nativa e
alternam-se com regides cristalinas (LEMOS, 2001; FENGEL; WEGENER, 1989).

A celulose apresenta resisténcia a hidrolise devido as estruturas cristalinas em
algumas regides nas plantas, e devido as barreiras fisicas e fortes interacGes
intermoleculares criadas pela hemicelulose e pela lignina presentes nessa biomassa
lignocelulésica. Essa resisténcia € uma das maiores dificuldades para a conversao
biotecnoldgica da celulose em sacarideos. No entanto, algumas regides amorfas, ou ndo
cristalinas, podem ser encontradas na celulose, sendo mais suscetiveis a hidrélise. A
celulose ndo apresenta dgua na estrutura da microfibrila, assim, a celulose é a ultima a
ser atingida durante a hidrdlise. Quando a celulose ¢ hidrolisada em condi¢bes brandas
resulta na sua unidade basica, a celobiose (BETANCUR, 2005; AGUILAR et al., 2002;
SUN; CHENG, 2002).

A degradacdo da celulose em glicose é realizada por enzimas especificas, as
celulases, produzidas por microrganismos diversos. As celulases hidrolisam a celobiose
e oligossacarideos soluveis de baixo grau de polimerizacdo (menor que 7), sendo a
glicose o principal destes (SILVA, 2010).
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3.5.2 Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante na natureza, apos a
celulose, é composta por cadeias de 100 e 200 unidades de pentoses (xilose, ramnose e
arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose). Diferentemente da celulose, as
hemiceluloses sdo heteropolissacarideos, muitas vezes sdo ramificadas, possuem baixo
grau de polimerizacdo, sendo assim, faceis de hidrolisar. As principais hemiceluloses de
madeira macia sdo O-acetil-galactoglucomannans e arabino-4- O-metilglucurono-D-
xilanos, enquanto que em feixes de madeira os O-acetil-4-O-metilglucurono-D- xilanos
sdo os mais relevantes (FENGEL; WEGENER, 1989). A hidro6lise da espinha dorsal da
hemicelulose leva a formacdo de pentoses (predominantes em folhosas e em plantas
anuais), hexoses (principalmente em madeiras macias) e acidos urdnicos (MARTINEZ

et al., 2005). A estrutura do polimero de hemicelulose esté representado na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura do polimero de hemicelulose representada por alguns de seus agucares
constituintes.
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Fonte: MUSSATTO et al., 2010.

A hemicelulose consiste de uma estrutura complexa de carboidratos, nas
plantas, ela faz a conex&o entre fibras de lignina e as fibras de celulose, proporcionando
maior rigidez a celulose-hemicelulose-lignina (MUSSATTO et al., 2010). Apresenta um
peso molecular mais baixo do que a celulose. E composta por ramos com cadeias
laterais curtas que sdo formados por diferentes acgUcares, que sdo polimeros facilmente
degradaveis. A hemicelulose é o componente mais termoquimicamente sensivel que faz
parte da lignocelulose (FENGEL AND WEGENER, 1984; HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).

A macromolécula da hemicelulose é formada por um elevado grau de

ramificacbes, ndo apresentando, portanto, regides cristalinas. E constituida em sua
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maior parte por uma mistura de polissacarideos de baixa massa molecular, como as
xilanas, as arabinanas e as mananas, mas a macromolécula da hemicelulose apresenta
também polissacarideos mais complexos como arabinoxilanas, glucoarabinoxilanas,
arabinogalactanas, arabinoglucouranoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas,
galactoglucomananas e galactomananas (MARTINEZ et al., 2005).

A xilana é o polissacarideo mais abundante da estrutura hemiceluldsica, sendo,
assim, o principal polissacarideo encontrado na hemicelulose. E o segundo
polissacarideo mais encontrado nos vegetais, estando entre as trés principais fontes de
carbono orgénico renovavel. A xilana apresenta uma estrutura linear composta por
unidades de xilose unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4, contendo ramificactes de
pentoses e hexoses (BEG et al., 2001; KATAPODIS et al., 2006).

O componente dominante das hemiceluloses é o xilano em madeiras, em
plantas e em gramas agricolas, enquanto o glucomanano em madeiras macias. As
hemiceluloses reduzem o tamanho médio dos poros da biomassa e, portanto, reduzem a
acessibilidade da celulose as enzimas hidroliticas. O xilano da hemicelulose pode ser
extraido em um ambiente &cido ou alcalino, enquanto o glucomanano é dificilmente
extraido em um ambiente acido e precisa de um ambiente alcalino mais forte que o
xilano (KOHNKE, 2010). Além disso, os parametros de degradacdo devem ser
cuidadosamente otimizados para evitar a formacdo de produtos de degradacdo de
hemicelulose, como furfurais e hidroximetilfurfurais (HMF) que inibem o processo de
fermentacdo (KARLSSON et al., 2012).

3.5.3 Lignina

A lignina é formada por multiplos polimeros arométicos naturais, compostos
por fenilpropano, e é encontrada em grande abundancia na natureza. E o componente
responsavel pela estrutura rigida da parede celular das plantas. Ela é encontrada nas
plantas ligada covalentemente com a xilana presente na hemicelulose por meio de
ligacGes tipo éster formando assim uma estrutura complexa que envolve a hemicelulose
e as microfibrilas da celulose (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005).

A lignina de madeira macia é composta predominantemente por unidades de
guaiacil. A lignina de madeira dura também apresenta quantidades importantes de
unidades de guaiacil, porém, contem principalmente unidades de siringil. Além das

unidades de guaiacil e, as ligninas de plantas anuais também possuem unidades de p-
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hidroxifenilo. As unidades fenilpropandides estdo ligadas através de uma rede complexa
de ligac@es éter e carbono-carbono (JONSSON; MARTIN, 2016).

A lignina tem a funcao de prover rigidez aos tecidos das plantas e prevenir o
colapso dos elementos que conduzem agua e, também previne o ataque a parede celular
das plantas por microrganismos celuloliticos. A lignina liga 0s componentes da parede
celular, proporcionando a biomassa lignoceluldsica sua integridade estrutural
(JONSSON; MARTIN, 2016; SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005). A

estrutura da lignina é apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura de uma macromolécula de lignina.
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Fonte: CARVALHO, 2005.

Para que a hemicelulose e a celulose possam liberar agicares € necessaria uma
etapa de pré-tratamento para fragmentar a estrutura cristalina da lignocelulose a fim de
remover a lignina, pois, a maior dificuldade para o aproveitamento dos materiais
lignoceluldsicos esta representada pela barreira fisica formada pela lignina. Desta
forma, as moléculas de celulose e hemicelulose sdo expostas e podem ser submetidas a
acio de enzimas ou hidrélise (DURAN et al., 1998; OGEDA; PETRI, 2010).

Entretanto, os compostos que derivam da lignina na hidrélise, quando liberados, podem
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dificultar os processos fermentativos, pois os furfurais e outros compostos que

constituem a lignina s&o inibidores da fermentacdo (LEMOS, 2001).

3.6  HIDROLISE DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

3.6.1 Pré-tratamento

Os residuos lignocelulésicos sdo compostos por celulose, hemicelulose e
lignina, e apresentam uma estrutura complexa e rigida que dificulta a utilizacdo da
celulose como fonte de carbono para producédo de bioetanol. Para isso, € preciso utilizar
um meétodo de pré-tratamento, que apresenta o objetivo de reduzir o grau de
cristalinidade da celulose e desestabilizar a estrutura lignoceluldsica para que essa possa
ser hidrolisada ou removida, facilitando o acesso de reagentes, catalisadores e enzimas a
estrutura da celulose e, consequentemente, aos carboidratos fermentesciveis
(OLIVEIRA; NETO, 2011). Isto é alcancado pela remocédo de lignina e hemicelulose,
fatores que afetam a disponibilidade de celulose para a degradacdo microbiana
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

Os pré-tratamentos para uso dos substratos lignoceluldsicos sdo originarios da
ciéncia que estuda a utilizacdo da madeira, principalmente na fabricacdo de papel e
celulose, mas também, inicialmente foram utilizados na agricultura para aumentar a
digestibilidade dos residuos que serviam como alimento para os ruminantes. Um desses
pré-tratamentos data de 1819, quando o quimico e farmacéutico francés Henri
Braconnot descobriu que, ao tratar madeira com &cido sulfarico concentrado, obtinha-se
glicose (RABEMANOLONTSOA; SAKA, 2016).

Desde entdo, varios métodos de pré-tratamento tém sido propostos para se
utilizar na degradacdo do complexo lignocelulésico, constituido por uma matriz de
celulose e lignina ligada por cadeias de hemicelulose. Os métodos propostos podem ser
quimicos, fisicos, fisico-quimicos e biologicos, ou uma combinacdo destes, visando a
liberagdo dos agUcares fermentesciveis presentes nos residuos lignocelulésicos. Dentre
estes metodos, os pré-tratamentos quimicos sao as técnicas mais pesquisadas e tém sido
amplamente utilizados na deslignificacdo dos materiais celulésicos, pois, removem a
lignina sem degradar a cadeia celulésica. Nestes materiais, a lignina estd fortemente
ligada a hemicelulose, ocorrendo, assim, uma degradacdo parcial da hemicelulose no
processo de pré-tratamento quimico (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; HIMMEL
et al., 2007; SUN; CHENG, 2002; MOSIER et al., 2005).
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3.6.2 Pré-tratamento fisico

A primeira etapa necessaria para a producdo de etanol a partir de residuos
agricolas ¢ a desintegracdo da estrutura dos residuos por meio de moagem ou trituracao,
com a finalidade de aumentar a area de superficie disponivel e o tamanho dos poros dos
materiais lignocelulésicos, para diminuir a cristalinidade e o grau de polimerizacao da
celulose (SUN; CHENG, 2002; HARMSEN et al., 2010).

Diferentes tipos de moagem sdo utilizados para reduzir o tamanho dos
residuos, como o uso de moinho de bolas, moinho de dois rolos, moinho de martelos,
moinho coloidal e moagem de vibracdo, também podem ser usados irradiacdo, raios
gama e feixe de elétrons, para melhorar a digestibilidade enzimatica de residuos
lignocelulésicos (ZHU et al., 2009; ZHU, 2011).

Um tamanho de particula muito fino pode ndo ser favoravel e pode impor
efeitos negativos sobre o processamento subsequente, como pré-tratamento e hidrélise
enzimatica. Pode gerar aglomerados durante as etapas seguintes envolvendo liquido e
pode levar a canalizagdo. Assim, 0 gasto de energia para que a moagem seja feita
aumenta (TALEBNIA et al., 2010).

A reducdo de tamanho é um dos métodos mais eficazes para aumentar a
acessibilidade das enzimas a lignocelulose, porém, o gasto de energia para a
fragmentacdo dos materiais agricolas utilizando métodos mecénicos depende do
tamanho inicial e final das particulas, do teor de umidade e da natureza dos residuos
(madeira dura, madeira macia, fibrosa, etc.) que estdo sendo manipulados (SUN;
CHENG, 2002; TALEBNIA et al., 2010).

Portanto, tendo em conta as exigéncias de alta energia da moagem em escala
industrial e 0 aumento das demandas de energia, é improvavel que a moagem ainda seja
economicamente viavel (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Nesse contexto, a extrusao €
um método de pré-tratamento fisico inovador e promissor para a conversdo de biomassa
para a producdo de biocombustiveis. Na extrusdo, os materiais sdo submetidos a calor,
mistura e cisalhamento, o que resulta em modificagdes fisicas e quimicas na biomassa
apés a passagem pela extrusora. A extrusdo possui muitas vantagens, como a
capacidade de proporcionar alto cisalhamento, transferéncia de calor rapida e
homogeneizacdo (KARUNANITHY; MUTHUKUMARAPPAN, 2010).

O aumento da area superficial especifica, a reducdo do grau de polimerizacéao e

o cisalhamento sdo todos fatores que aumentam o rendimento de hidrolise total da
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lignocelulose na maioria dos casos em 5 a 25%, depende do tipo de biomassa, tipo de
moagem e tempo de moagem, mas também reduz a duracdo de digestdo técnica entre 23
a 59%, portanto, um aumento na taxa de hidrolise (DELGENES et al., 2002,
HARTMANN et al., 1999).

3.6.3 Pré-tratamento térmico

Neste pré-tratamento o aquecimento é usado para desestruturar a biomassa
lignoceluldsica. Temperaturas acima de 150 °C fazem com que, primeiramente, as
hemiceluloses, seguida da lignina comecem a solubilizar (BOBLETER, 1994;
GARROTE et al., 1999).

A estrutura e os grupos de ramificacdo presentes no esqueleto da hemicelulose
determinam a sua estabilidade térmica, acida e alcalina. Os xilanos, um dos
componentes de maior importancia da hemicelulose sdo termicamente menos estaveis,
mas a diferenca com os glucomananos, outro componente principal da estrutura da
hemicelulose, é pequena. Em temperaturas acima de 180 °C, uma reacdo exotérmica
comega, iniciando a solubilizagdo da hemicelulose e da lignina (FENGEL; WEGENER,
1984; HON; SHIRASHI, 1991).

O pré-tratamento térmico provoca a formacdo de compostos solUveis de
hemicelulose e lignina, com o risco de formacdo na maioria das vezes de compostos
fendlicos heterociclicos como a vanilina, o alcool de vanilina, o furfural e 0 HMF,
principalmente em ambiente &cidos. Em muitos casos, estes compostos formados

apresentam um efeito inibitério ou tdxico sobre microrganismos (RAMOS, 2003).

3.6.4 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico € um dos métodos mais usados para aumentar a
biodegradabilidade, o grau de polimerizacéo e a cristalinidade da celulose pela remocao
da hemicelulose e da lignina (MTUI, 2009; AGBOR et al., 2011).

A hidrélise quimica pode ser a base de acido, alcali, aplicacdo de ozonio,
organo-solventes e deslignificacdo oxidativa. Dessas, a hidrdlise acida e a hidrolise
alcalina podem ser empregadas como hidrélise e pré-tratamento separadamente ou em
conjunto com uma hidrolise bioldgica, como a hidrolise enzimética (SUN; CHENG,
2002).
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Estes métodos sdo amplamente estudados na industria de celulose e papel para
ser utilizado na deslignificacdo de material celulésico (ZHENG; PAN; ZHANG,
2009). Também foi explorado para aumentar a digestibilidade da biomassa em um
processo de pre-tratamento industrial (WYMAN et al., 2005).

3.7 HIDROLISE ACIDA

A hidrélise acida é um dos métodos de pré-tratamento mais promissores em
relagdo a pratica industrial. O pré-tratamento acido da biomassa € utilizado tanto para
hidrolisar a hemicelulose e a celulose, quanto para realizar um tratamento inicial para
facilitar uma posterior hidrolise enzimatica desses polimeros em hexoses (glicose,
manose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose) (ALZATE; TORO, 2006).

Durante o pré-tratamento acido ocorre uma reacdo de hidrolise da fracao
hemicelulésica, especialmente das xilanas e glucanas, aumentando a digestibilidade da
celulose. A hemicelulose pode ser degradada em xilose, manose, acido aceético,
galactose, glicose, etc. (MOSIER et al., 2005; CHIARAMONTI et al., 2012).

O principal objetivo da hidrolise &cida é tornar a celulose acessivel aos
reagentes por meio da solubilizagéo e hidrolise da fracdo hemiceluldsica da biomassa,
resultando em alta recuperacdo dos acUcares fermentesciveis no liquido de pre-
tratamento e em uma fracdo de celulose sélida com alta taxa de convertibilidade
enzimatica (JONSSON; MARTIN, 2016).

O procedimento deste pré-tratamento pode ser realizado com a utilizagdo de
acidos diluidos ou concentrados. Contudo, a utilizacdo do &cido concentrado gera a
formacdo de maior ndmero de compostos inibidores de degradacdo de carbono,
tornando-se menos atrativo para o processo de producdo de etanol (ALVIRA et al.,
2010).

Ja o pré-tratamento com &cido diluido (geralmente entre 0,2% e 2,5% p/p) € o
processo mais eficaz para os materiais lignoceluldsicos, onde, a estrutura base da
celulose ndo é afetada, o que gera menos produtos de degradacdo do que 0s pré-
tratamentos com acido concentrado. Esse atributo do processo resulta em hidrolisados
com alto conteudo de xilose, em relagdo a outros glicidios (WYMAN et al., 2005;
CARDONA; QUINTEIRO, 2009).

No decorrer da hidrélise acida, os catalisadores liberam protons que degradam
as ligagOes heterociclicas de éter entre os mondmeros das cadeias poliméricas da

hemicelulose e da celulose. A clivagem dos polimeros resulta em diversas substancias,
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em maior parte xilose, glicose e arabinose (RODRIGUEZ-CHONG et al.,2004; SUN;
CHENG, 2002).

Dependendo das condi¢cbes utilizadas no pré-tratamento, poderd ocorrer a
formacéo de produtos de degradacéo, como o acido acético e o furfural, pela degradacgéo
de pentoses, e o hidroximetilfurfural (HMF), pela degradacdo das hexoses. Esses
componentes podem influenciar negativamente a etapa da fermentagéo, pois, sé&o
inibidores do crescimento de microrganismos, portanto devem ser evitados ou
removidos por meio de desintoxicacdo (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).
Além de serem inibitorios, esses compostos provocam corrosdo de equipamentos,
apresentam natureza toxica e causam aumentos nos custos operacionais e de
manutencdo tornando esse pré-tratamento menos atraente (ARENAS et al., 2010;
ROMERO et al., 2010).

Dentre os acidos utilizados para esse tipo de pré-tratamento, o &cido sulfurico é
amplamente utilizado, entre outros encontram-se: acido cloridrico, acido fluoridrico,
acido aceético, acido nitrico e acido fosforico (CARDONA; QUINTERO, 2009;
RODRIGUEZ-CHONG et al.,2004; SUN; CHENG, 2002).

3.8 FORMAGCAO DE SUBPRODUTOS

O objetivo do pré-tratamento da biomassa é alcancar altos graus de
solubilizacdo da hemicelulose e da lignina. No entanto, a geragdo de subprodutos
também acontece, a maior parte dos compostos que sao inibidores de fermentacdo se
formam durante o pré-tratamento quando a hemicelulose e a lignina sdo solubilizadas e
degradadas (JONSSON; MARTIN, 2016). A quantidade e a natureza dos produtos de
degradacdo formados, muitos dos quais séo inibitérios para os processos biocataliticos,
estdo diretamente relacionados ao método e condi¢des de pré-tratamento (WANG, et al.,
2013).

A partir da degradacdo de um polimero lignocelulésico, a lignina permanecera
como um residuo sélido, em que uma parte menor foi degradada em compostos
fenolicos e outros compostos aromaticos, que sdo considerados inibidores da
fermentacdo (JONSSON et al., 2013). As principais vias de formagdo desses compostos

inibidores est&o apresentadas na Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo das vias de formacdo de agucares fermentesciveis e de compostos
inibidores durante o tratamento acido utilizado para degradar materiais lignocelulésicos.
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Fonte: Adaptado de JONSSON et al., 2013.

Quando em altas temperaturas e pressdes, a glicose, a manose, a galactose, a
xilose e a arabinose, obtidas durante a hidrélise da hemicelulose e a glicose, obtida da
celulose, podem ser degradadas em HMF e furfural e, quando esses compostos sdo
clivados, geram &cidos carboxilicos. Os compostos fendlicos sdo formados a partir da
degradacdo parcial da lignina; a concentracdo acida, o tempo e a temperatura de
fermentacdo influenciam, portanto, a formacgéo de compostos inibidores (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000).

Durante a utilizacdo de um pré-tratamento &cido para degradar materiais
lignocelulosicos, além de se obter aglUcares fermentesciveis a partir da hemicelulose e
da celulose hé a formacdo de subprodutos de degradacdo de agUcares e da lignina, esses
subprodutos sdo compostos que inibem o metabolismo dos microrganismos e a
fermentagdo, pois sdo toxicos para as leveduras e bactérias utilizadas na fermentacao.
Os compostos que serdo formados ou liberados sdo acidos carboxilicos (acido férmico,
acido acético e acido levulinico) e derivados de furano (furfural e HMF) (CHANDEL et
al., 2007; JONSSON et al., 2013).
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3.8.1 Acidos Carboxilicos

Nos hidrolisados de materiais lignocelulosicos sdo liberados acidos
carboxilicos, tais como os acidos: acético, levulinico e formico. Estes &cidos séo
formados devido a hidrolise dos grupos acetil ligados ao acucar ou a outra ligacéo
presente no esqueleto hemiceluldsico (XING; Ql; HUBER, 2011). O &cido acético é
gerado pela hidrélise dos grupos acetil presentes na hemicelulose, enquanto o acido
levulinico e formico sdo formados como produtos de degradacdo dos polissacarideos
catalisados por acidos termoquimicos (JONSSON et al., 2013).

Esses &cidos sdo lipossoluveis e podem difundir-se através da membrana
plasmatica da célula reduzindo o pH intracelular e assim, dificultando a producédo de
energia e o transporte de nutrientes, aumentando a necessidade energética da célula. O
acido acético presente no meio de fermentacdo provoca queda na produtividade, no
rendimento e no consumo de aglUcar (TOSETTO, 2008). A forma ndo dissociada do
acido acético afeta mais os microrganismos do que a forma dissociada, devido ao fato
de que, os acidos carboxilicos ndo dissociados se difundem através da membrana celular
microbiana, dissociam e diminuem o pH interno (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Quando o pH extracelular é inferior ao pKa do &cido (constante de dissociagdo
logaritmica do &cido) pode haver um estresse acido na célula, pois, se o pH for menor
que o pKa significa que ha formas néo dissociadas do acido em abundancia que podem
difundir-se para dentro da célula, onde a dissociagdo de &cido resulta em um acumulo de
prétons, causando a acidificacdo intracelular. Essa acidificacdo inibe o crescimento das
células e a formacdo de subprodutos, afetando o metabolismo celular. Contudo, essa
diminuicdo do pH resulta em um acumulo de anions no interior das células, que causa a
degradacdo de vacuolos. Se o pH é maior que o0 pKa, significa que fora da célula tem-se
grande quantidade de &cido dissociado, e isso é inofensivo quando comparado com a
forma nao dissociada do acido. A producéo de etanol € inibida a um pH igual ou menor
do que o pKa 4,8 do acido acético (NUGROHO; YOSHIKA; SHIMIZU, 2015).

3.8.2 Derivados de Furanos

Os aldeidos derivados de furanos, furfural e HMF sdo compostos reativos
encontrados normalmente em hidrolisados lignocelulésicos, e sdo gerados pela
degradacéo de pentoses e hexoses durante o processo de hidrélise. Ambos os compostos
reduzem a atividade enzimaética e biologica, quebram o DNA, inibindo a sintese de
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RNA e proteinas dos microrganismos, 0 que reduz a produtividade de etanol
(ALMEIDA et al., 2007; CHANDEL et al., 2007; JONSSON et al., 2013).

O furfural é um aldeido de natureza aromatica, formado pela hidrolise de
materiais lignoceluldsicos que contém pentoses (GUTIERREZ-RIVERA et al., 2012). E
formado facilmente em processos que utilizam alta temperatura, além de possuir maior
toxicidade em fermentacdo com etanol do que outros inibidores (GUO et al., 2008).
Esse tipo de substancia reduz o crescimento celular, a formacéo de ATP e a producéo de
etanol. Dependendo do tipo de microrganismo, pode haver a morte da célula ao
interferir na respiracio e na fosforizagdo oxidativa (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

O estudo da atividade in vitro de varias enzimas de destaque no catabolismo do
carbono primario, como hexoquinase, aldolase, fosfatofrutoquinase, triosefosfato
desidrogenase e alcool desidrogenase, mostrou que o furfural era 0 composto mais
inibitorio. Entre essas enzimas, triosefosfato e &lcool desidrogenases foram
consideradas as mais sensiveis ao furfural. No entanto, a inibicdo de certas enzimas nédo
glicoliticas, como piruvato e aldeido desidrogenases é ainda mais acentuado (MODIG;
LIDEN; TAHERZADEH, 2002). Portanto, o crescimento celular ¢ mais sensivel na
presenca de furfural do que a producédo do etanol pelo microrganismo. Em alguns casos,
também foi revelado que o furfural é convertido em menos compostos inibitérios, alcool
furfurilico e é&cido furdico por algumas espécies de microrganismos
fermentadores (GORSICH et al., 2006).

O hidroximetilfurfural (HMF) é gerado pela degradacdo de hexoses e apresenta
um mecanismo de acdo similar ao do furfural, porém, formado ndo tdo facilmente
quanto o furfural em altas temperaturas (GUO et al., 2008). Além disso, 0 HMF ¢
assimilado em taxas menores, tendo o efeito de aumentar a fase lag de crescimento das
células (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

O HMF € menos toxico na natureza, quando em comparacdo com O
furfural. Isto estd de acordo com a observacdo de que na inibicdo in vitro das enzimas,
como piruvato e aldeido desidrogenases, 0 HMF se mostrou menos inibitério do que o
furfural. Entretanto, também foi relatado que o HMF aumenta a fase lag (fase de
adaptacdo ao meio) e diminui o crescimento celular (MAKAWI et al.,, 2009). No
entanto, a taxa de conversdo de furfural foi aproximadamente 4 vezes mais rapida do
que de HMF. Portanto, 0 HMF permanece muito mais tempo do que o furfural no meio
e, consequentemente, 0 HMF faz o processo microbiano durar mais do que o de
furfural (ASK et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032114002743#bib189
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032114002743#bib189
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A levedura Saccharomyces cerevisiae pode converter o furfural em alcool
furfurilico, em condi¢Bes anaerdbias, e HMF em 2,5-bis-hidroximetilfurano
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Utilizando esta mesma levedura, Wang et
al. (2013), realizaram uma adequacdo com transferéncias sequenciais para melhorar o
desempenho de uma estirpe industrial de S. cerevisiae na presenca de altas
concentracdes de inibidores. O resultado indicou que a cepa tolerante pode degradar
rapidamente o furfural e HMF, resultando em um aumento da produtividade de etanol e

na taxa de consumo de glicose.

3.8.3 Compostos Fenolicos

Durante a etapa de pré-tratamento de um material lignoceluldsico, os
compostos fendlicos sdo formados com a degradacdo da lignina. Alguns exemplos de
compostos  fendlicos sdo: seringaldeido, &cido 4-hidroxibenzaldeido e 4-
hidroxibenzodico e os acidos salicilico, vanilico, siringico, gentisico, entre outros. No
entanto, 0s compostos aromaticos, como, acido benzoico e acido cindmico (MITCHELL
et al., 2014) também podem ser formados como resultado da degradagéo do agUcar e sao
encontrados em lignocelulose como substancias volateis (SUN, 2008).

Esses compostos podem reagir com moléculas bioldgicas da célula (lipideos,
proteinas e &cidos nucléicos) ou provocar danos a membrana celular, gerando perda da
seletividade e integridade da membrana, e, portanto, afetam sua capacidade como
barreiras seletivas, como matrizes enzimaticas, diminuem o crescimento celular e a
suplementacdo de acucares (CAMPOS et al.,, 2009). E ainda inibem as enzimas
glicoliticas e fermentativas no processo de fermentacdo alcodlica. Portanto, esses
compostos causam efeitos negativos na fermentacdo por meio da diminuicdo da taxa
especifica de crescimento do microrganismo e da reducdo da produtividade de etanol
(ROSSELL, 2006).

Os compostos fendlicos de alto peso molecular sdo menos inibitorios que os
compostos de baixo peso molecular. Além disso, a toxicidade desses compostos é
influenciada pela posi¢do do substituinte no grupo funcional dos compostos fenolicos
(NOGUEIRA et al., 2008).

Em meio aos compostos fenolicos, o siringaldeido e o &cido vanilico afetam o
crescimento celular e 0 metabolismo fermentativo etanélico de varios microrganismos,
como Pichia stipitis, Candida shehatae e S. cerevisiae (CHANDEL et al., 2011).
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3.8.4 Outros Compostos Inibitorios

O etanol obtido durante uma fermentacdo pode inibir o crescimento, a
viabilidade, os sistemas de transporte da glicose e o fluxo de protons em S. cerevisiae.
A membrana plasmatica desta levedura é comprometida no que diz respeito a
organizacdo, & permeabilidade e & composicdo lipidica. No entanto, S. cerevisiae e
Zymomonas mobilis sdo microrganismos etanologénicos e podem tolerar concentracdes
elevadas de etanol, mais de 18% e 12%, respectivamente (HIRASAWA et al., 2010;
JONSSON et al., 2013).

Em alguns materiais lignocelulésicos ha a presenca de ions organicos, cuja a
formacéo acontece em algumas hidrolises a partir de produtos quimicos adicionados no
pré-tratamento, no condicionamento e na hidrolise ou com a utilizacdo dos
equipamentos do processo. Esses ions, que podem estar presentes devido a adi¢cdo de
sais, elevam a pressdo osmotica gerando efeitos inibitorios. A levedura S. cerevisiae é
relativamente tolerante ao sal quando comparada com outras leveduras, como
Schizosaccharomyces pombe e Pichia stipitis, mas é menos tolerante do que Candida
sp. em meio a base de glicose, S. cerevisiae se desenvolve em uma solugdo de cloreto de
sodio a 1,5 M. No entanto, um fator mais relevante do que a concentracdo absoluta de
sodio é a relacdo intracelular de Na+/K+, que deve ser mantida baixa (WADSKOG;
ADLER, 2003).

Outros compostos inibitérios que podem se formar por meio de pré-tratamentos
acidos incluem quinonas e pequenos aldeidos alifaticos. Os compostos como
benzoquinonas sdo fortemente inibitorios para leveduras. A inclusdo de 20 mg/L de
benzoquinona em experimentos de fermentacdo com S. cerevisiae foi suficiente para
inibir completamente o crescimento e a formacao de etanol (LARSSON et al., 2001).

O processo de fermentacdo pode ser melhorado se os inibidores presentes
forem identificados. A formacdo de inibidores pode diminuir devido a otimizacdo do
pré-tratamento e da hidrélise. Diferentes processos de desintoxicacdo especificos podem
ser desenvolvidos para a remocdo eficiente de inibidores antes de se proceder a
fermentacdo. Os métodos para desintoxicacdo do hidrolisado variam de acordo com o
tipo de inibidor presente. Entre 0os mais conhecidos encontram-se: mudancas de pH com
Oxido de calcio, hidroxido de calcio e acido sulfurico; utilizacdo de carvao ativado,
colunas de troca ibnica, precipitacdo, extragdo com solventes organicos, evaporacao,

peneiras moleculares e até aplicagdo de enzimas (YADAV et al., 2011).
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3.9 DESINTOXICACAO

Durante a hidrolise de materiais lignocelulésicos sdo liberados acucares
polimerizados que sdo fermentados em etanol por microrganismos, como por exemplo,
a S. cerevisiae. Além desses aglcares, compostos inibidores sdo liberados ou formados
na etapa de pré-hidrolise. Essas substancias formadas limitam a producéo de etanol, e
por isso, sdo desenvolvidos métodos especificos de desintoxicacdo do material
hidrolisado, para posterior processo de fermentacdo (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

A desintoxicacdo tem grande importancia no processo, pois € necessario que se
tenha baixo teor de compostos fendlicos para que a fermentacdo ocorra com eficiéncia.
Existe uma variedade de métodos quimicos, bioldgicos e fisicos que podem ser
empregados para desintoxicar lamas e hidrolisados (PARAWIRA; TEKERE, 2011).

Dentre os procedimentos que foram pesquisados estédo inclusos supercalagem
ou overliming (tratamento com hidréxido de célcio), um dos métodos mais eficientes;
tratamentos com outros produtos quimicos, tratamentos enzimaticos, uso de
aquecimento e vaporizagao, extracao liquido-liquido, extracdo liquido-solido, como o
uso de carvao ativado, e tratamentos com biocatalisadores microbianos, apresentados na
Tabela 3. Pesquisas comparando esses diferentes métodos informam que eles diferem
significativamente em relacdo aos efeitos sobre a quimica do hidrolisado e sobre a
fermentacdo, e também mostram que um dos métodos mais eficientes é o overliming,
devido a precipitacdo eficiente das substancias téxicas, que, em muitos casos, se
apresenta como o método mais econdmico (CANTARELLA, 2004; JONSSON et al.,
2013).
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Tabela 3 — Métodos que podem ser utilizados na desintoxicagdo de hidrolisados
lignocelulésicos.
Técnica Procedimento
Aditivos quimicos Alcalino (como Ca(OH),, NaOH,
NH4OH)

Agentes redutores (como ditionito,

ditiotreitol, sulfito)

Tratamento enzimético Lacase
Peroxidase
Aquecimento e vaporizacao Evaporacao

Tratamento de calor
Extracdo liquido-liquido Acetato de etila
Extracdo com fluido supercritico (como
CO, supercritico)

Extracdo liquido-sélido Carvdo ativo
Troca ibnica
Tratamento microbiano Coniochaeta ligniaria

Trichoderma reesei

Ureibacillus thermosphaericus

Fonte: Adaptado de JONSSON et al. (2013).

Outro método que apresenta vantagens em sua utilizacdo é o uso do
procedimento quimico com adicdo de carvao ativado em hidrolisados para reduzir
inibidores e diminuir o tempo de fermentacdo. O carvdo ativado é um material poroso
de origem vegetal, cujo tratamento é baseado na elevada capacidade que esse material
tem de adsorver diferentes tipos de moléculas que ficam presas em sua superficie
devido a interacdes fisicas fracas chamadas de Van der Waals (CARVALHO, 2005;
KIM et al., 2013).

O carvéo vegetal é produzido a partir de madeiras tratadas em temperaturas
superiores a 600°C e tem se apresentado muito eficiente, pois é capaz de aumentar a
fermentagdo dos hidrolisados devido a uma eliminacdo seletiva dos compostos toxicos

sem afetar a concentracao de acucares fermentéveis (LEE, 1997).
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3.10 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

O processo fermentativo que ocorre para producéo de etanol pode ser realizado
por bactérias ou leveduras que metabolizam e convertem agucares como glicose,
frutose, manose, xilose e arabinose em alcool (ROSSI et al., 2014).

Os microrganismos mais usados na obtengdo de etanol sdo as leveduras, e
dentre estas a mais utilizada é a Saccharomyces cerevisiae (LIN; TANAKA, 2006).
Além disso, outras leveduras sdo utilizadas, como: Candida sp., Pichia sp.,
Schizosaccharomyces sp., Kluyveromyces sp. e Pachysolen sp.; fungos filamentosos:
Fusarium sp., Mucor sp., Monilia sp. e Paecilomyces sp.; e bactérias: Clostridium sp.,
Bacillus sp., Thermoanaerobacter sp., Klebsiella sp. e Zymomonas mobilis
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

A S. cerevisiae é uma levedura mesofilica, suas col6nias sdo de cores que
variam entre o branco e o creme, e suas estruturas podem ser convexas ou lisas
(WALKER, 1998). A S. cerevisiae é a levedura mais utilizada no mundo para a
producdo de etanol em escala industrial e em uma série de outros processos
biotecnoldgicos, como, por exemplo, a fabricacdo de pdo e a producdo de bebidas
alcodlicas, como cerveja e vinho (HIRASAWA et al, 2010; BEHERA et al., 2010).

A S. cerevisiae codifica a enzima invertase. Assim, a fermentacdo alcoolica
ocorre em anaerobiose, e a invertase promove a hidrélise da sacarose em frutose e
glicose. Desta forma, a glicose segue na via da fermentacdo alcodlica, passando por
varias reagdes especificas até dar origem ao etanol (OSTERGAARD; OLSSON;
NIELSEN, 2000; LIMA et al., 2001).

Essa levedura é tradicionalmente utilizada devido a sua alta producdo e sua
resisténcia ao etanol, o que mantém um baixo custo na destilagdo em usinas. Também é
tolerante a baixos valores de pH e oxigénio e altas concentracGes de acucares (LIMA et
al., 2001; NEIVOIGT, 2008).

Linhagens selecionadas de S. cerevisiae sdo largamente empregadas pelo
campo sucro-energético brasileiro por possuirem uma combinagdo de elevada eficiéncia
fermentativa com prolongada persisténcia na safra. Muitas destas linhagens comecaram
a ser comercializadas desde o fim da década de 1990 (BASSO et al., 2008).

Porém, a levedura S. cerevisiae ndo apresenta a capacidade de assimilar xilose,
presente na biomassa para producdo de etanol, pois ndo apresenta as enzimas

necessarias para a conversdo de xilose da biomassa em etanol. Entretanto, existem cepas
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geneticamente modificadas capazes de produzir etanol a partir de xilose (ZHANG et al.,
2016).

Ainda que a levedura ndo converta xilose em etanol, ela é considerada um
microrganismo vantajoso para a fabricacdo de etanol a partir de hidrolisados
lignoceluldsicos. Dentre essas vantagens, destaca-se a tolerdncia da levedura aos
compostos formados durante a fermentacdo, que podem causar inibicdo a alguns
microrganismos e a capacidade de suportar concentracfes mais elevadas de etanol,;
enquanto a maioria das leveduras fermentativas deixam de crescer ou de fermentar a
partir de 6% (v/v), a S. cerevisiae produz concentragdes de etanol de 17% (v/v) ou
superior (SANTOS et al., 2010).

O desenvolvimento, a producdo de massa celular e a producdo de metabdlitos
de interesse dos microrganismos normalmente sdo influenciados por alguns fatores
ambientais, fisico, quimicos e bioldgicos, que interferem no crescimento ou no
rendimento da fermentacdo e na producdo dos metabdlitos, como o etanol. Em geral, a
diminuicdo na eficiéncia fermentativa resulta em alteraces no equilibrio dindmico, e
pode ocorrer devido a diversos fatores fisicos, como, por exemplo, temperatura, pressao
osmatica; fatores quimicos como, pH, oxigenacdo do meio, nutrientes minerais e
orgénicos, inibidores; e fatores microbiolégicos como a espécie, linhagem e
concentracdo da levedura, contaminacdo microbiana; que afetam a eficiéncia da
conversdo de acucar em etanol (OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000).

Em pesquisas realizadas na Universidade de Coimbra (em Portugal), a levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 foi avaliada em lamas primarias residuais da
industria papeleira portuguesa, onde, estes residuos sdo compostos por fibras
lignocelulésicas com alto teor de carboidratos, que podem ser convertidos a produtos
como por exemplo o bioetanol. A levedura foi testada in natura e apresentou como
carcacteristicas boa producdo de etanol e facilidade de adaptacdo a temperaturas de
crescimento maiores do que a étima de 30 °C. Além de encontrar uma melhor utilizagédo
para estas lamas, que sdo descartadas em aterros, ndo houve necessidade de nenhum
tipo de pré-tratamento nem esterilizacdo do meio de cultura, uma vez que, a levedura se
desenvolveu e produziu, apesar das dificuldades de mistura iniciais, 41,7 g.L™ de etanol
com um rendimento de conversdo de 48,9% e produtividade de 0,78 g.L™.h™ em
comparagdo com o processo por batelada alimentada nas mesmas condi¢des (MENDES,

et al., 2016). Por estes motivos esta levedura foi empregada nesta pesquisa.
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4. MATERIAL E METODOS

41  REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biopolimeros do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA) do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP) de Sao Jose do Rio Preto — SP.

4.2 MATERIA-PRIMA

Para o processo de fermentacao, foi utilizado sabugo de milho (Zea mays L.),
como biomassa. Os sabugos de milho foram coletados em barracas de venda localizadas
na represa municipal de S&o José do Rio Preto, no periodo entre marco e abril de 2017.

A Figura 7 apresenta um fluxograma simplificado da producéo de etanol de

segunda geracéo.

Figura 7 - Fluxograma do processo de producéo de etanol de segunda geracéo.
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43  PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Os sabugos, usados como substrato, foram cortados manualmente com auxilio
de um facdo inox em pedacos menores que 3 cm, distribuidos em bandejas de inox e
expostos ao sol, durante aproximadamente 24 h, ou até que ficassem duros e
quebradigos.

Em seguida, as amostras secas foram moidas em um moedor de facas e
peneiradas até 14 mash, acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas a

temperatura ambiente.

4.4  PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

Para o preparo da hidrolise da amostra, o pre-tratamento foi realizado de
acordo com o método proposto por Monsalve, Perez e Colorado (2006), com algumas
modificacdes. Foram adicionados 100 ml de acido sulfurico nas concentracdes de 2,5;
5,0; 7,5 e 10,0%, respectivamente, para cada 10 g de amostra seca e moida, com
subsequente aquecimento em autoclave a 121 °C durante 15 e 30 min.

Ao término do pré-tratamento, o pH do material hidrolisado foi neutralizado,
até atingir pH 7,0, com uma solucdo de NaOH (50%). Apos as etapas de hidrolise e
neutralizacdo, a biomassa obtida foi filtrada em papel filtro Whatman n°.1 para a
separacdo dos solidos, os quais foram descartados. No filtrado, foram realizadas as
determinacGes das concentracBes de acucares totais e redutores, conforme descritos no
item 4.13.4 e 4.13.5 respectivamente, e compostos fendlicos foram analisados conforme

descrito no item 4.13.6.

45  DESINTOXICACAO DO HIDROLISADO

O processo de desintoxicacdo foi feito de acordo com Mussatto e Roberto
(2004b), com algumas modificagdes. Primeiramente, foram adicionados 2,5% de carvao
ativo ao hidrolisado, e a mistura foi submetida a agitagéo de 200 rpm, a 30 °C, por 1 h.
A mistura foi centrifugada (5000 g, 20 min.) e filtrada. Posteriormente, foram realizadas
andlises de acUcares redutores e compostos fenolicos no filtrado, conforme descritos nos

itens 4.13.5 e 4.13.6, respectivamente.
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46  MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado para a fermentacdo do hidrolisado foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602. A levedura foi adquirida da American Type
Culture Collection e foi doada ao Laboratério de Biopolimeros (IBILCE/UNESP) pelo
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra de Portugal.

4.7 MEIO DE MANUTENCAO

A levedura foi crescida em estufa a 30 °C por 24 h em tubos de ensaio que
continham o meio de manutencdo especificado na Tabela 4. Foi realizado um estoque de
trabalho armazenado em ultrafreezer a -80 °C para retiradas periédicas durante toda a

pesquisa. O meio de manutencgéo apresenta pH inicial igual a 5,0.

Tabela 4 — Meio de manutencdo utilizado para levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602.

Composto Concentracdo (g.L™)
Glicose 10,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona de carne 5,0
Agar 20,0

48  ATIVACAO DA LEVEDURA

A cepa de S. cerevisiae foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio de manutencgéo (Tabela 4), conforme descrito no item 4.6, e estes foram incubados
em estufa a 30°C, por 24 h.

49  PRE-INOCULO
Uma pré-fermentacdo foi realizada utilizando 5 tubos de ensaio contendo o

crescimento celular obtido na ativacao da levedura. O contetdo dos tubos foi transferido

para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de manutencdo
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(Tabela 4, sem adicdo de agar), que apresentou pH igual a 5,0, previamente esterilizado,
e incubado a 30 °C, por 24 h com agitagéo de 100 rpm.

410 PADRONIZACAO DO INOCULO

A padronizacdo do indculo foi realizada de acordo com Vignoli (2003), para
garantir que a concentracdo de inoculo inicial fosse igual para todos os ensaios de
fermentacao.

A suspensdo celular obtida na pré-fermentagdo (item 4.9) foi centrifugada a
6941 g, por 15 min., para separacdo de células. Essas foram ressuspensas em agua
destilada estéril de forma a se obter uma suspensao celular com absorbancia de 0,6 em
um comprimento de onda de 600 nm.

Separadamente foi construida uma curva de calibragdo (em anexo item 8.4) com
diferentes concentragdes da suspensdo celular de S. cerevisiae ATCC 26602, que
relaciona a absorbancia com a concentracdo celular, com a qual foi possivel calcular o
indculo inicial de células a ser transferido para os frascos de Erlenmeyer contendo o

meio de fermentacao.

411 MEIOS DE FERMENTACAO

A producdo de etanol foi realizada utilizando os meios de fermentagdo

especificados a seguir:

4.11.1 Meio sintético (Padréo)

O meio sintético foi semelhante ao definido por Rodriguez e Callieri (1986),
com algumas modificacbes, conforme especificado na Tabela 5. Para 0s ensaios com a
levedura, foram usadas solucbes de glicose em diferentes concentracfes (40 e 60 g/L),
que apresentou pH inicial igual a 7,0. A solucdo de aclcares foi esterilizada
separadamente a 121 °C, por 15 min, e depois de resfriada até a temperatura ambiente,
foi misturada assepticamente no momento do preparo do meio de fermentagéo contendo
0 meio sintético com os demais constituintes que foram previamente dissolvidos em

agua destilada e esterilizados.
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Tabela 5 — Composi¢do do Meio Sintético utilizando nos ensaios para a fermentacao.

Composto Concentracdo (g.L™)
Extrato de levedura 5,0
KH,PO, 1,0
(NH4)2S04 1,0
MgS0O,.7H,0 1,0

4.11.2 Meio contendo o sabugo de milho hidrolisado

Os hidrolisados foram padronizados com base nas concentra¢fes de agucares
redutores nas concentracdes de 20, 40 e 60 g/L.

O caldo hidrolisado com a concentracdo adequada de acucares foi esterilizado
separadamente a 121°C, por 15 min., e, em seguida, foi adicionado o meio sintético
apresentado no item 4.11.1 (Tabela 5).

4.12 CONDICOES DE FERMENTACAO

4.12.1 Avaliacgdo das variaveis que podem influenciar a levedura S. cerevisiae

As variaveis estudadas foram o tempo de fermentacdo da levedura e a
velocidade de agitacdo, onde foram realizadas fermentagdes agitadas a 50 e 100 rpm,
para a observacdo do melhor tempo e agitacdo para seu crescimento e producdo de
etanol.

A determinacdo das condic6es de trabalho da levedura foi realizada a partir da
fermentacdo de um meio sintético, acrescido de glicose, com incubacdo a 30 °C durante
um periodo de 18 horas. Amostras foram retiradas a cada hora, para andlise do
crescimento da levedura e para a analise da producao de etanol.

As fermentacbes foram realizadas em agitador orbital rotatério com

temperatura controlada (30 °C) em triplicata e com agitacdo de 50 e 100 rpm.

4.12.2 Avaliacao das fermentacdes utilizando os hidrolisados de sabugo de milho

As fermentagOes utilizando os hidrolisados foram feitas com diferentes

concentracdes do hidrolisado (20, 40 e 60 g/L) em agitador orbital rotatério com
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temperatura controlada (30 °C) em triplicata, sem agitacdo e com agitacéo de 50 e 100
rpm.

Foram analisados o crescimento da levedura durante um periodo de fermentacéo
de 48 horas, producdo de etanol e a variacdo do pH no meio de fermentacdo, com
retirada de amostras a cada 12 horas de fermentacdo em um experimento e retirada a

cada 6 horas em outro experimento.

413 METODOS ANALITICOS

4.13.1 Determinacéo do pH final

O pH final foi determinado diretamente no caldo fermentado utilizando o

potenciémetro pHmetro Digmed modelo DM20.

4.13.2 Determinacédo da concentracao celular

A concentragéo celular foi determinada por meio das medidas de absorbancia no
espectrofotbmetro Biochrom, modelo Libra S22. Para isto, as células contidas nos
hidrolisados fermentados foram separadas como descrito no item 4.10 e quantificadas
com a curva de calibragdo (em anexo no item 8.4) construida para determinar a

quantidade de crescimento da levedura.

4.13.3 Determinacao de etanol

O etanol foi determinado nos hidrolisados fermentados por cromatografia
gasosa, apds separacao das células por centrifugacédo, utilizando cromatégrafo Thermo
Scientific Modelo Focus com detector de ionizacdo de chamas (FID) e coluna HP-FFAP
(25 m x 0.2 mm x 0.3 pm); temperatura do forno a 70 °C (mantendo esta temperatura
por toda a corrida-isotérmica); tempo da corrida de 5 min; temperatura do injetor de 230
°C; temperatura do detector de 270 °C; injecdo de 200 pl de vapor da amostra. As
amostras foram deixadas em banho-maria em uma temperatura de 40 °C (até atingir o

equilibrio). Para quantificacéo foi criada uma curva de calibracdo com etanol absoluto.
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4.13.4 Determinacgdo de agucares totais (AT)

Os acucares totais (AT) foram determinados pelo método fenol-sulfurico,
descrito por Dubois et al. (1956). Foram realizadas leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 490 nm, e a quantificacdo foi determinada por curva padrdo de

glicose em diferentes concentracdes (em anexo no item 8.1).

4.13.5 Determinacédo de agucares redutores (AR)

Os acucares redutores (AR) foram determinados de acordo com o método do
cuproarsenato descrito por Nelson (1944) e Somogyi (1952). Foram realizadas leituras
de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm, e a quantificacdo foi determinada

por curva padréo de glicose utilizando diferentes concentragdes (em anexo no item 8.2).

4.13.6 Determinacao do teor de compostos fenolicos

A concentracdo de fenoGis totais foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau modificado por Chaovanalikit e Wrolstad (2004). Uma amostra de 0,5 mL
do hidrolisado de sabugo de milho foi misturada com 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu e 7,5 mL de agua destilada. A mistura foi deixada em repouso por 10 min, a
temperatura ambiente. Depois foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio (20%),
as amostras ficaram em repouso novamente, por 20 min., a 40 °C. Foram realizadas
leituras de absorbancia no comprimento de onda de 755 nm. Foi construida uma curva

de calibracdo (em anexo no item 8.3).

4.14 ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos resultados foi realizada utilizando o programa computacional
Statistica 7.0 (STATSOFT, 1996). Os resultados das variaveis analisadas foram
submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA), e, quando houve diferenca estatistica, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 HIDROLISE ACIDA

5.1.1 Pré-tratamento da biomassa e Desintoxica¢do do hidrolisado

Testes preliminares foram realizados a fim de se comparar o desempenho da
utilizacdo de diferentes concentracfes de acido sulfarico para a hidrolise de sabugo de
milho, com diferentes tempos de aquecimento, com a finalidade de estabelecer a
metodologia a ser utilizada no pré-tratamento da biomassa. Para isto, a hidrdlise foi
realizada com diferentes concentracdes de H,SO4(2,5; 5,0; 7,5 e 10,0%) e aquecimento
de 15 e 30 min., em autoclave na temperatura de 121 °C.

ApOs esses tratamentos, foram determinadas as concentracdes de acucares
totais, acUcares redutores e compostos fenolicos obtidos durante as hidrolises. Essas
analises foram realizadas para comparar e determinar a concentracao de acido que libera
mais acUcares fermentesciveis, que assim, poderdo ser utilizados pela levedura para
producdo de etanol por fermentacdo.

Depois da hidrolise, as amostras contendo o hidrolisado de sabugo de milho
foram desintoxicadas pela adi¢do de carvdo ativado, visando a diminuir o conteudo de
compostos inibidores da fermentacdo, formados pela adi¢cdo do acido sulfurico durante o

aquecimento.

5.1.2 Determinacao de acgUcares totais e redutores

Os resultados provenientes das analises de acUcares totais da biomassa
hidrolisada com e sem desintoxicacao estdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8 — Resultados provenientes das analises de aglcares totais do sabugo de milho
hidrolisado com diferentes concentragdes de H,SO, e aquecimento de 15 e 30 min., com e sem

desintoxicagéo.

Acucares Totais

40 —=— 15 min. - Hidrolisado
—&— 15 min. - Desintoxicado
—&— 30 min. - Hidrolisado
—w— 30 min. - Desintoxicado

o
@ O N A
| | I |

agucares (giL))
N [ ] 5] L8] 5] (¥
(=] 5] o

|

% [HzS04]

Na Figura 8, pode ser observado que a andlise de acucares totais indica que 0s
dois tempos de aquecimento da hidrolise tiveram a maior quantidade de acgucares
liberados com 2,5% de H,SO,4. Ao se aumentar a concentracdo do acido para 5,0%, a
liberacdo de acucar foi menor nos dois tempos, aumentando um pouco para 7,5% no
tempo de aquecimento de 15 min. e diminuindo para a concentra¢dao de 10,0% nos dois
tempos. Destes testes, 0 tempo de aquecimento de 30 min. apresentou maior liberacéo
de acucares totais do que o de 15 min. para todas as concentracdes de H,SO, testadas.
Também pode ser observado que, as concentracGes de aglUcares diminuiram com a
centrifugacdo e com a filtragdo feitas no processo de desintoxicagdo com 0 carvédo
ativado, como para o tempo de 30 min. na concentracdo de 2,5% de H,SO,4 que foi 0
ponto de maior liberacdo de acUcares, de 38,44 g/L caiu para 26,61 g/L, e para esta
mesma concentracdo e hidrolise de 15 min. o teor de acgUcares de 32,13 g/L diminuiu
ficando em 31,96 g/L (Figura 8).

El-Zawawy et al. (2011) fizeram uma hidrolise &cida de sabugo de milho, com
a concentragéo de 5% de H,SO,4 e tempo de aquecimento de 30 min., e encontraram 4,5
g/L de acUcares totais, uma concentracdo abaixo da encontrada neste trabalho, que foi
de 37,52 g/L de acucares totais em 5% de H,SO4 e 30 min. de hidrolise.
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Trinca et al. (2017) realizaram uma hidrolise acida em casca de soja utilizando
diferentes concentragbes de &cido sulfurico com e sem aquecimento em autoclave
durante 15 e 30 min., seus resultados mostraram que houve maior liberagcdo de agucares
totais em seus experimentos com aquecimento quando comparados com 0S sem
aquecimento, tanto para o tempo de 15 min. quanto para o tempo de 30 min. os teores
de acucares liberados foram maiores e proximos nos dois tempos. A maior liberacéo
vista em seus resultados foi de 69,3 g/L em 30 min. com aquecimento com a 3,5% de
H.SO,, valor acima do resultado deste experimento, que apresentou sua maior liberacéo
em 2,5% de H,SO4 com 30 min. de hidrdlise, que foi de 38,44 g/L.

Em uma pesquisa do pré-tratamento acido de palha de milho realizada por Lu
et al. (2007) onde foram testadas as concentracdes de 2,0; 4,0 e 6,0% de H,SO,com a
temperatura de aquecimento variando entre 80, 100 e 120 °C foi identificado que as
melhores condig¢des eram a concentracdo de 2,0% de H,SO,em um tempo de reacéo de
43 min. a 120 °C. O que difere com nosso trabalho que utilizou diferentes
concentracdes de acido mostrando que ndo ha necessidade de utilizar maior tempo de
hidrolise, uma vez que foram utilizados 15 e 30 min. a 121°C.

A Figura 9 mostra a determinacdo de agUcares redutores, e pode ser observado
0 mesmo comportamento das amostras do hidrolisado durante as analises de agUcares
totais. As amostras do sabugo de milho, apos a hidrolise, liberaram maior concentracdo
de acucares redutores na concentracdo de 2,5% de acido sulfdrico nos dois tempos de
aquecimento. Dentre os testes, 0 aquecimento de 30 min. apresentou a maior liberagéo
de acUcares redutores para as concentraces 2,5 e 5,0. ApGs a centrifugacdo feita no
processo de desintoxicacdo, houve decréscimo na concentracdo dos aclcares. Os

resultados obtidos da avaliacdo de acUcares redutores estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — Resultados provenientes das analises de aglcares redutores do sabugo de milho
hidrolisado com diferentes concentracdes de H,SO, e aquecimento de 15 e 30 min., com e sem
desintoxicacdo.
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Os valores de agucares redutores neste trabalho, 28,10 g/L para 15 min. de
hidrélise com 2,5 % de H,SO,4 e 30,79 g/L para 30 min. de hidrolise com 2,5 % de
H,SO, foram melhores que os obtidos por Santos (2014), onde foi avaliado o teor de
acucares redutores totais (ART) de palha e sabugo de milho pré-tratado com 0,5% de
H,SO4 a 120°C por 15 min., em seguida hidrolisado com 2 mL de enzima comercial por
72 h a 150 rpm, obtendo-se 19,6 g/L de ART para palha e 6,1 g/L de ART para o
sabugo.

Em outro trabalho, Rocha et al. (2016) fizeram um pré-tratamento &cido para
sabugo e palha de milho, avaliando o tempo de hidrdlise, temperatura e concentracdo de
H,SO,, apds a hidrdlise acida e hidrdlise enzimatica relatam que obtiveram maiores
teores de ART utilizando baixas concentracdes de acido e elevadas temperaturas (42,6
g/L em teor de ART para o sabugo de milho, utilizando 0,5% de H,SO,4 a 120°C por 15
min. e 61,5 g/L em teor de ART, para a palha de milho, utilizando 2% de H,SO, a
110°C por 7 min.), indicando também que um menor tempo seria a melhor opcao para
se obter maiores valores de agucares redutores (7 a 15 min.).

Vieira et al. (2015) estudaram a influencia das condi¢Ges de hidrdlise
enzimatica na conversdo de agucares presentes nos residuos de milho. Estes foram pré-

tratados com 0,5% de H,SO4 a 121°C por 15 min. e depois submetidos a hidrolise
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enzimética, com 48 h de fermentacdo e obtiveram 0,14 g ART/ g de palha de milho
hidrolisada e 0,13 g ART/g de sabugo de milho hidrolisado.

Carvalho (2016) estudou residuos de milho (palha e sabugo) pré-tratados com
0,5% de H,SO,4 a 121°C por 15 min. de hidrdlise, seguido de hidrdlise enzimatica de 48
h, as melhores condi¢des indicaram 30,68 g/L de ART para a palha de milho e 21,11
g/L de ART para o sabugo de milho. Valores inferiores aos encontrados neste trabalho,
que foram de 28,10 g/L de ART para 15 min. de hidrolise com 2,5 % de H,SO4 e 30,79
o/L de ART para 30 min. de hidrolise com 2,5 % de H,SO,4, na hidrélise de sabugo de
milho.

Portanto, a partir dos resultados avaliados em nosso trabalho, em comparagéo
com estes estudos relatados foi possivel observar que ndo houve problemas ao se
trabalhar com um nivel superior de temperatura (121°C), onde, uma maior
desorganizacdo na estrutura lignocelulésica da matéria-prima ocorre, tornando 0s
acucares fermentesciveis mais acessiveis, liberando maiores teores de ART apds etapa
de pré-tratamento (DAGNINO et al., 2012).

Outros pesquisadores, utilizando residuos lignocelulésicos diferentes do
utilizado neste trabalho encontraram valores de ART menores aos obtidos neste
trabalho. Por exemplo, Gomes (2015) pré-tratou bagaco de cana-de-agucar com 0,5% de
H,SO,4 a 120°C por 15 min. com uma enzima comercial por 72 h a 150 rpm obtendo
13,70 g/L de ART. Pereira et al. (2015) também verificaram que um pré-tratamento com
acido diluido (1,5% H,SO4a 121°C, 30 min.) foi mais eficiente para a liberacdo de
acucares em residuos de cana-de-agucar.

Trinca et al. (2017) em sua hidrélise acida em casca de soja utilizando
diferentes concentracGes de H,SO4 com e sem aquecimento em autoclave durante 15 e
30 min., encontraram a maior liberacdo de ART com 4,0% de H,SO4 e 30 min. de
aquecimento, que foi de 40,9 g/L, em maiores concentracBes de acido observou que
houve reducdo na liberacdo de ART, assim como no presente estudo, Trinca et al.
(2017) também observaram que ao se aumentar a concentracdo do &cido o teor de ART
diminui, sendo que neste trabalho foram encontrados 28,10 g/L para 15 min. de
hidrolise na concentracao de 2,5% de H,SO,4 e 30,79 g/L de 30 min. de hidrolise com
2,5% de H,SOy; j& para as concentragdes de H,SO4 mais altas (5,0; 7,5 e 10%) as

concentragdes de AR diminuiram.
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5.1.3 Determinacdo de compostos fenolicos

A Figura 10 apresenta o resultado das analises de compostos fendlicos apos
hidrolise acida e aquecimento em autoclave durante 15 e 30 min. Na Figura 10, pode ser
observado que o aquecimento de 15 min. libera maior quantidade de compostos
fendlicos do que o de 30 min. Este mesmo comportamento foi observado, também, apos

desintoxicacao.

Figura 10 — Resultados provenientes das anélises de compostos fendlicos do sabugo de milho
hidrolisado com diferentes concentragdes de H,SO, e aquecimento de 15 e 30 min., com e sem
desintoxicagéo.
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Em seu trabalho de revisdo bibliografica Almeida et al. (2007) também
identificaram que com o uso de altas concentracdes de acido ocorre a formacdo de
produtos inibidores, responsaveis pela degradacdo dos acUcares presentes no material
lignocelulésico.

Testes foram feitos por Mussatto e Roberto (2004) com cinco diferentes
marcas de carvédo ativado em hidrolisados de palha de arroz; cada marca se comportou
de uma forma, porem, os que possuiam menor granulometria foram os mais eficazes. O

processo de desintoxicacdo utilizado e a granulometria do carvdo ativado usado
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influenciam na eficacia do processo. O tempo de contato do carvdo com o meio
hidrolisado também influencia na eficacia do carvao ativo (TRINCA, 2014).

Michelin et al. (2016) estudaram o efeito de compostos fenolicos sobre as
atividades celuloliticas e hemiceluloliticas do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com
agua quente sob pressdo a 180 ou 200°C por 30 min. Estes pesquisadores observaram
que o pré-tratamento liberou compostos fendlicos que inibem e/ou desativam as
enzimas celulases e hemicelulases. Além disso, também foram pré-tratados com
acetona, os fenolicos liberados nos extratos de acetona desativaram fortemente a [3-
glicosidade e a [-xilosidase. As condig¢Oes utilizadas neste trabalho foram menos
drasticas do que as apresentadas por estes autores, pois a temperatura deste trabalho
atingiu 121°C.

Larsson et al. (1999b) avaliaram as concentracdes e os efeitos do &cido acético,
acido formico e &cido levulinico em hidrolise acida de pinho da Noruegae em
fermentagBes com S. cerevisiae . Eles encontraram que eram necessarias concentracoes
préximas de 100 mM para observar os efeitos inibitorios.

Trinca et al. (2017) estudaram a influencia da presenca de compostos fendlicos
que foram formados nos hidrolisados de casca de soja, onde o hidrolisado foi utilizado
como substrato no meio de cultivo para produgdo de etanol, neste estudo pode ser
observado que houve maior liberacdo de compostos fendlicos quando havia
aquecimento das amostras, e que também a liberacdo destes compostos aumentava com
0 aumento da concentragcdo de H,SO,4. Em seus experimentos utilizando concentragdes
do acido de 3,5%, 4,0% e 4,5% foi verificada a presenca de até 0,6 mg/g de compostos
fenolicos, enquanto que, nas concentracdes menores de H,SO,4 apenas 0,2 mg/g. Com
aquecimento houve maior liberacdo de compostos fendlicos ao se utilizar 5,0% de
H.SO,com 15 min. de aquecimento, que foi de 1,97 g/g. Portanto, no estudo de Trinca
et al. (2017) é possivel constatar que 0 aquecimento se mostra necessario para aumentar
a liberacdo de acgUcares fermentesciveis e também para diminuir o tempo de hidrolise,
entretanto, ocorre a liberacdo de compostos fenolicos.

Ao se utilizar concentragdes mais baixas de H,SO,4 0 risco de corroséo de
equipamentos diminui, uma menor quantidade de compostos fenolicos € liberada, além
de diminuir os custos devido a utilizacdo de menor quantidade de &cido. Temperaturas
mais baixas diminuem os gastos com energia diminuindo assim 0s custos do processo
(TOMAS-PEJO et al., 2011).

Para este trabalho, a comparacdo dos resultados apresentados nas Figuras 8 e 9
mostra que a melhor concentracdo de H,SO, a ser utilizada € 2,5%, onde houve menor



55

formacdo de compostos fendlicos. Porém para a escolha do melhor tempo de

aquecimento da hidrdlise, foi necessaria uma nova avaliagao.

5.1.4 Determinacao do tempo de aquecimento da hidrolise

Os resultados obtidos na nova hidrolise (2,5% de H,SO4 com aquecimento de
15 e 30 min.), realizada para a escolha de melhor tempo de aguecimento estdo na Tabela
6. A Tabela 6 apresenta os valores resultantes das analises de agucares totais, agucares
redutores e compostos fenolicos, realizadas apos a hidrélise e apds a desintoxicacdo dos
hidrolisados. Todas as analises foram realizas em triplicata.

Tabela 6 — Concentragdes de agucares totais, acUcares redutores (g/L) e compostos fendlicos
(ac. vanilico g/L) liberados durante a hidrolise acida com 2,5% de H,SO,4, com aguecimento de

15 e 30 min., antes e apds desintoxicagao.

Andl Hidrolisados ~ Desintoxicados  Hidrolisados  Desintoxicados
nalise
15 min. 15 min. 30 min. 30 min.

Acucares Totais

(9/L)
Acucares
Redutores (g/L)

29,98 + 4,44 28,80 + 4,25 32,60 + 2,36 30,65+ 1,49

20,52 + 2,02 18,20 + 1,26 28,69 + 1,36 25,02 +1,28

Compostos
Fendlicos (ac. 0,97 £ 0,02 0,11 +£0,02 0,97 £ 0,03 0,09 £ 0,02

vanilico g/L)

Na Tabela 6, estdo demonstrados os resultados obtidos para acUcares totais, e
pode ser observado que, em 30 min. de aguecimento, foi liberada a maior concentracao
de acucares em g/L e que, apds a desintoxicacdo, essa concentracdo diminuiu. Para 0s
acucares redutores a maior concentracdo também foi obtida no tempo de aquecimento
de 30 min., ap0s a desintoxicacao essa concentracao também diminuiu. A concentracdo
de compostos fenolicos diminuiu apds a desintoxicacdo nos dois tempos de
aquecimento (Tabela 6).

Em estudo de Wang et al. (2009) ¢ relatado que a utilizagdo de acidos diluidos,
que variam de 0,1% a 2,0% (p/v), sdo mais eficazes e relatam que alcangaram 80% de
conversao de celulose presente em pastas de madeira de eucalipto. Zhu et al. (2009)

obtiveram cerca de 40% da conversdo de celulose, em madeira pré-tratada a 180 °C
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com uma concentracdo de acido de 1,8% seguida de moagem de disco. E em seus
estudos Mosier et al. (2005) também concluiram que a hidrélise de matérias
lignocelulésicos com H,SO, diluido apresenta melhores resultados em comparagdo com
outros &cidos. Um rendimento de sacarificacdo de 74% foi obtido a partir de palha de
trigo quando submetido a 0,75% de H,SO4 a 121 °C por 1 h.

Portanto, a partir dos resultados encontrados nesta hidrolise, foi determinado
que a melhor concentracdo de H,SO, para a realizacéo da hidrélise € 2,5% com 30 min.
de aquecimento, onde houve a maior liberacdo de acucares redutores e menor liberagcdo
de compostos fendlicos no processo de hidrélise. Porém, os tempos de aquecimento (15

e 30 min.) foram avaliados no processo fermentativo.

5.2 PROCESSO FERMENTATIVO

5.2.1 Meio de fermentagdo contendo o hidrolisado de sabugo de milho

O sabugo de milho foi submetido a hidrolises com tempos de 15 e 30 minutos
de aquecimento em autoclave, seguido de desintoxicacao, e foi utilizado como fonte de
carbono durante a fermentacdo para a escolha do melhor tempo de aquecimento de
hidrolise do sabugo.

A fermentacdo ocorreu a 50 rpm durante 36 horas, com retiradas de amostras
para analises a cada 12 horas, assim, foram verificadas as concentracdes remanescentes
de acUcares totais, redutores e compostos fendlicos. Também foram avaliados o
crescimento celular da levedura e foi realizada a determinacdo da producédo de etanol e o
comportamento do pH no meio durante toda a fermentacao.

A concentragdo inicial de acucares redutores foi de 18,20 g/L no hidrolisado
aquecido durante 15 min. e de 25,02 g/L no hidrolisado aquecido durante 30 min., como
apresentados na Tabela 6 do procedimento anterior. Os resultados dos agUcares e
compostos fendlicos remanescentes obtidos na fermentacdo estdo representados nas
Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11 — ConcentragOes de agucares totais em g/L remanescentes apos realizagdo do processo
de fermentag&o completo com aquecimento de 15 e 30 min. no hidrolisado com 2,5% de H,SO,

e desintoxicado.
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Figura 12 — Concentragdes de acUcares redutores em g/L remanescentes apos realizagdo do
processo de fermentagdo completa com aquecimento de 15 e 30 min no hidrolisado com 2,5%

de H,SO, e desintoxicado.
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Por meio da Figura 12 é possivel observar que restaram 3,43 g/L de agUcares
redutores no meio hidrolisado aquecido por 15 min., onde a fermentacdo foi iniciada
com 18,20 g/L de acUcares redutores, mostrando que houve um aproveitamento de

81,15% dos agUcares redutores presentes no meio. Para 0 meio contendo o hidrolisado



58

aquecido por 30 min., a concentragdo inicial foi de 25,02 g/L restando 3,52 g/L de
acucares redutores no meio apos o periodo de 36 h de fermentagdo, assim, é possivel
observar que houve consumo de 85,93% dos aclcares redutores. Com relacdo aos
compostos fenolicos, pode-se observar também que no menor tempo de fermentacdo sua
concentracéo foi a menor detectada (Figura 13).

Figura 13 — Resultado das analises de compostos fenolicos apds hidrélise com H,SO,4 2,5%, e

aquecimento em autoclave durante 15 e 30 min. no hidrolisado desintoxicado.
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A producéo de etanol foi maior nas primeiras horas de fermentacéo e, & medida
que esta foi transcorrendo houve diminuicdo até o seu término. 1sso mostra que a

levedura realiza a fermentacdo em um tempo inferior de incubacédo (Figura 14).
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Figura 14 — Producéo de etanol por S. cerevisiae no meio de cultura contendo o hidrolisado de

sabugo de milho incubado a 30 °C durante 36 horas no hidrolisado desintoxicado.
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Rocha et al., (2016), avaliaram a producéo de etanol a partir do pré-tratamento
acido em sabugo e palha de milho em uma fermentacdo de 24 h. A maior eficiéncia
fermentativa em seu experimento se deu com o hidrolisado por 15 min. utilizando 0,5%
de H,SO, a 120°C, onde obtiveram 2,2 g/L de etanol para sabugo de milho e 9,3 g/L de
etanol para palha de milho. Sua eficiéncia fermentativa para o sabugo de milho foi
menor do que a encontrada em nosso trabalho, que foi de 5,08 g/L em 12 h de
fermentacao.

Alguns autores avaliaram a producdo de etanol obtido a partir de outros
métodos de pré-tratamento para hidrolise de residuos de milho para serem usados como
substrato, como por exemplo, o uso de aménia como pré-tratamento de sabugo de
milho, onde Cao et al. (1996) obtiveram 47 g/L de etanol a partir de 36 horas de
fermentacdo. Zhang et al. (2010) obtiveram altos rendimentos de etanol (29,4 e 69,2
g/L) testando trés tipos de pré-tratamentos para sabugo de milho, combinando o uso de
amonia, acido férmico e o uso de &cido sulfirico diluido com NaOH. Em seu trabalho
Lu et al. (2013) fizeram o pré-tratamendo de palha de milho utilizando CO;
supercritico, obtendo um rendimento de 77,8% de acgUcares. Zhao & Xia (2009)
realizaram um pré-tratamento alcalino na palha de milho, encontrando 27,8 g/L de

etanol ap6s 72 horas de fermentagé&o.
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Carvalho (2016) estudou residuos de milho (palha e sabugo) pré-tratados com
0,5% de H,SO, a 121°C por 48 h de hidrolise, seguido de hidrdlise enzimatica e
fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae por 24 h obtendo 3,9 g/L de alcool.

Trinca et al. (2017) estudou o efeito da hidrdlise acida em cascas de soja para a
producdo de etanol 2G por diferentes processos, por meio da bactéria Zymomonas
mobilis CCT 4494, pela levedura Candida tropicalis ATCC 7349 e por co-fermentagéo
com os dois microrganismos, sua maior producdo de etanol ocorreu com a levedura C.
tropicalis em 24 h de fermentacdo, nessas mesmas condi¢cdes com 8 h de fermentacédo
houve a producéo de 9,8 g/L, sendo esta a segunda maior producédo de etanol. A bactéria
Z. mobilis foi a de menor producgéo, seu maior aproveitamento foi de 3,5 g/L em 8 h de
fermentacdo. Durante a co-fermentacdo, a maior producdo de etanol foi de 7,4 g/L em
12 horas.

O pH se manteve praticamente constante, variou entre 5,8 e 6,5, durante todo o
periodo de fermentacdo (Figura 15). Trinca (2014) que avaliou a producdo de etanol
pelo consércio com Z. mobilis e C. Tropicalis em hidrolisado &cido da casca de soja, e
seus meios de fermentacdo apresentavam o pH inicial igual a 6 e ao final de uma
fermentacdo de 72 h estava entre 3,5 e 4,5. Essa reducdo do pH pode ocorrer devido a
formacgéo de produtos como o etanol.
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Figura 15 — Comportamento do pH durante a produgéo de etanol por S. cerevisiae no meio de
cultura contendo o hidrolisado de sabugo de milho incubado a 30 °C durante 36 horas no

hidrolisado desintoxicado.
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5.2.2 Processo fermentativo completo utilizando o meio contendo o hidrolisado de

sabugo de milho nas concentracdes de 40 e 60 g/L

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, foi escolhida
a concentracdo de H,SO,4de 2,5% e o tempo de aquecimento de 30 min. para realizar a
hidrdlise. Esses parametros foram determinados como os mais eficientes.

Em uma pesquisa de pré-tratamento &cido utilizado para producéo de etanol 2G
a partir de palha e sabugo de milho, Santos (2014) também verificou que se deve
trabalhar com menores concentraces de H,SO, e elevadas temperaturas de
aquecimento para que a estrutura lignoceluldsica da matéria-prima sofra uma maior
desorganizacao tornando os agucares fermentesciveis mais acessiveis.

Portanto, a partir dos parametros selecionados, 2,5% de H,SO4 e 30 min. de
aquecimento, foi realizada uma nova hidrélise do sabugo de milho, onde foram
determinados agUcares totais, redutores e compostos fendlicos, em quintuplicata,
resultando nas concentracfes apresentadas na Tabela 7.

Em seguida do processo de hidrélise, o meio hidrolisado foi concentrado por
evaporacdo em banho-maria até atingir 40 e 60 g/L de agUcares redutores, para assim,

apo6s a concentracdo, ser desintoxicado. A Tabela 7 apresenta as concentracdes de
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acucares totais, redutores e compostos fenolicos encontrados apds a concentragdo e a
desintoxicacdo do hidrolisado do sabugo de milho. As analises para a desintoxicagdo do
concentrado de 60 g/L ndo foram realizadas, pois houveram alguns incidentes, como por
exemplo, houve dificuldade para concentrar esse meio até 60 g/L levando a possivel
contaminagdo do mesmo. Portanto, apds a hidrélise do sabugo de milho, a concentragdo
do meio para 40 g/L e a desintoxicacdo, o0 meio hidrolisado com concentracdo de 40 g/L
foi fermentado por um periodo de incubacdo de 48 horas. A fermentagdo com o meio

concentrado a 60 g/L néo foi realizada.

Tabela 7 — Concentrages de agucares totais, acUcares redutores (g/L) e compostos fendlicos
[&c. vanilico] (g/L) durante a hidrdlise &cida com 2,5% de H2SO4, e com aquecimento de 30

min., antes e apo6s desintoxicacao.

Hidrolisado/ Concentrado Desintoxicado Concentrado
30 min. 40 g/L 40 g/L 60 g/L

Andlise

Acucares Totais (g/L) 31,14+1,74 6154+221 5991+£309 7526+1,12
Acucares Redutores

(9/L)
Compostos Fendlicos

2502+0,92 5436+031 51,18+2,06 68,68+0,57

] . 0,80 £ 0,07 084+0,04 029+001 1,69+0,08
[&c. vanilico] (g/L)

Nesta Tabela 7 também pode ser observado que houve uma expressiva
diminuicdo do teor de compostos fendlicos apos a desintoxicacdo no concentrado de 40
g/L, mostrando que o processo foi eficiente.

Em pesquisas sobre a desintoxicacdo de hidrolisados, Hodge et al. (2009)
usaram carvdo ativado na concentracdo de 5% para reduzir a concentracdo de
compostos fenolicos em hidrolisados de madeira, obtendo assim, redugdo de 98% dos
compostos fendlicos presentes em seu meio. Neste trabalho foi utilizada a concentracao
de 2,5% de carvao ativado, e no resultado da Tabela 7 € possivel observar que apds a
desintoxicacdo houve reducéo de 81,19% nos compostos fendlicos.

Andlises de agUcares totais, aglUcares redutores e compostos fenolicos
remanescentes foram feitas durante a fermentacdo por um periodo de incubacgéo de 48
horas, com agitacdo de 50 e 100 rpm durante o processo fermentativo. A Tabela 8 e a
Figura 15 mostram estes resultados durante o processo de fermentacéo do hidrolisado

desintoxicado aquecido durante 30 min.
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Tabela 8 — Valores de concentragdo de agucares em g/L remanescentes do processo de

fermentacdo completo com aquecimento de 30 min. no hidrolisado desintoxicado com

concentracdo de 40 g/L, com rotacdo de 50 e 100 rpm.

Tempo (h) Acucares Redutores (g/L) AguUcares Redutores (g/L)

50 rpm 100 rpm
0 51,18 + 2,06 51,18 + 2,06
12 23,83+2]11 28,86 + 1,84
24 18,59 + 1,98 39,14 + 1,68
36 25,32 +1,73 37,08 £ 1,47
48 12,03 + 1,45 25,23 +£1,72

Nesta Tabela 8 pode ser observada a diminuicdo da concentracdo de agucares

ao longo da fermentacdo no meio com agitacdo de 50 rpm. Para 0 meio com agitacdo de

100 rpm, os valores de acUcares redutores remanescentes se mostram com muitas

alteracdes. Na Figura 16 observa-se a diminui¢do da concentracdo do teor de compostos

fendlicos, lembrando que o teor inicial era de 0,29 [4cido vanilico] g/L.

Figura 16 — Concentragdes de compostos fendlicos em g/L remanescentes apos realizar o
processo de fermentacdo completo com aquecimento de 30 min. no hidrolisado desintoxicado.
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Na Figura 17, esta representada a producdo de etanol por S. cerevisiae versus o
crescimento da levedura no meio de cultura contendo o hidrolisado de sabugo de milho
a 40 g/L de acucares redutores.

Nela (Figura 17), pode ser observado que uma boa producédo foi alcancada em
12 h de fermentacdo para o meio com agitacdo de 50 rpm, que foi de 5,36 g/L. J4, a
maior producdo de etanol se encontra no tempo de 36 h de fermentacdo para as duas
velocidades de agitacdo. Em 50 rpm, foi obtido 7,04 g/L de etanol, e em 100 rpm, 8,11
g/L, havendo um decréscimo até o final da fermentacéo, ndo sendo, portanto, necessario
prolongar o processo até 48 h.

A avaliagdo para o crescimento da levedura (Figura 17) mostrou um
comportamento de leve crescimento, onde, pode ser observado que seu crescimento
aumentou durante as 48 h de fermentacdo, tendo um pico de 1,28 g/L ao fim da
fermentacdo no meio com agitacdo de 100 rpm. A avaliagdo da producéo de etanol,
também apresentada na Figura 17 indica que a melhor produgdo da levedura foi 8,11
g/L de etanol em 36 h de fermentacdo no meio agitado a 50 rpm; a melhor producéo
para 0 meio agitado a 100 rpm foi de 7,04 g/L de etanol também em 36 h de

fermentacéo.

Figura 17 — Comportamento da Producdo de etanol por S. cerevisiae e do seu crescimento
celular no meio de cultura contendo o hidrolisado de sabugo de milho com 2,5% de H,SO,, e
aquecimento de 30 min. incubado a 30 °C durante 48 h no hidrolisado desintoxicado, com 50 e
100 rpm.
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O pH do meio fermentado se manteve praticamente constante durante todo o

periodo de fermentacédo (Tabela 9).

Tabela 9 — Comportamento do pH do meio de fermentacdo durante a producdo de etanol por S.
cerevisiae no meio de cultura contendo o hidrolisado de sabugo de milho incubado a 30 °C

durante 48 h no hidrolisado desintoxicado.

Tempo de fermentacdo (h) pH (50 rpm) pH (100 rpm)

0 7,26+0,08 7,26+0,08
12 6,74+0,14 6,90+0,12
24 7,12+0,06 6,70+0,08
36 6,40+0,17 6,27+0,15
48 6,06+0,12 5,98+0,13

5.2.3 Processo fermentativo completo utilizando o meio contendo o hidrolisado de
sabugo de milho e incubacéo de 24 horas

Uma nova hidrolise é&cida foi realizada com os melhores parametros
selecionados nas andlises anteriores, concentracdo de 2,5% de H,SO,, durante 30 min.
de aquecimento. Os resultados obtidos da hidrolise &cida do sabugo de milho estdo
apresentados na Tabela 10. A hidrolise foi feita com o objetivo de liberar a
concentracdo de 20 e 40 g/L de acUcares redutores. Portanto, houve necessidade de
concentrar o hidrolisado, por meio de evaporacdo, até essas concentracBes para, em

seguida, ser feito o processo fermentativo com essas concentragdes.
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Tabela 10 — ConcentracBes de acUcares totais, aglcares redutores (g/L) e compostos fenolicos
(&c. vanilico g/L) liberados durante a hidrélise &cida com 2,5% de H,SO,, e com aquecimento

de 30 min., antes e ap6s desintoxicagao.

20 g/L 40 g/L
Analise Hidrolisados  Desintoxicados  Hidrolisados  Desintoxicados
Acucares
) 31,01 £2,36 30,29 £ 0,43 54,08 + 2,76 51,26 + 2,01
Totais (g/L)
Acucares
21,46 + 0,84 21,73 +£0,76 41,20 £1,15 40,42 £1,74
Redutores (g/L)
Compostos
Fendlicos (&c. 0,71 +£0,02 0,44 £ 0,02 1,41 +0,10 1,22 +0,11
vanilico g/L)

A partir da hidrélise foi iniciado o processo fermentativo com 0,23 g/L da
levedura, e amostras foram retiradas a cada 4 h na fase lag e a cada 2 h na fase log para
a determinacdo do crescimento celular, pH do meio fermentado, producdo de etanol,
acucares redutores e compostos fendlicos remanescentes, em um periodo total de 24 h.

O comportamento do crescimento celular da levedura durante a producdo de
etanol no meio de cultura contendo hidrolisado de sabugo de milho incubado a 30 °C
durante 24 h contendo a concentracao de 20 g/L de AR no hidrolisado desintoxicado foi
maior na incubagdo com agitacdo de 100 rpm, obtendo seu pico de crescimento de 0,64
g/L em 10 h de fermentacao, isso pode ser observado na Figura 18. Para as rotacfes de
0 e 50 rpm o maior crescimento também foi revelado em 10 h de fermentacdo, com 0,41

e 0,51 g/L respectivamente (Figura 18).
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Figura 18 — Crescimento da levedura S. cerevisiae no meio hidrolisado de sabugo de milho

incubado a 30°C durante 24 h no hidrolisado desintoxicado, contendo 20 g/L de AR.
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No meio de cultura hidrolisado desintoxicado contendo a concentragéo de
acucares redutores de 40 g/L o maior crescimento celular também se deu em 100 rpm,
em 10 h de fermentacdo, com o crescimento de 1,30 g/L, como apresentado na Figura
19. Esta mesma Figura também mostra que na rotacao de 0 rpm o maior crescimento foi
em 18h de fermentacdo, com 1,24 g/L e em 50 rpm, o maior crescimento se deu em 24 h

de fermentacdo com 1,25 g/L de células da levedura.
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Figura 19 — Crescimento da levedura S. cerevisiae no meio hidrolisado de sabugo de milho
incubado a 30°C durante 24 h no hidrolisado desintoxicado, contendo 40 g/L de AR.
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O crescimento celular também foi analisado em uma fermentacdo com a
concentracdo inicial de 40 g/L de agUcares redutores no meio de cultura hidrolisado sem
0 processo de desintoxicacao (Figura 20). O maior desenvolvimento celular se deu no
tempo de 4 h para a rotagdo de 100 rpm, com 1,36 g/L. Para o meio hidrolisado néo
desintoxicado incubado sem rotagdo (0 rpm) o maior crescimento celular foi
apresentado em 18 h de fermentacdo sendo 1,24 g/L. Na rotacdo de 50 rpm o pico de
crescimento foi em 12 h de fermentacdo com 1,22 g/L, o crescimento da levedura no

meio sem desintoxicacdo esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20 — Crescimento da levedura S. cerevisiae no meio hidrolisado de sabugo de milho

incubado a 30°C durante 24 h no hidrolisado ndo desintoxicado, contendo 40 g/L de AR.
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O crescimento celular da levedura foi similar nos meios de fermentagdo com
concentracéo inicial de 40 g/L de AR com o processo de desintoxicacgdo (Figura 19) e
sem 0 processo de desintoxicacdo (Figura 20), apresentando seus melhores resultados
entre 1,30 g/L de células e 1,36 g/L de células da levedura.

Estes resultados de crescimento celular da levedura mostram que a levedura
priorizou seu desenvolvimento no lugar da producéo de etanol ou pode indicar também
que, na auséncia ou escassez de glicose no meio de cultura (hidrolisado), comecgou a
utilizar o etanol formado para a sua sobrevivéncia (LAVOVA et al., 2014). A producéo
de etanol nos meios fermentados esté apresentada nas Figuras 21, 22 e 23.

A produgéo de etanol pela levedura apresentou melhores resultados nos meios
sem agitacdo para as concentracdes iniciais de 20 e 40 g/L de AR (Figuras 21 e 22).
Para 0 meio contendo inicialmente 20 g/L de AR a maior producdo se deu em 18 h de
fermentacdo, 3,22 g/L de etanol a O rpm (Figura 21). Para 0 meio contendo 40 g/L de
AR iniciais a maior producdo também foi apresentada em 18 h de fermentacao, 2,61 g/L
de etanol a 0 rpm (Figura 22).

Na Figura 21 também esta apresentada a producdo de etanol para o meio
fermentado com rotacgdo de 50 rpm, onde, a maior producdo do meio foi de 2,05 g/L de
etanol em 10 h de fermentag&o; para 0 meio fermentado a 100 rpm a maior producéo foi
de 1,62 g/L de etanol em 18 h de fermentag&o.
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Figura 21 — Produgdo de etanol por S. cerevisiae no meio hidrolisado desintoxicado de sabugo
de milho com 2,5% de H,SO,, e aquecimento de 30 min., com 20 g/L de AR, incubado a 30 °C
durante 24 h.
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Figura 22 — Produgdo de etanol por S. cerevisiae no meio hidrolisado desintoxicado de sabugo
de milho com 2,5% de H,SO, e aquecimento de 30 min., com 40 g/L, incubado a 30 °C durante
24 h.
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Na Figura 22 também estdo apresentados os resultados da producédo de etanol

pela levedura durante a fermentacdo com agitagdo no meio hidrolisado, em 50 rpm e
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100 rpm, a maior producdo de etanol ocorreu em 18 h de fermentacdo; 1,69 g/L de
etanol para 50 rpm e 2,12 g/L de etanol em 100 rpm.
Foi avaliada a producdo de etanol em um meio hidrolisado fermentado sem o

processo de desintoxicacgdo (Figura 23).

Figura 23 — Producgéo de etanol por S. cerevisiae no meio hidrolisado ndo desintoxicado de
sabugo de milho com 2,5% de H,SO, e aquecimento de 30 min., com 40 g/L, incubado a 30 °C
durante 24 h.
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Na Figura 23 é possivel observar que a levedura produziu etanol neste meio,
entretanto, uma concentragdo menor do que nos meios desintoxicados (1,98 g/L de
etanol no meio sem desintoxicacao para 2,61 g/L de etanol no meio desintoxicado, com
40 g/L de AR iniciais). Através da avaliacdo do crescimento da levedura (Figura 20), foi
possivel verificar que ela se desenvolveu neste meio, ndo desintoxicado, tanto quanto
nos meios que passaram pelo processo de desintoxicacdo, porém, ndo produziu tanto
etanol quanto nos desintoxicados.

As concentracdes de agucares redutores remanescentes no meio de cultura

hidrolisado fermentado foram analisadas e estdo apresentadas na Figura 24, 25 e 26.
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Figura 24 — ConcentracBes de agUcares redutores em g/L remanescentes do processo de

fermentagdo completo com aquecimento de 30 min. no hidrolisado desintoxicado com 2,5% de

H,SO, e 20 g/L de AR.
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Figura 25 — Concentragdes de agUcares redutores em g/L remanescentes do processo de

fermentagdo completo com aquecimento de 30 min. no hidrolisado desintoxicado com 2,5% de
H,SO, e 40 g/L de AR.
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Figura 26 — Concentragdes de agucares redutores em g/L remanescentes do processo de

fermentacdo completo com aquecimento de 30 min. no hidrolisado ndo desintoxicado com 2,5%
de H,SO, e 40 g/L de AR.
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Os compostos fendlicos resultantes do meio de fermentacdo foram analisados,

e estdo apresentados nas figuras 27, 28 e 29.

Figura 27 — Valores remanescentes de compostos fenolicos em concentragdo de acido vanilico

em g/L do processo de fermentacdo do meio hidrolisado desintoxicado com 2,5% de H,SO, e 20

o/L de AR.
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Figura 28 — Valores remanescentes de compostos fenodlicos em concentragdo de acido vanilico

em g/L do processo de fermenta¢do do meio hidrolisado desintoxicado com 2,5% de H,SO, e 40

o/L de AR.
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Figura 29 — Valores remanescentes de compostos fenélicos em concentragdo de acido vanilico

em g/L do processo de fermentacdo do meio hidrolisado ndo desintoxicado com 2,5% de H,SO,

e 40 g/L de AR.
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O pH do meio hidrolisado desintoxicado e do meio ndo desintoxicado

apresentou pouca variagdo. O meio inicial estava neutralizado (pH = 7), com o passar

do tempo de fermentacéo, o crescimento celular e a producéo de etanol, o pH do meio
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variou até chegar a seu menor valor de 5,10, mostrado na Tabela 12, onde foi avaliado o
pH do meio desintoxicado que inicialmente apresentava 40 g/L.

O aumento da concentracdo celular libera acidos organicos devido a absorcéo
dos acucares fermentesciveis pelas leveduras formando estes é&cidos e,
consequentemente, reduz o pH do meio de cultura (TRINCA, 2014). As tabelas 11, 12
e 13 mostram essa variacdo de pH do meio hidrolisado desintoxicado que iniciou a
fermentacdo com 20 g/L de acgUcares redutores (Tabela 11) e dos meios contendo 0s
hidrolisado desintoxicado (Tabela 12) e ndo desintoxicado (Tabela 13) contendo 40
g/L de AR.

Tabela 11 — Comportamento do pH do meio de fermentacdo contendo o hidrolisado de sabugo

de milho incubado a 30 °C durante 24 h no hidrolisado desintoxicado, com 20 g/L de AR.

Tempo de fermentacdo (h) O0rpm 50 rpm 100 rpm

0 7,00 7,00 7,00
4 6,58 6,45 6,71
8 6,43 6,01 6,21
10 539 543 5,45
12 5,20 5,4 5,39
14 546 539 5,43
16 525 539 5,36
18 521 545 5,30
20 522 527 5,30
24 520 512 5,20

A Tabela 12 mostra a variacdo de pH do meio hidrolisado desintoxicado
durante a fermentagdo de 24 h, que foi iniciado com uma concentragdo de 40 g/L de

agucares redutores.
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Tabela 12 — Comportamento do pH do meio de fermentacéo contendo o hidrolisado de sabugo

de milho incubado a 30 °C durante 24 h no hidrolisado desintoxicado, com 40 g/L de AR.

Tempo de fermentagdo (h) Orpm 50 rpm 100 rpm

0 7,00 7,00 7,00
4 6,55 6,42 6,37
8 597 5,89 6,32
10 532 540 5,42
12 518 544 5,37
14 545 541 5,36
16 545 5,28 5,45
18 534 522 5,22
20 5,27 526 5,31
24 5,10 5,20 5,29

A Tabela 13 mostra a variagdo de pH do meio hidrolisado sem ser

desintoxicado que iniciou a fermentacdo com 40 g/L de acUcares redutores.

Tabela 13 — Comportamento do pH do meio de fermentacéo contendo o hidrolisado de sabugo
de milho incubado a 30 °C durante 24 h no hidrolisado ndo desintoxicado, com 40 g/L de AR.

Tempo de fermentacdo (h) O0rpm 50 rpm 100 rpm

0 7,00 7,00 7,00
4 6,48 6,52 6,47
8 6,02 5098 6,20
10 501 536 5,42
12 546 539 5,36
14 544 515 5,40
16 536 533 5,36
18 5,36 532 5,30
20 5,27 525 5,23
24 525 522 5,22

Todos os meios tiveram o pH reduzido durante a fermentacdo. Segundo Fu e
Peiris (2008) o pH do meio € um bom indicador do andamento da fermentacéo; com o
aumento da producdo de CO,, producdo de acido acético e acidos organicos, o pH &
reduzido, como visto nessa dissertacao, onde o pH de 7 diminuiu até 5,10.
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5.2.4 Processo fermentativo completo utilizando um meio contendo 40 e 60 g/L de
glicose como meio padréao de comparacao

O desempenho da levedura S. cerevisiae durante a fermentacdo alcoolica foi
avaliado utilizando um meio sintético acrescido de glicose como fonte de carbono nas
concentragfes de 40 e 60 g/L durante um periodo de incubagdo de 18 h. Para isto,
amostras foram retiradas a cada hora e determinado o pH do meio, o crescimento da
levedura e a producéo de etanol a cada 1 h.

As alteracOes do pH estdo apresentadas na Tabela 14, onde pode-se observar
que houve decréscimo no pH do meio conforme houve o desenvolvimento da levedura
(Figuras 29 e 30) ou producéo de etanol (Figuras 32 e 33). Nesta Tabela 14 também é
possivel observar que a agitacdo do meio de cultura pouco influenciou o pH, uma vez

que, os valores determinados foram muito similares.
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Tabela 14 — Determinacdo do pH do meio sintético de fermentacdo contendo as concentracdes

de 40 e 60 g/L de glicose em uma fermentacéo de 18 horas.

pH —40 g/L pH — 60 g/L
Tempo (hora) 50 rpm 100 rpm 50 rpm 100 rpm
0 6,95 7,02 7,10 6,98
1 5,75 5,65 5,64 5,78
2 5,28 5,60 5,29 5,65
3 4,84 4,78 4,79 4,81
4 4,61 4,45 4,64 4,46
5 4,20 4,28 4,16 4,12
6 3,88 3,67 3,99 3,79
7 3,76 3,47 3,67 3,58
8 3,63 3,42 3,58 3,45
9 3,55 3,40 3,56 3,42
10 3,41 3,31 3,37 3,34
11 3,43 3,36 3,40 3,36
12 3,45 3,23 3,67 3,27
13 3,32 3,27 3,30 3,24
14 3,10 3,20 3,26 3,28
15 3,19 3,20 3,24 3,31
16 3,19 3,22 3,26 3,26
17 3,25 3,31 3,32 3,36
18 3,26 3,30 3,28 3,27

As Figuras 30 e 31 mostram o comportamento do crescimento celular da
levedura nas duas concentragdes de AR iniciais estudadas e pode ser observado que na
medida em que transcorre o tempo de fermentacdo o crescimento celular aumenta e a
producdo de etanol pela levedura nos dois meios sintéticos acompanhou este mesmo

crescimento (Figura 32 e Figura 33).
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Figura 30 — Crescimento celular da levedura S. crevisiae em meio sintético contendo 40 g/L de

glicose.
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Por meio da Figura 30 é possivel verificar que no meio com concentragdo
inicial de 40 g/L de AR, ha o crescimento da levedura e que o desenvolvimento da
levedura no meio com rotacdo de 100 rpm se comportou de forma mais uniforme que o
com 50 rpm. No meio fermentado com rotacdo de 100 rpm a maior producéo celular da
levedura foi de 1,16 g/L de células em 17 h de fermentacdo. Para 0 meio com rotacdo de
50 rpm o maior crescimento foi de 1,12 g/L de células em 16 h de fermentacdo (Figura
30).

Na Figura 31, onde estd apresentado o crescimento celular no meio contendo
inicialmente 60 g/L de AR, o maior desenvolvimento da levedura se deu em 18 h de
fermentacdo com o meio sofrendo rotacdo de 100 rpm, em 18 h de fermentacdo, foi 1,13
g/L de células. Para o meio que sofreu rotacdo de 50 rpm, o maior crescimento

aconteceu em 15 h de fermentacgdo, sendo 1,10 g/L de células da levedura.
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Figura 31 — Crescimento celular da levedura S. cerevisiae em meio sintético contendo 60 g/L de
glicose.
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Na Figura 32, esta representada a producéo de etanol por S. cerevisiae no meio
sintético contendo 40 g/L de glicose e na Figura 33 esta representada a producdo de
etanol pela levedura no meio sintético de glicose com 60 g/L. Nelas, pode ser observado
que a producdo foi aumentando até o final da fermentagdo, com exce¢do no meio
sintético de 60 g/L que em 18 h de fermentacdo a 100 rpm houve decréscimo na
concentracdo de etanol.

Na figura 32 é possivel verificar que a maior producdo de etanol no meio
fermentado com a concentragdo inicial de 40 g/L de AR se deu em 18 h de
ferementacdo, com a rotacdo de 50 rpm, onde a producdo foi de 17,28 g/L de etanol.
Para o meio fermentado com rotacdo de 100 rpm, a maior producdo se deu em 17 h de
fermentacdo, gerando 13,65 g/L de etanol (Figura 32).
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Figura 32 — Producéo de etanol pela levedura S. cerevisiae em meio sintético contendo 40 g/L
de glicose.
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Figura 33 — Producéo de etanol pela levedura S. cerevisiae em meio sintético contendo 60 g/L
de glicose.
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Na figura 33 esta apresentado o meio fermentado com concentracéo inicial de
60 g/L de AR, onde, a maior produgdo também ocorreu em 18 h de fermentacdo com a
rotacdo de 50 rpm, produzindo 26,55 g/L de etanol. A maior producdo de etanol no
meio fermentado com rotagdo de 100 rpm foi de 11,88 g/L de etanol também em 18 h
de fermentacéo (Figura 33).
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. CONCLUSOES

O sabugo de milho se mostrou um bom substrato para a producéo de etanol pela
levedura S. cerevisiae ATCC 26602.

A hidrolise acida do sabugo de milho utilizando diferentes concentragdes de
acido sulfurico (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0%), indicou que a melhor concentracao foi a
de 2,5%.

Os hidrolisados foram submetidos a diferentes tempos de aguecimento em
autoclave (15 e 30 min.) e o tempo de 30 min. se mostrou mais eficiente para a
realizacdo da fermentagéo.

O efeito da desintoxicacdo nos hidrolisados para a remo¢do de compostos
inibidores da fermentacdo produzidos durante a hidrélise nos diferentes tempos
de aquecimento apresentou bom desempenho. A concentracdo de compostos
fenolicos diminuiu ap0s esta etapa.

O meio sintético contendo glicose apresentou crescimento e producdo de etanol
similar nas concentracfes de 40 e 60 g/L de AR. A maior producéo de etanol se
deu em 18 h de fermentacédo a 50 rpm, onde, foi obtido 17 g/L e 26 g/L de etanol
para 40 e 60 g/L de AR, respectivamente.

A avaliacdo da produgéo de etanol pela levedura utilizando o meio hidrolisado
nas concentragdes de 20, 40, e 60 g/L de AR, indicou a presenga de etanol nas
amostras, a maior producdo dentre as concentracdes de AR utilizadas foi a 40
o/L, 8,11 g/L de etanol em 36 h de fermentacdo a 100 rpm.

O efeito de diferentes velocidades de agitacdo (0, 50 e 100 rpm) nas condigdes
selecionadas para producdo de etanol pela levedura promoveu a producdo de
etanol nas amostras, a maior producdo se deu na agitacdo de 100 rpm.

A fermentacdo do hidrolisado desintoxicado pela levedura apresentou producao
de etanol, gerou 8,11 g/L de etanol em 40 g/L de AR em 36 h de fermentacédo a
100 rpm.

A fermentacdo do hidrolisado ndo desintoxicado pela levedura apresentou
producdo de etanol, em 40 g/L de AR, 1,58 g/L de etanol a 18 h de fermentagéo

a0rpm.



83

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGBOR, V. B.; CICEK, N.; SPARLING, R.; BERLIN, A.; LEVIN, D. B. Biomass
pretreatment: fundamentals toward application, Biotechnology Advances, v. 29, n. 6, p.
675-685, 2011.

AGUIAR, C. M. Hidrolise enzimética de residuos lignocelulésicos utilizando
celulases produzidas pelo fungo Aspergillus niger. 2010. p. 106. Dissertagédo
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Unioeste, Toledo, 2010.

AGUILAR R. et al., Kinetic study of the acid hydrolysis of sugar cane bagasse. Journal
of Food Engeneering, v. 55, n. 4, p. 309-318, 2002.

ALBANO, M. Comparacdo da producdo de celulases e xilanases por fungos
filamentosos em fermentacdo submersa e estado solido. 2012. p 82. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual Paulista, S&o José do Rio Preto,
2012,

ALMEIDA, J. R. M.; MODIG, T.; PETERSSON, A.; HAHN-HAGERDAL, B,
LIDEN, G.; GORWAGRAUSLUND, M. F. Increased tolerance and conversion of
inhibitors in lignocellulosic hydrolysates by Saccharomyces cerevisiae. Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v. 82, n. 4, p. 340-349, 2007.

ALVIRA, P. et al. Pretreatment technologies for an efficient bioethanol production
process based on enzymatic hydrolysis: A review. Bioresource Technology, v. 101, n.
13, p. 4851-4861, 2010.

ALZATE, C. A. C.; TORO, O. J. S. Energy consumption analysis of integrated
flowsheets for production of fuel ethanol from lignocellulosic biomass. Energy,
Oxford, v. 31, n. 13, p. 2447-2459, 2006.

ANWAR, Z.; GULFRAZ, M.; IRSHAD, M. Agro-industrial lignocellulosic biomass a
key to unlock the future bio-energy: a brief review. Journal of Radiation Research
and Applied Sciences, v.7, p.163-173, 2014.

ARENAS T. L.; RATHI P.; RAMIREZ-JIMENEZ R.; SALES-CRUZ M. Factors
affecting the acid pretreatment of lignocellulosic biomass: batch and continuous
process. In: Pierucci S, Ferraris B, editors. 2010. In: 20th European symposium on
computer aided process engineering-ESCAPE20; 2010.

ASK M, BETTIGA M, MAPELLI V, OLSSON L. The influence of HMF and furfural
on redux-balance and energy-state of xylose-utilizing Saccharomyces cerevisiae.
Biotechnology Biofuels, v. 6, p. 22, 2013.

BASSO, L. C.; DE AMORIM, H. V.; DE OLIVEIRA, AJ.; LOPES, M. L. Yeast
selection for fuel ethanol production in Brazil. FEMS Yeast Res, v.8, n.7, p.1155-63,
2008.

BEG, Q. K.; KAPOOR, M.; MAHAJAN, L.; HOONDAL, G. S. Microbial xylanases
and their industrial applications: a review. Applied Microbiology and Biotechnology,
v. 56, n. 3, p. 326-338, 2001.

BEHERA, S.; KAR, S.; MOHANTY, R. C.; RAY, R. C. Comparative study of bio-
ethanol production from mahula (Madhuca latifolia L.) flowers by Saccharomyces



84

cerevisiae cells immobilized in agar agar and Ca-alginate matrices. Applied Energy,
Orissa, v. 87, p. 96-100, 2010.

BETANCUR, G. J. V. Avancos em biotecnologia de hemicelulose para
producdo de etanol por Picchia stipitis. 2005. p. 123. Dissertagdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

BOBLETER, O. Hydrothermal degradation of polymers derived from plants.
Progress in Polymer Science, v. 19, n. 5, p. 797-841, 1994.

CAMPQOS, F. M; FIGUEIREDO, A. R; HOGG, T. A; COUTO, J. A. Effect of phenolic
acids on glucose and organic acid metabolism by lactic acid bacteria from wine. Wine
Microbiology, v. 26, p. 409-14, 20009.

CANILHA, L. Sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica através de pré-hidrolise acida

seguida por hidrolise enzimatica: uma estratégia de “desconstru¢do” da fibra vegetal.
Revista Analytica, v. 44, p. 48-54, 2010.

CANTARELLA, M. et al. Comparison of different detoxification methods for steam-
exploded poplar wood as a substrate for the bioproduction of ethanol in SHF and SSF.
Process Biochemistry. v. 39, n. 11, p. 1533-1542, 2004.

CAO, N. J.; KRISHMAN, M. S.; DU, J. X.; GONG, C. S.; HO, N. W. Y.; CHEN, Z.
D.; TSAO, G. T. Ethanol production from corn cob pretreated by the ammonia steeping
process using genetically engineered yeast. Biotechnology Letters, v. 18, n. 9, p. 1013-
1018. 1996.

CARDONA C. A.; QUINTERO J. A.; PAZ I. C. Production of bioethanol from
sugarcane bagasse: status and perspectives. Bioresource Technology, v. 101, n. 13, p.
4754-4766, 2009.

CARVALHO, G. B. M. Utilizacdo de carvao ativo, resinas e terra diatomacea para
o tratamento do hidrolisado de eucalipto na producdo biotecnoldgica de xilitol,
2005. p. 110. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Industrial) — Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena, Lorena, 2005.

CARVALHO, L. C. et al. Cana-de-acucar e alcool combustivel: histérico,
sustentabilidade e seguranca energética. Enciclopédia Biosfera, v. 9, n. 16, p. 530-542,
2013.

CARVALHO, L. L. M. Estudo da hidrolise e fermentacédo dos residuos de milho
(Zea mays) para producdo de etanol de segunda geracéo. 2016. p. 68, Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade Federal do Alagoas, Macei6, 2016.

CASCIATORI, F. P. Producdo de celulases fungicas por fermentacdo em estado
solido: ampliacdo de escala de biorreatores de leito fixo. 2015. p. 177. Tese
(Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sdo Jose do Rio Preto, 2015.

CASTRO, A. M.; PEREIRA Jr., N. Producéo, propriedades e aplicacéo de celulases na
hidrolise de residuos agroindustriais. Quimica Nova, Sao Paulo, v. 33, n. 1, p. 181-188,
2010.



85

CHANDEL, A. K.; RAJEEV, K.K.; SINGH, A.; KUHAD, R.C. Detoxification of
sugarcane bagasse hydrolysate improves ethanol production by Candida shehatae
NCIM 3501. Bioresource Technology, v. 98, n. 10, p. 1947-1950, 2007.

CHANDEL, A. K.; SILVA, S. S.; SINGH, O. V. Detoxification of lignocellulosic
hydrolysates for improved bioethanol production. Bernardes MADS. 2011. Biofuel
productionrecent developments and prospects (Chapter 10). 2011

CHAOVANALIKIT, A.; WROLSTAD, R. E. Total anthocyanins and total phenolics of
fresh and processed cherries and their antioxidant properties. Journal Food Chemistry
and Toxicology, v. 69, p. 67-72, 2004.

CHIARAMONTI D.; PRUSSI M.; FERRERO S.; ORIANI L.; OTTONELLO P,
TORRE P.; CHERCHI F. Review of pretreatment processes for lignocellulosic ethanol
production, and development of an innovative method. Biomass Bioenergy, v. 12, n.
46, p. 25-35. 2012.

CONAB, Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da Safra
Brasileira: Grdos. 2015. Disponivel em: <http://www.conab.gov.br> Acesso em: 25
mar. 2017.

CORTEZ, L. A. et al. Bioetanol de Cana-de-AcUcar: P&D para Produtividade e
Sustentabilidade. 12 Ed. S&o Paulo: Edgard Blucher Ltda, 2010. p. 992.

DAGNINO, E.P.; CHAMORRO, E.R.; ROMANO, S.D.; FELISSIA, F.E.; AREA, M.
C. Optimization of the acid pretreatment of rice hulls to obtain fermentable sugars for
bioethanol production. Industrial Crops and Products, v. 42, p.363-368. 2012.

DELGENES, J.; MOLETTA, R; NAVARRO J. Effect of lignocellulose degradation
products on ethanol fermentations of glucose and xylose by Saccharomyces cerevisiae,
Zymomonas mobilis, Pichia stipitis, and Candida shehatae. Enzyme and Microbial
Technology, v. 19, n. 3, p. 220-225, 1996.

DEMIRBAS, A. Biorefineries: current activities and future developments. Energy
Conversion and Management, v. 50, n. 11, p. 2782-2801, 2009.

DEMIRBAS, A. Potential applications of renewable energy sources, biomass
combustion problems in boiler power systems and combustion related environmental
issues. Progress in Energy and Combustion Science, Oxford, v. 31, n. 2, p. 171- 192,
2005a.

DUBOIS, M. et al. Colorimetric method for determination of sugars and related
substances. Analytical Chemistry, Whashington, v. 28, n. 3, p. 350-356, 1956.

DURAN, N.; ZAMORA, P. P.; REYES, J. Hidrdlise enzimatica de casca de arroz
utilizando-se celulases: efeito de tratamentos quimicos e fotoquimicos. Quimica Nova,
v.21,n. 2 ,p. 140-143, 1998.

EL-ZAWAWY, W. K., IBRAHIM, M. M., ABDEL-FATTAH, Y. R., SOLIMAN, N.
A., MAHMOUD, M. M. Acid and enzyme hydrolysis to convert pretreated
lignocellulosic materials into glucose for ethanol production. Carbohydr. Polym, v. 84,
p. 865-871, 2011.



86

EPE — Empresa de Pesquisa Energeética. Analise de conjuntura dos biocombustiveis:
boletins periddicos. 2016. Disponivel em:
<http://www.epe.gov.br/Petroleo/Paginas/PaineldeBiocombust%C3%ADveis%E2%80
%93Boletinsdean%C3%Allisedeconjuntura.aspx> Acesso em: 28 abr. 2017.

ERNANDES, F. M. P. G.; GARCIA-CRUZ, C. H. Analise dos parametros cinéticos
para producdo de levana por Zymomonas mobilis utilizando fermentacdo
submersa. Acta Scientiarum Technology, Maringa, v. 31, n. 1, p. 35-41, 2009.

FENGEL, D., WEGENER, G. Wood: Chemistry, Ultrastructure, Reactions. Berlin:
Walter de Gruyter, 1984. p. 613.

FOLEY, K. M.; VANDER-HOOVEN, D. I. B. Porperties and industrial uses of
corncobs. In: POMERANZ, Y.; MUNCK L. Cereals — a renewable resource. The
American Association of Cereal Chemists. St. Paul, 1981.

FU, N.; PEIRIS, P. Co-fermentation of a mixture of glucose and xylose to ethanol by
Zymomonas mobilis and Pachysolen tannophilus. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 24, n. 7, p. 1091-1097, 2008.

FURLAN, V. J. M. Produgdo de bioetanol a partir de residuos celuldsicos da
agroindustria do arroz. 2009, p. 92. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia
de Alimentos) — Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, 2009.

GARROTE, G.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Hydrothermal processing of
lignocellulosic materials. Holz Roh Werkst, v. 57, n. 1, p. 191-202, 1999.

GOMES, M. A. Destoxificacdo de hidrolisados lignocelulésicos visando a obtencao
de etanol 2G. 2015. p. 94. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Universidade Federal de Alagoas, Maceio, Alagoas, 2015.

GORSICH, S. W.; DIEN, B. S.; NICHOLS, N. N.; SLININGER, P. J.; LIU, Z. L,;
SKORY, C. D. Tolerance to furfural-induced stress is associated with pentose
phosphate pathway genes ZWF1, GND1, RPE1, and TKL1 in Saccharomyces
cerevisiae. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 71, n. 3, p. 339-49. 2006.

GUO, G. L.; CHEN, W. H.; CHEN, W. H.; MEN, L. C.; HWANG, W. S.
Characterization of dilute acid pretreatment of silvergrass for ethanol production.
Bioresourse Technology, v. 99, p. 6046-53. 2008.

GUTIERREZ-RIVERA, B. et al. Conversion efficiency of glucose/xylose mixtures for
ethanol production using Saccharomyces cerevisiae ITVO01 and Pichia stipitis NRRL Y-
7124. J. Chem. Technol. Biotechnol., v. 87, n. 2, p. 263-270, 2012.

HARMSEN, P.; HUIJGEN, W.; BERMUDEZ-LOPEZ, L.; BAKKER R. Literature
review of physical and chemical pretreatment processes for lignocellulosic
biomass. 1°Ed. Wageningen: Food & Biobased Research. 2010.

HARTMANN, H.; ANGELIDAKI, I.; AHRING, B. K. Increase of anaerobic
degradation of particulate organic matter in full-scale biogas plants by mechanical
maceration. In: Mata-Alvarez, J., Tilche, A., Cecchi, F. (Eds), 1999. Proceedings of the
Second International Symposium on Anaerobic Digestion of Solid Wastes, Barcelona,
1999.v. 1, p. 129-136.



87

HENDRIKS, A. T. W. M.; ZEEMAN, G. Pretreatments to enhance the digestibility of
lignocellulosic biomass. Bioresource Technology, v. 100, n. 1 p. 10-18, 2009.

HIMMEL, M. E. et al. Biomass recalcitrance: engineering plants and enzymes for
biofuels production. Science, v. 315, n. 5813, p. 804-807, 2007.

HIRASAWA, T. et al. Saccharomyces cerevisiae and DNA Microarray Analyses: What
Did We Learn From It for a Better Understanding and Exploitation of Yeast
Biotechnology? Appl Microbiol Biotechnol, v. 87, n. 2, p. 391-400. 2010.

HON, D. N. S., SHIRASHI, N. Wood and Cellulosic Chemistry. 22 Ed. New York:
Marcel Dekker, 1991. p. 8881.

JONSSON, L. J.; ALRIKSSON, B.; NILVEBRANT, N. O. Bioconversion of
lignocellulose: inhibitors and detoxification. Biotechnology for Biofuels, v. 6, n. 1, p.
1-16, 2013.

JONSSON, L. J.; MARTIN, C. Pretreatment of lignocellulose: Formation of inhibitory
by-products and strategies for minimizing their effects. Bioresource Technology, v.
199, n. 1, p. 103-112, 2016.

KARLSSON, O.; TORNIAINEN, P.; DAGBRO, O.; GRANLUND, K.; MOREN, T.
Presence of watersoluble compounds in thermally modified wood: carbohydrates and
furfurals. Bioresources, v. 7, n. 3, p. 3679-3689, 2012.

KARUNANITHY, C.; MUTHUKUMARAPPAN, K. Influence of extruder temperature
and screw speed on pretreatment of corn stover while varying enzymes and their ratios.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 162, p. 264-79, 2010.

KATAPODIS, P. et al. Purification and characterization of a thermostable
intracellular B-xylosidase from the thermophilic fungus Sporotrichum
thermophile. Process Biochemistry, v. 41, n. 12, p. 2402-2409, 2006.

KAZIENKO, N. C. B.; Gerenciamento de residuos agroindustriais gerados na pré-
limpeza de gréos de milho em Santa Fé del Parana, Paraguai. 2009. p. 23. TCC
(Graduacdo em Engenharia Ambiental) — Faculdade Dinamica de Cataratas, Foz do
Iguacu, 2009.

KIM, S. R.; PARK, Y. C.; JIN, Y. S.; SEO, J. H. Strain engineering of Saccharomyces
cerevisiae forenhanced xylose metabolism. Biotechnology Advances, v.31, p.851-861,
2013.

KLEINGESINDS, E. K. Avaliagdo da hidrdlise enzimatica do sabugo de
milho pré-tratado com acido diluido e surfactante para a obtencdo de bioetanol.
2017. p. 92. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Industrial) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena, 2017.

KOHNKE T. Adsorption of xylans on cellulosic fibres [Ph.D. thesis]. Goteborg,
Sweden: Department of Chemical and Biological Engineering, Chalmers University of
Technology; 2010

LAL, R. Soil Carbon Sequestration Impacts on Global Climate Change and Food
Security. Science, v. 304, n. 5677, p. 1623-1627, 2004.



88

LARSSON, S.; CASSLAND, P.; JONSSON, L. J. Development of a Saccharomyces
cerevisiae strain with enhanced resistance to phenolic fermentation inhibitors in
lignocellulosic hydrolysates by heterologous expression of laccase. Applied and
Environmental Microbiology, v. 67:p. 1163-70, 2001.

LARSSON, S.; PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B.; TENGBORG, C.;
STENBERG, K.; ZACCHI, G.; NILVEBRANT, N. O. The generation of fermentation
inhibitors during dilute acid hydrolysis of softwood. Enzyme and Microbial
Technology, v. 24, n. 3, p. 151-159, 199b.

LAVOVA, B.; URMINSKA, D.; SILLEROVA, S. Diauxic growth of Saccharomyces
cerevisiae. Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, v. 3, n. 1, p.
122-123, 2014.

LEE, J. Biological conversion of lignocellulosic biomass to ethanol. Journal of
Biotechnology, v. 56, p. 1-24, 1997.

LEMOS, J. L. S. Estudo da producdo de xilanases por aspergillus awamori em
bagaco de cana. 2001. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioguimicos) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2001.

LIMA, U. et al. Biotecnologia Industrial: Processos Fermentativos e Enzimaticos. Sdo
Paulo: Edgard Blucher LTDA, 2001.

LIN, Y.; TANAKA, S. Ethanol fermentation from biomass resources: current state and
prospects, Applied Microbiology and Biotechnology, v. 69, n. 6, p. 627—642, 2006.

LU, H.; REN, M.; ZHANG, M.; CHEN, Y. Pretreatment of Corn Stover Using
Supercritical CO2 with Water-Ethanol as Co-solvent. Biotechnology and
Bioengineering - Chinese Journal of Chemical Engineering, v. 21, n. 5, p. 551-557.
2013.

LU, X. et al. Enzymatic hydrolysis of corn stover after pretreatment with dilute sulfuric
acid. Chem. Eng. Technol., v. 30, n. 7, p. 938-944, 2007.

MAKAWI, S. Z. A.; TAHA, M. |.; ZAKARIA, B. A.; SIDDIG, B.; MAHMOD, H;
ELHUSSEIN, A. R. M.; KARIEM, E. A. G. Identification and quantification of 5-
hydroxymethyl furfural HMF in some sugar-containing food products by HPLC.
Pakistan Journal of Nutrition, v. 8, p. 1391-6, 2009.

MARTINEZ, A. T. et al. Biodegradation of lignocellulosics: microbial, chemical, and
enzymatic aspects of the fungal attack of lignin. International Microbiology, v. 8, n. 3,
p. 195-204, 2005.

MELO, S. R. F.; Atividades bioldgicas de xilana de sabugo de milho. 2010. p. 84.
Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Natal, 2010.

MENDES, C. V. et al. Integrated bioconversion of pulp and paper primary sludge to
second generation bioethanol using Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602.
Bioresource Technology, v. 220, n. 1, p. 161-167, 2016.



89

MEYER, P.A., TEWS, LJ.,, MAGNUSON, J.K., KAROGIOSIS, S.A., JONES, S.B.
Techno-economic analysis of corn stover fungal fermentation to ethanol. Applied
Energy, v.111, p. 657-668. 2013.

MICHELIN, M.; XIMENES, E.; POLIZELI, M. L. T. M.; LADISCH, M. R. Effect of
phenolic compounds from pretreated sugarcane bagasse on cellulolytic and
hemicellulolytic activities. Bioresource Technology, v. 199, n. 1, p. 275-278, 2016.

MITCHELL, V. D.; TAYLOR, C. M.; BAUER, S. Comprehensive analysis of
monomeric phenolics in dilute acid plant hydrolysates. Bioenergy Resource, v.7, p.
654-669, 2014.

MODIG, T; LIDEN, G.; TAHERZADEH, M. J. Inhibition effects of furfural on alcohol
dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase. Biochem. J., v.
363, pt. 3, p. 769-776, 2002.

MONSALVE, J. F.; PEREZ, V. I. M.; COLORADO, A. A. R. Produccion de etanol a
partir de la cascara de banano y almidén de yuca, Dyna, v. 73, n. 150, p. 21-27, 2006.

MOREIRA, J. R. Obtencdo de etanol a partir de material celulésico. In
ROSILLOCALE, BAJAY E ROTHMAN (org) “Uso da Biomassa para Producao de
Energia na Industria Brasileira”. ISBN 85-268-0685-8. Campinas, Sdo Paulo. Editora da
UNICAMP, 2005.

MOSIER, N. et al. Features of promising technologies for pretreatment of
lignocellulosic biomass. Bioresour. Technol, v. 96, n. 6, p. 673-686. 2005.

MTUI, G. Y. S. Recent advances in pretreatment of lignocellulosic wastes and
production of value added products. African Journal of Biotechnology, v. 8, n. 8, p.
1398-1415, 20009.

MUSSATTO, S. I.; DRAGONE, G.; GUIMARAES, P. M. R.; SILVA, J. P. A;
CARNEIRO, L. M.; ROBERTO, I. C.; VICENTE, A.; DOMINGUES, L.; TEIXEIRA,
J. A. Technological trends, global market, and challenges of bio-ethanol production-R1.
Biotechonology Advances, v. 28, n. 6, p. 817-830, 2010.

MUSSATTO, S. I.; ROBERTO, I. C. Alternatives for detoxification of diluted-acid
lignocellulosic hydrolyzates for use in fermentative processes: a review. Bioresource
Technology, v. 93, n. 1, p. 1-10, 2004b.

NELSON, N. A photometric adaptation of Somogy method for determination of
glucose. Biochemistry, v. 153, n. 2, p. 375-380, 1944.

NEVOIGT, E. Progress in metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae.
Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 72, n. 3, p. 379-412, 2008.

NIELSEN et al. Biomass Supply Chains for Bioenergy and Biorefining. Denmark:
Elsevier, 2016. p. 385-392.

NOGUEIRA, A.; GUYOT, S.; MARNET, N.; LEQUERE, J. M.; DRILLEAU, J. F;
WOSIACKI, G. Effect of alcoholic fermentation in the content of phenilic compounds
in cider processing. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 51, p. 1025-32,
2008.



90

NUGROHO, R. H.; YOSHIKAW. A, K.; SHIMIZU, H. Metabolomic analysis of acid
stress response in Saccharomyces cerevisiae. J Biosci Bioeng, v. 120, n. 4, p. 396-404,
2015.

OFORI-BOATENG, C.; LEE, K. T. An oil palm-based biorefinery concept for
cellulosic ethanol and phytochemicals production: Sustainability evaluation using
exergetic life cycle assessment. Applied Thermal Engineering, v. 62, n. 1, p. 90-104,
2014,

OGEDA, T. L.; PETRI, D. F. S. Hidrélise enzimatica de biomassa. Quimica Nova, Sdo
Paulo, v. 33, n. 7, p. 1549-1558, 2010.

OLIVEIRA V. S. NETO A. A. M. Effect of Time and Temperature in the Alkaline
Delignification on the cellulose hydrolysis. In: SINAFERM, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Caxias do Sul, 2011.

OSTERGAARD, S.; OLSSON, L.; NIELSEN, J. Metabolic engineering of
Saccharomyces cerevisiae. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 64, n. 1,
p. 34-50, 2000.

PACHECO, T. F. Producdo de Etanol: Primeira ou Segunda Geragdo? Circular
técnica Embrapa, Brasilia, n. 4, p. 6, abr. 2011. Disponivel em: <
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/886571/1/CITEO4.pdf>  Acesso
em: 12 abr. 2017.

PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic
hydrolysates 1l: inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource Technology, v.
74,n. 1, p. 25-33, 2000.

PARAWIRA, W.; TEKERE, M. Biotechnological strategies to overcome inhibitors in
lignocellulose hydrolysates for ethanol production: review. Critical Reviews in
Biotechnology, v. 31, n. 1, p. 20-31, 2011.

PEREIRA, Jr. N.; COUTO, M. A. P. G.; SANTA ANNA, L. M. M. Biomass of
lignocellulosic composition for fuel ethanol production and the context of
biorefinery. v. 2. 12 Ed. Rio de Janeiro: Series on Biotechnology - UFRJ, 2008. p. 45.

PEREIRA, S. C.; MAEHARA, L.; MACHADO, C. M. M.; FARINAS, C. S.
Biotechnology for Biofuels, n. 8, p. 44, 2015.

PEREZ, S.; SAMAIN, D. Structure and engineering of celluloses. Advances in
Carbohydrate Chemistry and Biochemistry. v. 64, p. 25-116. 2010.

PRETO, E. V., MORTOZA, G. L. Geracdo de Energia Elétrica Utilizando
Biomassa. 2010. TCC (Graduagdo em Engenharia Elétrica) — Universidade de Brasilia,
Faculdade de Tecnologia, Brasilia, 2010.

RABEMANOLONTSOA, S.; SAKA, H. Various pretreatments of lignocellulosics.
Bioresource Technology, v. 199, p. 83-91, 2016.

RAMOS, L. The chemistry involved in the steam treatment of lignocellulosic materials.
Quimica Nova, v. 26, n. 6, p. 863-871, 2003.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852499001613
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852499001613
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524/74/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524/74/1

91

RAMOS, R. R. F. Desenvolvimento de compositos de polipropileno (PP) com
sabugo de milho (SM) provenientes de residuos agricolas. 2013. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) — Universidade Federal da Paraiba,
2013.

RAVINDRAN, R.; JAISWAL, A. K. A comprehensive review on pre-treatment
strategy for lignocellulosic food industry waste: Challenges and opportunities.
Bioresource Technology, v. 199, p. 92-102, 2016.

RENDEIRO, G. et al. Combustdo e Gaseificagdo da Biomassa Sélida: Solugdes
Energeéticas para a Amazonia. 12 ed. Brasilia: Ministério de Minas e Energia, 2008. p.
52-63.

ROCHA, M. S. R. S.; SILVA, M. C. S.; PIMENTEL, W. R. O.; ALMEIDA, R. M. R.
G. Pré-tratamento &cido dos residuos de milho para producdo de etanol de segunda
geracdo. Engevista, v. 18, n. 2, p. 412-423, 2016.

RODRIGUEZ, E.; CALLIERI, D. A. S. High yield conversion of sucrose into ethanol
by a flocculent Zymomonas sp. isolated from sugarcane juice. Biotechnology Letters,
v. 8, n. 10, p. 745-748, 1986.

RODRIGUEZ-CHONG, A. et al. Hydrolysis of sugar cane bagasse using nitric acid: a
kinetic assessment. Journal of Food Engineering, v. 61, n. 2, p. 143-152, 2004.

ROGALINSKI, T., INGRAM, T., BRUNNER, G. Hydrolysis of lignocellulosic
biomass in water under elevated temperatures and pressures. Journal of Supercritical
Fluids, v. 47 p. 54— 63, 2008.

ROMERO I.; RUIZ E.; CASTRO E.; MOYA M. Acid hydrolysis of olive tree biomass.
Chemical Engineering Research and Design, v. 88, n. 6, p. 633-640, 2010.

ROSSELL, C. E. V. Fermentagdo do hidrolisado. In: Il WORKSHOP
TECNOLOGICO SOBRE HIDROLISE PARA PRODUCAO DE ETANOL, S#o Paulo,
2006.

ROSSI, E. et al. Pré-Tratamentos na Producdo de Etanol de Segunda Geracdo. Revista
Monografias Ambientais, v. 13, n. 4, p. 3516-3522, 2014.

RUBIN, E. M. Genomics of cellulosic biofuels. Nature, v. 454, n. 7206, p. 841-845,
2008.

SANDGREN, M.; STAHLBERG, J.; MITCHINSON, C. Structural and biochemical
studies of GH family 12 cellulases: improved thermal stability, and ligand complexes.
Progress in Biophysics and Molecular Biology, Elmsford, v. 89, n. 3, p. 246-291,
2005.

SANTOS, A. F.; Imobilizagdo de invertase comercial e de Saccharomyces cerevisiae
em sabugo de milho e bagaco de cana-de-acucar. 2010. p. 92. Dissertacdo (Mestrado
em Alimentos e Nutricdo) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Araraquara, 2010.

SANTOS, F. et al. Potencial da palha de cana-de-acUcar para producdo de etanol.
Quimica Nova, v. 35, n. 5, p. 1004-1010, 2012.



92

SANTOS, M. S. R. Estudo do pré-tratamento de palha e sabugo de milho visando a
producao de etanol 2G. 2014. p. 76. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Universidade Federal de Alagoas, Maceio, 2014.

SCHEUFELE, F. B., BUTZKE, A. L., MARRA, I. F.,, HASAN, S. D. M., FIORESE,
M. L. Otimizacéo dos parametros de hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar.
Engevista, v. 14, p. 310-321, 2012.

SILVA, N. L. C. Producao de bioetanol de segunda geracdo a partir de biomassa
residual da industria de celulose. 2010. p. 109. Dissertacédo (Mestrado em Tecnologia
de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

SOMOGYI, M. Notes on sugar determination. Journal of Biologycal Chemistry, v.
195, n. 1, p. 19-23, 1952,

STATSOFT INC. Statistica for windows. Tulsa: STATSOFT, 1996.

STRAPASSON A., FAGA, M. T. W. Energy efficiency and heat generation: an
integrated analysis of the brazilian energy mix, International Energy Journal, v. 8, p.
50-59, 2007.

SUN, R. C. Detoxification and separation of lignocellulosic biomass prior to
fermentation for bioethanol production by removal of lignin and hemicelluloses.
Bioresource Technology, v. 4, p. 452-5, 2008.

SUN, Y.; CHENG, J. Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: A
review. Bioresource Technology, Essex, v. 83, n. 1, p. 1-11, 2002.

TAHERZADEH M. J.; KARIMI K. Pretreatment of lignocellulosic wastes to improve
ethanol and biogas production: a review. International Journal Molecular Sciences,
v.9,n.9,p. 1621-1651, 2008.

TALEBNIA, F.; KARAKASHEV, D.; ANGELIDAKI I. Production of bioethanol from
wheat straw: an overview on pretreatment, hydrolysis and fermentation. Bioresource
Technology, v. 101, p. 4744-53, 2010.

TOSETTO, G. M. Comportamento de linhagens industriais de Saccharomyces
frente a compostos inibitorios presentes no melaco de cana-de-acUcar na producao
de bioetanol. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) — Universidade Estadual
de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica, Campinas,
2008.

TRINCA, N. R. R. Producdo de bioetanol pelo consorcio com Zymomonas. mobilis e
Candida Tropicalis em hidrolisado acido da casca de soja (Glycine max). 2014. p.
107. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, S&o José do Rio Preto, 2014.

TRINCA, N. R. R.; BRUNATTI, A. C. S.; GARCIA-CRUZ, C. H. The influence of the
presence of phenolic compounds in culture medium containing acid hydrolysate of
soybean hulls as substrate to produce ethanol. Brazilian Archives of Biology and
Technology, v. 60, p. 11, 2017.



93

TOMAS-PEJO E. Fermenting microorganisms for 2nd generation bioethanol
production. In: Min-Tze L, editor. Bioprocess Science and Technology. New York,
USA: Nova publishers; 2011. pp. 107-208

UNICA, Unido das Industrias de Cana de Agctcar. Unica prevé reducdo da moagem
na safra 2013/2014, com destaque para a queda de producdo em SP. Sao Paulo,
2015. Disponivel em:
<http://www.unica.com.br/noticia/43665534920341709819/unica-preve-reducao-da-
moagem-na-safra-2013-por-cento2F2012-por-cento2C-com-destaque-para-a-queda-de-
producao-em-sp> Acesso em: 17 maio 2017.

VIEIRA, R. C.; ANTUNES, D. P. C.; SILVA, M. C. S.; ALMEIDA, R. M. R. G.
Estudo do processo de hidrolise de residuos lignocelul6sicos do milho para producéao de
bioetanol. In: XX CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA QUIMICA, v. 1,
n. 2, 2015, Florianopolis. Blucher Chemical Engineering Proceedings, 2015.

VIGNOLLI, J. A. Efeito da osmolalidade do meio, permeabilizacdo e imobilizacéo de
Zymomonas mobilis na producdo de sorbitol. 2003. p. 52. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2003.

WADSKOG, I.; ADLER, L. lon homeostasis in Saccharomyces cerevisiae under
NaCl stress. In. HOHMANN, S.; MAGER, W. Yeast stress response. Berlin:
Springer, 2003, p. 201-240.

WALKER, G. M. Yeast Physiology and Biotechnology. Chichester: John Wiley e
Sons, 1998. p. 362.

WANG, G. S. PAN, X. J.; ZHU, J. Y.; Gleisner R. Sulfite pretreatment to overcome
recalcitrance of lignocellulose (SPORL) for robust enzymatic saccharification
of hardwoods. Biotechnology Progress, v. 25, n. 4, p. 1086-93, 20009.

WANG, X. et al. Metabolomic analysis reveals key metabolites related to the rapid
adaptation of Saccharomyces cerevisiae to multiple inhibitors of furfural, acetic acid,
and phenol. OMICS., v. 17, n. 3, p. 150-159, 2013.

WYMAN, C. E.; DALE, B. E.; ELANDER, R. T.; HOLTZAPPLE, M.; LADISCH, M.
R.; LEE, Y. Y. Coordinated development of leading biomass pretreatment technologies.
Bioresource Technology, v. 96, n. 18, p. 1959-1966, 2005.

XING R.; QI W.; HUBER G. W. Production of furfural and carboxylic acids from
waste aqueous hemicelluloses solutions from the pulp and paper and cellulosic ethanol
industries. Energy and Environmental Science, v. 4, n. 6, p. 2193-2205, 2011.

YADAV, K. S.; NASEERUDDIN, S.; PRASHANTHI, G. S.; SATEESH, L.; RAO, L.
V. Bioethanol fermentation of concentrated rice straw hydrolysate using co-culture of
Saccharomyces cerevisiae and Pichia stipitis. Bioresource Technology, v. 102, p.
6473-678, 2011.

ZHANG, M. et al. Biorefinery approach for cassava-based industrial wastes: Current
status and opportunities. Bioresource Technology, v. 215, n. 1, p. 50-62, 2016.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23421908

94

ZHANG, M.; WANG, F.; SU, R.; QI, W.; HE, Z. Ethanol production from high dry
matter corncob using fed-batch simultaneous saccharification and fermentation after
combined pretreatment. Bioresource Technology, v. 101, n. 13, p. 4959-4964, 2010.

ZHAO, J.; XIA, L. Simultaneous saccharification and fermentation of alkaline-
pretreated corn stover to ethanol using a recombinant yeast strain. Fuel Processing
Technology, v. 90, p. 1193-1197. 2009.

ZHENG, Y.; PAN, Z.; ZHANG, R. Overview of biomass pretreatment for cellulosic
production, International Journal of Agricultural and Biological Engineering, v. 2,
n. 3, p. 51-68, 2009.

ZHU, J. Y. Physical pretreatment-woody biomass size reduction-for forest biorefinery.
ACS symposium series. 2011. Sustainable production of fuels, chemicals and fibers
from forest biomass. (Chapter 4). 2011. p. 89-107.

ZHU, J. Y.; PAN, X. J.; WANG, G. S.; GLEISNER, R., 2009. Sulfite pretreatment
(SPORL) for robust enzymatic saccharification of spruce and red pine. Bioresource
Technology, v. 100, p. 2411-2418, 2009.

ZHU, J. Y; PAN, X. J; WANG, G. S.; GLEISNER, R. Sulfite pretreatment (SPORL) for
robust enzymatic saccharification of spruce and red pine. Bioresource Technology, v.
100, n. 8, p. 2411-2418, 2009.



8. ANEXOS

8.1 CURVA PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCARES TOTAIS

95

Tabela 15 — Concentracdes de glicose (g/L) e absorbancias obtidas na construgdo da curva
padrdo para quantificacdo de agucares totais.

[glicose] (g/L)

Absorbancia (hm)

0,02 0,212
0,04 0,457
0,06 0,677
0,08 0,821
0,10 1,002
Figura 34 — Curva padréo de glicose para agucares totais.
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8.2 CURVA PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCARES REDUTORES

Tabela 16 — Concentracdes de glicose (g/L) e absorbancias determinadas na obtencdo da curva
padrdo de glicose para agucares redutores.

[glicose] (g/L) Absorbancia (hm)
0,04 0,201
0,08 0,421
0,10 0,551
0,12 0,676
0,16 0,850
0,20 1,103

Figura 35 — Curva padréo de glicose para agucares redutores.
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83 CURVA PADRAO DE ACIDO VANILICO PARA COMPOSTOS
FENOLICOS

Tabela 17 — Concentragdes de acido vanilico (g/L) e absorbancias determinadas na obtencédo da
curva padrdo de acido vanilico para determinacdo de compostos fendlicos.

Concentracao (g/L) Abs (nm)
0 0
0,02 0,105
0,04 0,229
0,06 0,330
0,08 0,418
0,10 0,497
0,12 0,594
0,14 0,676
0,16 0,781
0,20 0,939
0,25 1,141

Figura 36 — Curva padréo de acido vanilico para calculo do teor de compostos fendlicos.
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84 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR PARA A LEVEDURA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Tabela 18 — Peso celular da levedura (g/L) e absorbancias determinadas na obtencdo da curva
do crescimento de Saccharomyces cerevisiae.

Peso celular (g/L) Abs (nm)
0,36 0,818
0,4 0,965
0,46 1,009
0,46 0,989
0,54 1,185
0,7 1,455
0,76 1,457
1,12 1,793
1,38 1,982
2,82 2,52

Figura 37 — Curva padréo de glicose para crescimento da Saccharomyces cerevisiae.
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