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RESUMO

Com o desgaste continuo das reservas de combustiveis fésseis e 0 aumento das emissbes de
gases nocivos a atmosfera, cresce a necessidade de explorar energias que sejam renovaveis,
sustentaveis e acessiveis. Nesse sentido, o etanol de segunda geracdo tem ganhado destaque
como uma opcao viavel aos combustiveis tradicionais, ja que é produzido a partir de materiais
lignocelulodsicos, como residuos agricolas. O pé de milho é um residuo gerado em grande
quantidade apds a colheita do milho, cuja composicéo possibilita sua utilizacdo na producéo de
bioetanol de segunda geracéo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar fisico-quimicamente a
biomassa de milho e estabelecer valores adequados para 0s parametros da hidrélise enzimatica
da biomassa, utilizando o complexo celulolitico produzido por Penicillium sp. FSDE 15. Além
disso, promoveu-se o0 pré-tratamento acido do residuo e realizou-se a hidrolise enzimatica antes
e apoOs o pré-tratamento, com a quantificacdo dos acUcares redutores (AR) produzidos. Os
licores obtidos durante o pré-tratamento e a hidrolise enzimatica foram fermentados, e 0s
valores de °Brix e AR foram quantificados antes e ap6s o0 processo, acompanhando 0 consumo
de acUcares fermentesciveis. Durante os ensaios de hidrdlise, o pico de producdo de agucares
redutores nos primeiros minutos de reacdo demonstrou a eficiéncia da conversédo da celulose
em glicose, com produtividade de 24,2%, evidenciando a aplicabilidade do complexo
enzimatico obtido por Penicillium sp. FSDE 15 para obtencdo de agUcares fermentesciveis da
biomassa in natura. A hidrélise enzimatica apds o pré-tratamento acido mostrou uma producao
de AR 4 vezes menor do que a HE da biomassa in natura, evidenciando a producdo de
inibidores durante o pré-tratamento. Os licores, apds a filtracdo do pré-tratamento acido e a
hidrélise enzimaética, foram fermentados, e os valores maximos de geracao de etanol foram de
1,828 g/L apos a primeira lavagem do residuo do pré-tratamento e de 1,354 g/L apds a hidrolise
enzimatica do material in natura. Verificou-se que a utilizacdo de fungos filamentosos, que
geralmente ndo sdo usados comercialmente para a producéo de celulases, representa uma nova
alternativa para o aproveitamento integral do milharal ap6s a colheita. Além disso, o pé de
milho apresenta grande potencial para a producéo de etanol de segunda geracao.

Palavras-chave: etanol de segunda geracdo, biomassa lignocelulésica, hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

With the continuous depletion of fossil fuel reserves and the increase in emissions of harmful
gases into the atmosphere, the need to explore renewable, sustainable, and accessible energy
sources is growing. In this regard, second-generation ethanol has gained prominence as a viable
alternative to traditional fuels, as it is produced from lignocellulosic materials, such as
agricultural waste. Corn stover is a waste generated in large quantities after corn harvesting,
and its composition allows for its use in the production of second-generation bioethanol. The
objective of this study was to physicochemically characterize corn biomass and establish
suitable values for the parameters of enzymatic hydrolysis of the biomass using the cellulolytic
complex produced by Penicillium sp. FSDE 15. Additionally, acidic pre-treatment of the
residue was conducted, and enzymatic hydrolysis was performed before and after the pre-
treatment, with the quantification of reducing sugars (RS) produced. The liquors obtained
during the pre-treatment and enzymatic hydrolysis were fermented, and the °Brix and RS values
were quantified before and after the process, monitoring the consumption of fermentable
sugars. During the hydrolysis trials, the peak production of reducing sugars in the first few
minutes of reaction demonstrated the efficiency of converting cellulose into glucose, with a
productivity of 24.2%, highlighting the applicability of the enzymatic complex obtained from
Penicillium sp. FSDE 15 for obtaining fermentable sugars from raw biomass. Enzymatic
hydrolysis after acidic pre-treatment showed RS production four times lower than that from the
raw biomass, indicating the production of inhibitors during the pre-treatment. The liquors, after
filtering the acidic pre-treatment and enzymatic hydrolysis, were fermented, with maximum
ethanol yields of 1.828 g/L after the first wash of the pre-treated residue and 1.354 g/L after the
enzymatic hydrolysis of the raw material. It was found that the use of filamentous fungi, which
are generally not commercially used for the production of cellulases, represents a new
alternative for the complete utilization of cornfields after harvesting. Furthermore, corn stover
shows great potential for the production of second-generation ethanol.

Keywords: second-generation ethanol, lignocellulosic biomass, enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A continua necessidade de mudanca no cenério energético tem sido cada vez mais
presente nas discussdes politicas ao redor do mundo, uma vez que 0 aumento da
temperatura da Terra vem ocasionando potenciais alteracdes climaticas, produto da
elevada emissao de gases do efeito estufa na atmosfera. Nesse cendrio, surge a busca por
novas alternativas sustentdveis de baixo custo para substituir os combustiveis ndo
renovaveis (Li et al., 2020).

Nesse cenario, é essencial buscar novas maneiras de producdo, aproveitando
diversas fontes de matéria-prima, incluindo o uso de residuos provenientes da
agroindustria. Dentre as alternativas disponiveis, 0os materiais lignocelulésicos chamam a
atencdo pelo seu alto potencial na producéo de etanol de segunda geracao, representando
uma solucdo promissora para o setor energético (Bohn, 2018).

No Brasil, a cada ciclo de plantio, a colheita de milho resulta em cerca de 90
milhdes de toneladas de gréos anualmente (CONAB, 2023). Esse volume expressivo vem
acompanhado de uma grande quantidade de residuos agricolas, ja que o cultivo de milho
pode produzir entre 6 e 12 toneladas de residuos por hectare (Embrapa, 2011). O residuo
lignocelulésico em questdo, consiste em palha, caule, folhas e sabugo, normalmente
deixados no solo apds a colheita para a ciclagem de seus nutrientes, com enfoque na
cultura sucessiva.

Para produzir etanol de segunda geracédo a partir de residuos lignocelulésicos, é
necessario inicialmente quebrar a celulose e a hemicelulose em agUcares simples, que
depois serdo convertidos em bioetanol. No entanto, esses polissacarideos estdo fortemente
ligados a lignina, que torna a parede celular resistente e dificulta essa quebra (Bohn,
2018). Para otimizar o0 acesso a celulose e hemicelulose na etapa de hidrolise, é essencial
submeter a biomassa a um pré-tratamento, que pode ser fisico, quimico ou mecanico,
aumentando assim sua area superficial (Baksi et al., 2019). A eficacia dessa etapa €
determinante para maximizar a liberacdo de aguUcares, sendo um ponto critico para
aprimorar o desempenho geral do processo (Galbe e Zacchi, 2012).

O meio bioldgico mais comumente utilizado para a converséo de celulose ao seu
mondmero (glicose) é a hidrolise enzimatica, uma vez que produz menos inibidores do
que a hidroélise acida, além de gerar produtos que causam um menor impacto ambiental.

(Nunes et al., 2013). A degradacdo da celulose, através da hidrolise enzimética, é
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realizada de forma mais eficaz a partir das celulases, enzimas produzidas com maior
eficiéncia proveniente de fungos (Catelan e Pinotti, 2019).

A producédo de bioetanol ainda enfrenta obstaculos econdmicos significativos,
principalmente por conta do alto custo das enzimas celulases, essenciais para a
degradacéo da celulose presente na biomassa e a geracdo de agucares fermentaveis. Esses
custos estdo diretamente relacionados a eficiéncia com que as enzimas sdo produzidas,
geralmente por fungos, e a quantidade de atividade enzimatica recuperada no extrato
bruto apds a fermentacdo. Dessa forma, a producdo de celulase se torna um elemento
chave para a hidrdlise de materiais celuldsicos e € crucial para viabilizar a conversao de

biomassa lignoceluldsica em bioetanol (Santos, 2014).

1.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo do extrato enzimatico produzido pelo Penicillium sp. FSDE
15 na hidroélise da biomassa de milho e na producdo de etanol pela fermentacdo do caldo
obtido.

1.2 Objetivos especificos

Preparar e caracterizar a biomassa do pé de milho;

e Fazer o pré-tratamento acido da biomassa do pé de milho;

e Produzir o extrato enzimatico por cultivo em estado sélido usando o Penicillium
sp. FSDE 15 e estabelecer as melhores condi¢es de pH e temperatura para
hidrélise enzimatica;

e Realizar a hidrolise da biomassa do pé de milho in natura e pré-tratada;

e Promover a fermentacdo dos licores apds filtracdo do pré-tratamento acido e apés

a hidrolise enzimatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biomassa lignocelulosica

2.1.1 Pé de milho

O milho (Zea mays L.), pertencente a familia Gramineae/Poaceae, € uma planta
mondica com estruturas reprodutivas de ambos 0s sexo0s. Sua estrutura distinta é fruto da
remocao, compactacdo e multiplicacdo de elementos presentes na anatomia tipica das
gramineas. Essas caracteristicas garantem sua eficiéncia reprodutiva e adaptabilidade.
(Magalhdes et al., 2020). O pé de milho é composto por raizes fibrosas e caule
segmentado, que pode chegar a até 2 metros de altura. As flores masculinas da planta
encontram-se no penddo, localizado no topo. Além disso, as flores femininas ficam nas
espigas, que crescem ao longo do caule e desenvolvem os grdos ap6s a polinizacdo. Os
"cabelos”, chamados de estigmas ou estilos, localizados nas espigas, retém o polen,
permitindo a reproducéo e a formacéao dos gréos, que séo as sementes do milho. A Figura

1 ilustra os componentes da planta do milho.

Figura 1 - Representacéo das estruturas do pé de milho.
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Fonte: Gould et al. (2017).

Conforme dados da CONAB (2024), no Brasil, a extensdo de terras dedicadas ao

cultivo de milho ¢é de 78,53 milhdes de hectares, e a estimativa de producédo para a safra
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2024/2025 é de 119,1 milhdes de toneladas. No entanto, essa grande producdo gera
também uma grande quantidade de residuos, entre 10 e 12 toneladas por hectare de
colheita de milho, sendo divididos em: colmos (50%), folhas (20%), sabugos (20%) e
palha (10%) (Gould, 2007). Esses residuos variados possuem composicoes
lignocelulosicas que diferem entre si, mantendo semelhanca nos niveis de celulose, mas
apresentando quantidades distintas de hemicelulose e lignina (Sheehan et al., 2017).

O pé de milho apresenta caracteristicas que potencializam seu uso além das
aplicacdes convencionais, como cobertura de solo, fonte de matéria organica e
alimentacdo animal, devido ao seu ciclo de crescimento curto e menor teor de lignina em
comparagao com outras fontes vegetais, como arvores (Gould, 2007). Por isso, a biomassa
se destaca como matéria-prima promissora para a producdo de bioetanol de segunda

geracdo (2G). A Figura 2 mostra a composi¢do quimica da biomassa de milho.

Figura 2 - Composigo quimica do caule, folha e palha do pé de milho.

Cinzas Extrativos  Lignina Total Celulose Hemicelulose
Caule (%) 2,86+134 25,36=1,64 17,46+2,60 37.01+1,63 28,44+0,88
Folha (%) 5,79+0,12  25,46+1,53 13,24+2,04 33,32+1,16 28,29+0,96

Palha (%6) 3.15+£0,13 22,61+2,54 11,54+1,17 30.93=1,11 31,01+1,70

Fonte: (Bohn, 2018).

2.2 Estrutura lignocelul6sica vegetal

2.2.1. Celulose e Hemicelulose

De acordo com Rodrigues et al. (2017), a celulose se destaca como o principal
elemento nos materiais lignoceluldsicos. Esse carboidrato complexo é composto por
moléculas de glicose conectadas através de ligagdes B-1,4-glicosidicas. As cadeias de
celulose se organizam e se estabilizam por meio de ligagGes de hidrogénio, que ocorrem
tanto entre as proprias moléculas quanto entre diferentes cadeias. Isso resulta na formacéo
de microfibrilas elementares, que consistem em cerca de 36 cadeias empilhadas e tém
uma largura que varia de 3 a 4 nm (Martins, 2018).

As microfibrilas que constituem a celulose se entrelagam por meio da

hemicelulose, que ocupa o segundo lugar em termos de abundancia na composicao da
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lignocelulose. A hemicelulose € um polissacarideo amorfo que consiste em uma mistura
de agucares com cinco e seis carbonos, como arabinose, galactose, glicose, manose e
xilose, além de desoxiagucares e acidos urbnicos. Essas estruturas sdo envoltas pela
lignina, um polimero aromatico que é formado por trés componentes fendlicos principais:
alcool p-cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, junto com seus respectivos

derivados (Rodrigues et al., 2017).

2.2.2. Lignina

A lignina compde entre 10% e 20% da biomassa lignocelulésica, dependendo da
espécie. E constituida por unidades de fenilpropano, mantidas unidas por varios tipos de
ligacOes, e esta intimamente ligada a hemicelulose e a celulose, atuando como uma "cola"
que as mantém juntas, conferindo resisténcia a parede celular vegetal. A lignina é
hidrofébica, o que impede a entrada de dgua nas paredes celulares, protegendo a celulose
e a hemicelulose. Além disso, é extremamente resistente a degradacdo quimica e
enzimatica, sendo responsavel por proteger a biomassa lignocelulésica do ataque
bacteriano (Rodrigues et al., 2017).

A lignina pode ser extraida da biomassa lignoceluldsica por tratamentos fisicos,
quimicos e/ou bioguimicos. Em geral, os tratamentos quimicos levam a quebra de
ligacOes ester e éter entre a lignina e os polissacarideos da parede celular, além das
ligacOes éter arilicas e difenil éter da estrutura macromolecular da lignina, resultando na
formagéo de fragmentos de menor massa molecular (Figueiredo et al., 2017).

Devido a complexidade estrutural das biomassas lignocelulosicas, é necessario
um pré-tratamento para maximizar seu uso como matéria-prima na producdo de
compostos quimicos de alto valor agregado. Esse pré-tratamento modifica as
caracteristicas fisico-quimicas da biomassa, alterando a proporcéo e a distribuicao de cada

fragcéo, a morfologia estrutural e rompendo a regido cristalina da celulose (Lima, 2018).

2.3. Producdo de celulases por fermentacdo em estado solido (FES)

As enzimas celuloliticas (celulases) sdo utilizadas na hidrélise de biomassa
lignocelulosica na industria bioenergética (Saloméo et al., 2018), sendo compostas por

um complexo de trés enzimas: endoglucanases, exoglucanases e [-glucosidases. O
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complexo enzimatico opera de forma harmoénica na degradacdo da sequéncia de
polimeros da celulose (Farinas, 2015). Entretanto, o preco elevado da producdo de
enzimas constitui uma barreira para a sua utilizacdo em grandes volumes, podendo
corresponder a até 40% do custo total do processo (Saloméo et al., 2018).

Todavia, as vantagens da rota enzimatica, como menor gasto energético e a
auséncia de subprodutos toxicos, tornam a utilizacéo das celulases uma via promissora na
indUstria de energia renovavel (Casciatori, 2015). Surgem entdo alternativas para
obtencdo de enzimas de baixo custo e elevada eficiéncia, como a fermentacdo em estado
solido (FES), que utiliza residuos agroindustriais como meio de cultivo e fungos
filamentosos (Farinas, 2015; Salomao et al., 2018).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um processo no qual os microrganismos
crescem sobre uma base solida, com pouca ou nenhuma presenca de agua livre
(Garciagalindo et al., 2019). Esses organismos podem se desenvolver entre as particulas
do substrato ou na sua superficie, aproveitando os nutrientes e produzindo diferentes
metabdlitos e enzimas ao longo do processo (Rodrigues et al., 2015).

Nesse sentido, os fungos filamentosos sdo mais adequados para a FES devido as
suas caracteristicas estruturais, que permitem colonizar e penetrar no substrato com maior
facilidade. As hifas fingicas se espalham eficientemente e possuem boa tolerancia a baixa
quantidade de dgua (Abdullah et al., 2014). Além disso, a aplicacdo de aeracdo forcada
na fermentacdo em estado solido (FES) potencializa o crescimento celular e, por

consequéncia, melhora a producédo de enzimas (Ambrozim, 2019; Farinas, 2015).

2.4. Pré-tratamento do material lignocelulésico

O material lignocelulésico é principalmente formado por celulose, hemicelulose
e lignina, criando uma estrutura vegetal cristalina que € altamente estavel. Para acessar a
fracdo sacaridica (celulose e hemicelulose) em forma de agUcares fermentaveis, é
imprescindivel realizar pré-tratamentos que desestruturem essa composi¢éo (Dias et al.,
2013). Para otimizar o uso da biomassa lignoceluldsica, esses pré-tratamentos sdo
necessarios para a separacdo de seus componentes, conforme mostrado na Figura 3. Os
processos de deslignificacdo sdo fundamentais para quebrar o complexo entre celulose,

hemicelulose e lignina, facilitando o fracionamento da biomassa (Melati et al., 2017).
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Figura 3 - Representacéo do efeito do pré-tratamento na estrutura da biomassa.

Pré-tratamento 7
—_— \

Fonte: Mosier et al. (2005).

O pré-tratamento é a etapa na qual toda ou parte da estrutura lignocelulésica da
biomassa sera quebrada, facilitando a subsequente acdo das enzimas no processo de
hidrélise, resultando na liberacdo de agUcares fermentesciveis, como a glicose. A quebra
da biomassa pode ser realizada por diferentes métodos, como quimicos, com adicdo de
acidos, bases, solventes organicos ou liquidos i6nicos; fisicos, como pré-tratamentos
mecanicos, hidrotérmicos, ultrassdnicos ou radia¢do de micro-ondas; e bioldgicos, com a
utilizacdo de microrganismos, como fungos ou bactérias. Além disso, ha combinacdes de
métodos, como o pré-tratamento alcalino assistido por micro-ondas (Mitri et al., 2022).

Diferentemente do pré-tratamento acido, que € focado na hidrélise da
hemicelulose, o pré-tratamento alcalino tem como principal objetivo a deslignificacdo da
biomassa, onde ocorre a quebra das ligacbes éter entre as unidades de fenilpropano,
gerando grupos fendlicos e aumentando a reatividade das fibras. Este método varia
conforme o substrato e as condi¢des aplicadas, mas, em geral, o pré-tratamento alcalino
é mais eficaz em biomassas com alto teor de lignina, como madeira dura e residuos

agricolas (Pinheiro, 2022).

2.5. Hidrdlise enzimética

A hidrolise enzimatica utiliza enzimas, como as celulases, para quebrar a
biomassa lignocelulésica em agucares fermentesciveis de menor peso molecular. No
processo de producdo de etanol a partir de material lignocelulosico, as leveduras

alcoolicas ndo tém a capacidade de fermentar diretamente a biomassa, sendo necessario
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transformar as cadeias polimeéricas de celulose e hemicelulose em moléculas de glicose
para que ocorra a fermentacdo (Souto et al., 2017).

O processo catalitico da hidrolise enzimatica da celulose inicia-se com a ligacao
das celulases a superficie do substrato, prosseguindo com a quebra das liga¢des -1,4-
glicosidicas. O complexo enzimatico celulolitico é composto pelas enzimas
endoglucanases, as celobiohidrolases ou exoglucanases ¢ as -glicosidases ou celobiases,
cada classe de celulase rompe uma regido da celulose especificamente (Silva, 2011),
como representa a Figura 4. Um elemento essencial que afeta a taxa de hidrdlise € a
capacidade da enzima de acessar os locais de adsor¢do presentes na estrutura cristalina da
celulose (Viikari et al., 2012). Assim, o pré-tratamento é fundamental para aumentar a
area superficial do substrato, facilitando a adsor¢cdo das enzimas e, consequentemente, a

eficiéncia da hidrolise.

Figura 4 - Enzimas envolvidas na hidrolise da celulose.
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3MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1. Obtencéo do extrato enzimatico

3.1.1. Preparo do indculo

Para preparar o meio de cultivo a base de arroz, utilizou-se uma metodologia
baseada em protocolos da EMBRAPA/CPATSA, com adaptacdes realizadas por Mélo
(2016) . Inicialmente, cerca de 30 g de arroz foram umedecidos com agua destilada, em
quantidade suficiente para cobri-los completamente. O arroz permaneceu de molho por
aproximadamente 30 minutos. Apos esse tempo, 0 excesso de dgua foi removido. Em
seqguida, 10 g do arroz umedecido foram transferidos para frascos de 250 mL
(erlenmeyers) e autoclavados por 15 minutos a 121 °C. Apos o resfriamento completo do
arroz esterilizado, procedeu-se a inoculacdo do microrganismo.

Para inocular o Penicillium sp. FSDE 15 no arroz, uma solucéo espessante (Tween
80 a 0,3%, v/v) foi adicionada em placas de Petri contendo o fungo e meio &gar-batata.
Usando uma alca de platina, os esporos presentes no meio de cultivo foram
cuidadosamente desprendidos, formando uma suspensdo homogénea. Utilizando um
pipetador automatico, 1 mL dessa suspensdo de esporos foi transferido para cada
erlenmeyer contendo o arroz previamente esterilizado.

Os frascos foram fechados com tampédo de gaze e algoddo, e incubados a 28 °C
por um periodo de 10 a 12 dias, ou até que o arroz estivesse completamente coberto pelos
esporos. Apos o cultivo, os frascos foram mantidos sob refrigeracdo, onde poderiam ser
armazenados por até trés meses, antes de serem utilizados na preparacédo do inéculo para
0s ensaios de fermentacdo.

Foi a realizada a suspensdo dos esporos do fungo Penicillium sp. FSDE 15
cultivado em meio contendo arroz hidratado. A suspensdo foi feita sob agitacdo manual,
utilizando 40 mL de solugéo espessante (Tween 80 a 0,3%, v/v), suficiente para cobrir o
arroz. Em seguida, o inoculo foi filtrado em algoddo e reservado para iniciar a
fermentacéo.

Para quantificar a suspensao, foi realizada a contagem de esporos em camara de
Neubauer espelhada, com o auxilio do microscépio. A quantidade da suspensdo de

esporos adicionada ao meio de fermentagéo foi ajustada para alcangar uma concentragdo



20

de 108 esporos por grama de substrato solido. O ajuste foi realizado a partir das Equacdes
le2:

CI=Zxx5x104xf (1)

Em que:

CI: concentracdo do indculo (esporo/mL);

> x: numero de esporos na camera de Neubauer (centro e as quatro extremidades);

5: multiplicagéo de expanséo para os 25 quadrantes totais da camara;

10*: conversdo de mm?® para cm? (ja que cada quadrante da cAmara apresenta dimensoes
1x1x0,1 mme

f: fator de diluicdo da amostra (caso tenha ocorrido diluicdo).

CdxM
V=

- @

Em que:

Cd: concentracdo desejada (esporos/q);

V: volume do inéculo (mL);

C: concentracgdo de esporos (esporos/mL) e
M: massa do substrato (100 g).

3.1.2. Fermentacdo em meio solido (FES)

Preparou-se 0 meio de cultivo, seguindo as condi¢des mais adequadas apontadas
por Santos (2021). O meio utilizado para realizar o cultivo foi 50% de sabugo de milho e
50% de farelo de trigo umedecido a 60%, o ensaio foi realizado em triplicata, em
Erlenmeyers de 500 mL de capacidade contendo 40 g do meio umidificado e 2 mL do
indculo.

Para umedecer o meio de cultivo, utilizou-se uma solucéo de sulfato de amonia
1% (m/mu20). Com isso, para preparar a solucdo, foi necessario calcular a quantidade de
agua para umedecer cada substrato, a partir do teor de umidade apresentada por cada

substrato, como mostra a Equacéo 3.

_ MSx (UI — US)

MA
1-UI

©)
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Em que:

MA: massa de &gua ();

MS: massa de substrato (g);

Ul: umidade ideal do substrato e

US: umidade real do substrato.

Os substratos umedecidos foram agitados para uniformizagdo e dispostos em
frascos Erlenmeyer de 500 mL para esterilizagdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Posteriormente, os frascos com os meios de cultivo foram deixados em temperatura
ambiente para resfriamento. Em seguida, foi realizada a inoculagdo com o0s esporos
previamente suspensos e quantificados conforme a Equacdo 2. Foi necessario
homogeneiza-los bem para garantir um crescimento uniforme do fungo. Apds a
inoculacdo, os meios de cultivo foram mantidos em estufa a 30 °C por sete dias e,
posteriormente, armazenados em geladeira para analises futuras. A Figura 5 mostra o

crescimento do fungo em estufa.

Figura 5 - Crescimento em estufa do fungo Penicillium sp. FSDE 15.

3.2 Determinacdo da atividade enzimatica das celulases

O extrato enzimatico foi obtido pela adicdo de 20 mL de tampao citrato de sédio
50 mM (pH 3,0, 4,5 e 6,0) para cada 1 g do meio fermentado. Apds homogeneizacéo e
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, a amostra foi filtrada utilizando

algoddo. O extrato enzimatico foi armazenado em geladeira para posterior analise da
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atividade de CMCase (endoglicanase) e FPase (celulase total). A determinacdo da

atividade enzimética foi conduzida conforme Ghose (1987), com adaptacdes.

3.2.1. CMCase

Para a analise de endoglicanase (CMCase), foram inicialmente utilizados dois
tubos: um tubo de reacdo (TUBO R), contendo 1 mL do extrato enzimatico e 1 mL de
uma solucéo de carboximetilcelulose (CMC) a 1% (w/w) preparada em tampdo citrato de
sodio 50 mM (pH 3,0, 4,5 e 6,0); e um tubo de controle (TUBO S), contendo 1 mL do
extrato enzimatico e 1 mL do tampéo de reacdo. Apds homogeneizagdo, 0s tubos R e S
foram mantidos em banho termostatico a 50 °C por 30 minutos.

Em seguida, enquanto os tubos eram resfriados em banho gelado, foram
preparados tubos de ensaio, em triplicata, contendo 0,5 mL de DNS (acido 1,3-
dinitrossalicilico) para cada um dos tubos R e S, a fim de interromper a reacdo. Apds o
resfriamento, 0,5 mL de cada tubo foi pipetado para os tubos contendo 0,5 mL de DNS.
Para zerar o espectrofotdmetro, utilizou-se um tubo branco contendo 1 mL de DNS e 1
mL de tampé&o.

Com isso, a quantificacdo de agUcares redutores (AR) foi realizada conforme o
protocolo descrito por Vasconcelos et al. (2017). O extrato enzimatico foi centrifugado
antes da analise, uma vez que os esporos em suspensao dificultam a leitura de AR. A

atividade enzimética foi calculada a partir da Equacéo 4.

CMCase (g> _ ARuberado X 10° _ (ARcom substrato — ARbranco) X 10°

(4)

Em que:

ARcom substrato: l€itura de agucares redutores no tubo contendo o substrato, onde ocorreu
reacdo enzimatica (incluindo fator da curva padréo da glicose);

ARuranco: leitura de agucares redutores no tubo da amostra em branco, onde ndo houve
reacao enzimatica por ndo haver substrato (incluindo fator da curva padrdo da glicose);
108: fator de conversdo que transforma grama em micrograma (portanto, mol em
micromol);

180: massa molar da glicose (g/mol) e

30: tempo de reacdo em minutos.



23

3.2.2. FPase

A atividade de celulase total (FPase) foi determinada a partir da dosagem de
acucares redutores liberados durante a degradacdo de uma fita de papel de filtro
qualitativo medindo 1,0 x 6,0 cm. Foram inicialmente utilizados dois tubos: um tubo de
reacdo (TUBO R), contendo o papel de filtro imerso em 2 mL de extrato enzimético; e
um tubo de controle (TUBO S), contendo 2 mL do extrato enzimético. Apds
homogeneizacéo, os tubos R e S foram mantidos em banho termostatico a 50 °C por 30
minutos.

Em seguida, enquanto os tubos eram resfriados em banho gelado, foram
preparados tubos de ensaio, em triplicata, contendo 0,5 mL de DNS (acido 1,3-
dinitrossalicilico) para cada um dos tubos R e S, a fim de interromper a reacdo. Apés o
resfriamento, 0,5 mL de cada tubo foi pipetado para os tubos contendo 0,5 mL de DNS.
Para zerar o espectrofotdmetro, utilizou-se um tubo branco contendo 1 mL de DNS e 1
mL de tampéo.

Com isso, a quantificacdo de acucares redutores (AR) foi realizada conforme o
protocolo descrito por Vasconcelos et al. (2017). O extrato enzimatico foi centrifugado
antes da analise, uma vez que os esporos em suspensdo dificultam a leitura de AR. A
atividade enzimética foi calculada a partir da Equacéo 5.

()

FPase (g) — ARliberado X 106 — (ARcom substrato — ARbranco) X 106
180 x 30 180 x 30

Em que:

ARcom substrato: l€itura de agucares redutores no tubo contendo o substrato, onde ocorreu
reacao enzimatica (incluindo fator da curva padréo da glicose);

ARbranco: leitura de agucares redutores no tubo da amostra em branco, onde nao houve
reacao enzimatica por ndo haver substrato (incluindo fator da curva padrdo da glicose);
108 fator de conversdo que transforma grama em micrograma (portanto, mol em
micromol);

180: massa molar da glicose (g/mol) e

30: tempo de reacdo em minutos.
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3.3 Planejamento experimental para determinar as melhores condi¢des da hidrdlise

enzimatica

As anélises de atividade enzimatica (CMCase e FPase) foram realizadas em
diferentes valores de pH para a extracdo do meio fermentado (extrato enzimatico),
utilizando tampao citrato de sédio 50 mM (pH 3,0, 4,5 e 6,0) e diferentes temperaturas
(30, 45 e 60 °C). O ensaio foi conduzido conforme um planejamento experimental 22 para
determinar a melhor condicdo para realizar a hidrélise enziméatica. As Tabelas 1 e 2
exibem, respectivamente, os niveis e a matriz do planejamento. Os niveis foram definidos
com base nos estudos de Santos (2021). As andlises de atividade enzimatica foram

realizadas de acordo com os itens 3.2.1 e 3.2.2.

Tabela 1: Niveis do planejamento experimental para a hidrélise.

Variavel (-1) (0) (+1)
pH 3,0 4,5 6,0
Temperatura (°C) 30 45 60

Tabela 2: Matriz do planejamento experimental fatorial 22 com trés repeticbes no plano central.

Ensaio pH Temperatura (°C)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

3.4 Caracterizagao da biomassa

O pé de milho (exceto o sabugo) foi recolhida em rocados de agricultura familiar
na regido da grande Jodo Pessoa apds a colheita do milho. O material foi seco a 60 °C por
24 h e moido em liquidificador. A Figura 6 mostra as etapas da obtengdo da biomassa de

milho.
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Figura 6 - Etapas da obtencdo da biomassa de milho.
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Na caracterizacdo da biomassa, foram avaliados os seguintes parametros fisico-
quimicos: pH, umidade, sélidos sollveis totais (°Brix) e acucares redutores (AR). As

analises foram feitas em triplicata.

3.4.1 pH

A determinacdo do pH foi realizada de acordo com a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz (Brasil, 2005), utilizando-se um pHmetro. Foi adicionado 1 g da biomassa a
20 mL de agua destilada. Apds agitacdo magnética por 20 minutos, a mistura foi filtrada

em algodao. O filtrado foi recolhido para leitura.

3.4.2 Umidade

A umidade da biomassa, em base seca, foi determinada pela diferenca entre a

massa da amostra Umida e ap6s secagem em estufa a 105 °C por 24 horas (MORAIS et
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al., 2010). Pesou-se 2 g da amostra em cadinhos previamente tarados e secos em estufa.
Em seguida, foram resfriados em dessecador por 30 minutos e pesados. O resultado foi
expresso em porcentagem (m/m). O teor de umidade foi determinado pela Equacéo 6:

(MRAU — MRAS)
TU (%) = AT X 100% (6)

Em que:

TU = teor de umidade da amostra, %;

MRAU = massa do conjunto recipiente/amostra imida;
MRAS = massa do conjunto recipiente/amostra seca e

MAU = massa da amostra Gmida.

3.4.3 Sélidos soluveis totais (°Brix)

A leitura do °Brix foi realizada diretamente em refratdbmetro de Abbe, segundo o
procedimento descrito pelas normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005).
Apbs adicdo de 1 g da amostra a 10 mL de agua destilada, a mistura foi homogeneizada
e deixada em repouso por 30 minutos. Apés filtracdo em algoddo, o filtrado foi
centrifugado por 2 minutos a 120 rpm e levado ao refratdmetro para a leitura. O valor

obtido foi multiplicado pelo fator de diluicéo.

3.4.4 Acucares redutores (AR)

Os acucares redutores foram quantificados com base no procedimento descrito por
Miller (1959), que consiste na redugdo do &cido 3,5 dinitrosalicilico a 3-amino-5
nitrosalicilico (DNS), com a oxidacéo simultdnea do grupo aldeido do agucar a grupo

carboxilico.

Em um béquer, foi adicionado 1 g da biomassa e 100 mL de &gua, mantidos sob
agitacdo por 30 minutos. Apds a filtragdo com algodéo, transferiu-se 1 mL do filtrado
para um tubo de ensaio contendo 1 mL de solu¢gdo DNS. Um branco foi preparado com 1
mL de DNS e 1 mL de agua destilada. Os tubos contendo as réplicas do experimento e o
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branco ficaram em banho de agua fervente por exatos 5 minutos. Em seguida, os tubos
foram retirados do banho e resfriados a temperatura ambiente. Apds o resfriamento, foram
adicionados 8 mL de &gua destilada a cada tubo e, ap6s homogeneizacéo, foi feita a leitura

da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro a 540 nm (Vasconcelos et al., 2017).

3.5 Pré-tratamento acido da biomassa de milho

A Figura 7 ilustra as etapas dos processamentos de pré-tratamento seguido de

hidrélise enzimatica e fermentacao.

Figura 7 — Diagrama geral dos processos de pré-tratamento, hidrélise enzimatica e fermentagao.

pH
Umidade
Caracterizacio TR TS
(STl totais (°Brix)

Acuicares
redutores (AR)

$sa in natura apos

secagem e moagem

Pré- I

tratamento

Biorreator: l

agitagio nivel

RERRS I Hidrolise enzimitica da Aesdn HCE, Pré-tratamento da
l::"z'l: biomassa in natura xl“/:ufj'z'"‘:a biomassa de milho apés
ity 100°C por 70 secagem e moagem
com pH 3,0 minutos
Filtragio a
vicuo e

filtragio com

Filtracdo nylon:
simples compressio
manual

ajustado B
Fracdo liquida

pIl
r j '-
ajustado s =
= I'rituracio
para 4,5 fari
com almofariz
S5 % de
- = fermento Micro
1 Fermentacio do bioligico ensio: S0°C
filtrado ¢ dos (:aldos de (Saccharomyces [IUSEIEHTN Hidrolise enzimitica da
lavagem da biomassa cerevisiue) Extrato biomassa pré-tratada
para cada caldo celulolitico

com pH 3,0

O pre-tratamento foi conduzido em autoclave a 100°C por 70 minutos (Santos,
2021), com proporgdo de material lignocelulosico/acido de 1:10. Em um Erlenmeyer de
1000 mL, pesaram-se 40 g de biomassa de milho e 400 mL de solucéo de &cido sulfirico
a 1% (m/v), e a mistura foi homogeneizada adequadamente. Apos 0 ensaio, realizou-se a

filtracdo a vacuo, e o filtrado original foi armazenado. Posteriormente, a filtracdo foi
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realizada com filtro de nylon e compressdo manual; o material foi lavado com agua
destilada, e o filtrado resultante foi armazenado. Em seguida, o residuo foi lavado até que
0 pH da &gua fosse obtido, em torno de 6,0. Logo ap6s, a biomassa de milho foi recolhida

e seca a 60°C por 24 horas.

3.6 Hidrolise enzimatica

De acordo com Oliveira (2017), pesaram-se 10 g da biomassa in natura e 500 mL
do extrato enziméatico bruto preparado a partir do melhor ensaio de pH realizado no
planejamento experimental do item 3.4, extraido na propor¢do de 20 mL para cada grama
de carga enzimatica (meio fermentado) (Santos, 2021). O ensaio foi conduzido em
biorreator da marca Marconi, sob agitacao (nivel 4 do equipamento), por 130 minutos, a
50°C (melhor temperatura do planejamento experimental). Nos primeiros 20 minutos, de
5 em 5 minutos, foram retiradas amostras de 6 mL para realizar leitura de AR, além do
ponto 0, recolhido apds a homogeneizacdo da biomassa. Posteriormente, foram retiradas
aliquotas em intervalos de tempo variaveis até atingir 130 minutos, totalizando 12 pontos
para realizar leitura de AR (agucares redutores), sequindo a metodologia descrita por
Vasconcelos et al. (2017). A Figura 8 mostra o processo de hidrolise enzimética.

Figura 8 - Hidrdlise enzimatica em biorreator do tipo CSTR. (a) biorreator apenas contendo o extrato

enzimatico bruto; (b) apds adicdo da biomassa de pé de milho.
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No entanto, para a hidrolise do residuo de milho ap6s o pré-tratamento, foi
realizado um micro ensaio, 1g da biomassa pré-tratada foi pesada apdés moagem com

ajuda do almofariz e 50 mL de extrato enzimatico bruto preparado a partir do melhor
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ensaio de pH realizado no planejamento experimental do item 3.4, na proporcao de 20
mL para cada grama de carga enzimética (meio fermentado) (Santos, 2021). O ensaio foi
conduzido em banho-maria, sob agitacdo manual, por 130 minutos, a 50°C (melhor
temperatura do planejamento experimental). Nos primeiros 20 minutos, de 5 em 5
minutos, foram retiradas amostras de 6 mL para realizar leitura de AR, além do ponto 0,
recolhido apds a homogeneizagdo da biomassa. Posteriormente, foram retiradas aliquotas
em intervalos de tempo variaveis até atingir 130 minutos, totalizando 12 pontos para
realizar leitura de AR (acUcares redutores), seguindo a metodologia descrita por
Vasconcelos et al. (2017).

3.7 Fermentacdo dos licores do pré-tratamento e da hidrélise enzimatica

Antes do processo de fermentacdo, foi necessaria a correcdo do pH dos licores
para o valor étimo para as leveduras (pH = 4,5). Para isso, foi preparada uma solugéo de
NaOH (0,2 M), que foi gotejada nos licores acidos do pré-tratamento. Nos licores apds a
hidrolise enzimatica, a correcdo foi realizada com uma solucédo de citrato de sodio (0,1
M). Em ambos os casos, um pHmetro foi utilizado para controlar o ajuste do pH. A
proporcao utilizada na fermentacéo foi de 5% (m/v) de levedura para cada mL de licor, a
fermentacdo foi realizada em temperatura ambiente e sem agitacdo. As leituras de solidos
sollveis (°Brix) e de acucares redutores (AR) foram realizadas antes e apds 24 horas de
fermentacgdo, com o objetivo de monitorar o consumo de agUcares e a producdo de etanol.
A Figura 9 mostra os Erlenmeyers contendo os licores fermentados apds o periodo

estabelecido.

Figura 9 - Licores fermentados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo fisico-quimica da biomassa de milho

A principio, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica do pé de milho,
considerando que o estudo prévio do residuo vegetal pode contribuir para a eficiéncia do
processo de conversdo da biomassa em acUcares fermentaveis. Para isso, foram
analisados parametros como umidade, pH, °Brix e agUcares redutores (AR), cujos valores

estéo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacéo da biomassa (base seca).

Parametros analisados Valores
Umidade (%) 8,9+0,11
Teor de solidos solaveis totais (°Brix) 2,58+£0,14
pH 4,96 £ 0,02
AR (g/L) 0,77 £ 0,008

O teor de umidade do pé de milho, cerca de 8,9%, indicou que o material possui
uma boa capacidade de armazenamento e conservacao, uma vez que teores elevados de
umidade (acima de 10%) favorecem o crescimento de microrganismos (Meneguetti et al.,
2010), causando deterioracdo da biomassa, comprometendo sua qualidade e competindo
com as enzimas utilizadas no processo de hidrdlise. Nesse sentido, Bohn (2018) obteve
valores semelhantes de umidade para materiais lignocelulésicos, como caule (7,46%),
folha (5,9%) e palha (5,24%), assim como Carvalho (2016), que relatou um teor de
umidade de 8,49% para a palha de milho.

O pH do pé de milho, de aproximadamente 4,96, foi adequado, uma vez que nao
interfere negativamente na hidrélise enziméatica. Considerando que as enzimas celulases
permanecem estaveis e eficazes em condic6es de pH &cido (Santos, 2021).

O °Brix de 2,58 mostrou o teor de solidos sollveis totais — SST (acUcares,
polissacarideos, proteinas e minerais) disponiveis na biomassa. Apesar de ser um valor
baixo comparado ao de outros residuos lignocelulosicos, como o bagaco de malte, que
possui cerca de 17,5 °Brix (Oliveira, 2017), ainda indica um potencial de conversdo em

acucares fermentesciveis.
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O valor de AR encontrado, 0,77 g/L, confirma o baixo °Brix medido, indicando
uma quantidade de agUcares fermentaveis inferior ao esperado. No entanto, o teor de AR
pode ser significativamente aumentado ap6s pré-tratamentos que promovem a quebra da
recalcitrancia da lignina e a exposicao das fibras de celulose e hemicelulose, permitindo

sua conversdo em monémeros como a glicose.

4.2. Analise do planejamento experimental

O planejamento experimental fatorial foi realizado com o intuito de analisar as
atividades enziméticas (CMCase e FPase) em diferentes temperaturas e valores de pH
(variaveis independentes), bem como a influéncia de suas interacdes na eficiéncia
enzimatica. Os niveis foram baseados na estabilidade enzimatica estudada por Santos

(2021). A Tabela 4 mostra os valores de atividade enzimética de cada ensaio.

Tabela 4 - Atividade celulolitica em funcao da variacio de pH e temperatura.

Ensaio pH Temperatura (°C)  FPase (U/g) CMCase (U/g)
1 -1 (3,0) -1 (30,0) 19,83 141,52
2 +1 (6,0) -1 (30,0) 19,06 50,15
3 -1 (3,0) +1 (60,0) 23,34 168,88
4 +1 (6,0) +1 (60,0) 22,20 54,89
5 0 (4,5) 0 (45,0) 35,52 104,86
6 0 (4,5) 0 (45,0) 23,21 104,86
7 0 (4,5) 0 (45,0) 25,62 94,10
4.2.1. CMCase

O gréfico de Pareto apresenta, de forma visual, quais sdo os fatores mais
significativas em um conjunto de dados, ajudando a identificar as areas de maior impacto.
No contexto experimental, mostra a significAncia dos efeitos e das interacGes das
variaveis independentes (pH e temperatura) nas variaveis dependentes (atividades
enzimaticas).

Dessa forma, o grafico observado na Figura 10 indica o efeito dos dois parametros
analisados, além da interacdo entre eles na variavel de resposta (CMCase). Observa-se

que o efeito do pH é estatisticamente significativo a 95% de confianca. No entanto, a
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interacdo tem influéncia negativa sobre 0 processo, 0 que pode representar uma reducéao
significativa na atividade enzimatica para altos valores de pH.

Figura 10 - Influéncia dos parametros pH e temperatura na eficiéncia celulolitica (CMCasg).

DV: CMCase

(1)pH

{2)Temperstura

1by2

A partir dos resultados obtidos durante o planejamento experimental fatorial, foi
possivel desenvolver um modelo de regresséo linear de primeira ordem para descrever o
processo avaliado. O modelo relaciona a atividade celulolitica com as variaveis de pH e
temperatura. A analise do modelo revelou uma precisdo muito alta, com um coeficiente
de determinacéo R? de 99,31%. Esse indicador sugere que o modelo se ajusta aos dados,
fornecendo uma explicacdo confiavel das influéncias das varidveis estudadas sobre a
atividade celulolitica. A equagdo 7 mostra 0 modelo encontrado ao tratar os dados do

planejamento experimental.

Atividade celulolitica = 102,8596 — 51,3372 PH + 8,02423 T — 5,6538 PH.T  (7)

A Tabela 5 mostra a analise de variancia (ANOVA) dos resultados relacionados a
atividade enzimatica e o resultado do Teste F, que indica a relagdo entre 0 Fcaiculado € O
Ftabelado. De acordo com Barros et al. (1995), se essa razdo for igual ou superior a 1, a
regressao é considerada estatisticamente significativa, indicando que ha interacdo entre
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as variaveis independentes e dependentes. Ademais, para que a regressao também seja
eficaz para previsdes, ou seja, um modelo preditivo, a razéo deve exceder 4,0.

Desse modo, pode-se observar um valor de 11,273 para o teste F e R? foi de
99,31% indicando que as interacdes da variavel dependente sdo satisfatoriamente
explicadas pelo modelo proposto, na faixa de valores estudados para as variaveis
analisadas. Os dados revelam que o modelo matemaético estudado é significativo a 95%
de confianca e pode ser utilizado para fins preditivos.

Tabela 5 - ANOVA do planejamento experimental (CMCase).

Fonte de soma Graus de Média Ftab

variacio quadratica liberdade quadratica Fea (5%) Feal/Frab
Regressao 10542,05 1 10542,05 114,194 10,130 11,273
Residuo 461,570 5 92,317
Falta de ajuste 9,34 1 9,34
Erro puro 66,810 2
Total 11003,62 6
R? 99,308

A partir dos resultados foi plotada a descrigdo grafica do modelo matematico, a
qual resume o que acontece quando cada varidvel independente, e suas interagcdes sdo
variadas. A superficie de resposta da Figura 11, através da distribuicdo de cores, mostra
que o pH é o parametro que mais influéncia na variavel de resposta. Observa-se na
superficie 0 aumento da atividade enzimatica para aproximadamente 168,88 U/g quando
foi utilizado um pH de 3,0. Além do mais, quando a temperatura foi de 60°C, houve

também a maior atividade celulolitica.
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Figura 11 - Superficie de resposta para a atividade de CMCase em funcéo do pH e temperatura.

DV: CMCase

Figura 12 - Gréfico de contorno para a atividade de CMCase em fung&o do pH e temperatura.

DV: CMCase
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A Figura 12 mostra o gréafico de contorno gerado a partir dos dados do
planejamento experimental, o grafico mostra que na regido de temperatura de 50°C houve
atividade enzimatica. A temperatura de 50°C foi escolhida para realizar a hidrolise

enzimatica, visando garantir a estabilidade térmica das enzimas durante o processo.
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4.2.2. FPase

O gréfico observado na Figura 13 indica o efeito das variaveis independentes
analisadas, além da interacdo entre elas na variavel de resposta (FPase). Observa-se que
o efeito do pH e da temperatura néo foi estatisticamente significativo a 95% de confianca.
Isso pode ter ocorrido devido a faixa limitada de niveis testados, a possivel insensibilidade
da enzima FPase as condicOes especificas geradas pelo planejamento experimental, ou a
variabilidade experimental, que pode ter ocasionado erros. No entanto, a Figura 14 mostra
uma tendéncia que vai de encontro com a atividade de CMCase, altas temperaturas (60°C)

e baixos valores de pH (3,0).

Figura 13 - Influéncia dos parametros pH e temperatura na eficiéncia celulolitica (CMCase).

DV: FPase

{2)Temperatura 5102275

(1)pH - 146782

1by2 -.027964

p=.05

Figura 14 - Médias previstas para a variavel FPase.

(95.% confidence intervals are shown in parentheses)
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4.3. Hidrélise enzimética da biomassa in natura

A Tabela 6 apresenta os resultados da hidrélise enzimética do pé de milho.

Tabela 6 - Quantificacdo de AR durante a hidrélise enzimatica do pé de milho.

Tempo (minutos) AR (g/L) Produtividade

(g/L.min)

0 1,646 0,000

5 2,858 24,243
10 3,336 9,553
15 3,667 6,622
20 3,947 5,595
30 4,221 2,740
45 4,205 -0,101
60 3,968 -1,586
75 4,240 1,814
95 4,247 0,038
115 4,415 0,837
130 4,613 1,319

No inicio do processo de hidrdlise enzimatica, foi quantificada a atividade
celulolitica do ponto 0, da qual se obteve 78,320 U/g. Nos primeiros 5 minutos, ha o maior
pico de produtividade, 24,243 g/L.min, indicando o inicio da converséo de celulose em
glicose. Apos este pico inicial de produtividade, que no decorrer do processo tende a
diminuir, observa-se 0 aumento na quantidade de acUcares redutores, indicando que a
enzima continua atuando na quebra das moléculas de celulose.

Em 75 minutos, identificou-se uma quantidade significativa de aglcares redutores
presentes no meio. Entretanto, houve uma reducéo significativa da produtividade, uma
vez que, a medida que o meio se torna rico em acgucares, as enzimas sofrem inibicao,
diminuindo a velocidade do processo de conversdo enzimatica (Cabiac et al., 2011).
Observa-se no grafico da Figura 15 que o processo tende a estabilizar a partir de 95
minutos.

O processo catalitico da hidrolise enzimatica se inicia com a adsor¢do das
celulases na superficie do substrato, seguida pela ruptura das ligacdes. A taxa de hidrolise
é fortemente influenciada pela facilidade com que a enzima pode acessar o0s sitios de

adsorcéo na estrutura cristalina da celulose (Viikari et al., 2012; Modenbach et al., 2013;
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Costa et al., 2021). Portanto, a etapa de pré-tratamento é essencial, pois aumenta a area

superficial disponivel, facilitando a adsorcao da enzima (Cabiac et al., 2011).

Figura 15 - Gréfico da hidrdlise enzimatica do pé de milho in natura.
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4.4, Comparacdo da hidrélise enzimética da biomassa in natura e pré-tratada

A Figura 16 mostra o grafico de comparacao da hidrolise enzimatica da biomassa
de milho antes e apds o pré-tratamento com acido diluido (HCI 1% m/v). Observando o
gréafico, nota-se que a biomassa in natura liberou mais acgucares redutores (AR) ao longo
do tempo do que a pré-tratada com &cido, apresentando até 4 vezes mais producdo de AR.

Figura 16 - Gréfico de comparagéo da hidrélise enzimética antes e ap0s pré-tratamento.
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Estudos realizados por Santos (2021), com o pré-tratamento do sabugo de milho
com H2S04 1% (m/v) a 100°C por 70 minutos, seguido de hidrolise enzimatica utilizando
complexo celulolitico produzido por Penicillium sp. FSDE 15 liofilizado, mostraram um
teor maximo de AR de aproximadamente 23,07 g/L ap6s 30 minutos de reacdo. No
presente trabalho, a conversdo maxima que a biomassa pré-tratada atingiu foi de 1,370
g/L em 130 minutos de reagdo. Nesse cenario, o baixo rendimento de agUcares redutores
pode ser explicado pela utilizacdo do extrato enzimético bruto, sem as etapas de
concentracdo e liofilizacdo, uma vez que essas etapas promoveram um aumento de 21
vezes na concentracdo enzimatica em termos de quantificacdo de FPase, passando de
0,048 para 1,008 FPU/mL (Santos, 2021).

Por outro lado, a reducdo da sacarificacdo apds o pré-tratamento e a producéao
linear de AR pode ter ocorrido devido a formacao de inibidores durante a reacdo e/ou a
exposicdo ineficaz da celulose. Como a granulometria do material ndo estava uniforme,
a fracdo com menor tamanho de particula foi hidrolisada rapidamente, enquanto a parte
com maior granulometria apresentou maior resisténcia, uma vez que a adsorcdo das
enzimas ao material pode ter sido impedida pela recalcitrancia residual das particulas
maiores. Além do mais, também pode ser explicado pela hidrélise da parte amorfa da
biomassa com aumento da cristalinidade residual.

Nessas circunstancias, Carvalho (2016) pré-tratou a biomassa de milho com &cido
diluido (H2S04 0,5%) a 121 °C por 15 minutos e realizou a hidrélise enzimatica da fracao
solida com 20 FPU/mL de Cellic Ctec 2 a 50 °C, obtendo que o melhor indice de ART
(g/L) foi o da palha de milho com 5 g da biomassa apds 48 horas de rea¢do, com valor de
30,68 g/L.

4.5. Producdo de etanol a partir da fermentacao dos licores do pré-tratamento acido e da

hidrélise enzimatica

Os dados apresentados na Tabela 7 exibem a quantificacdo de acgUcares redutores
(AR), solidos soluveis totais (°Brix) e bioetanol obtidos a partir de diferentes fragdes de
liquidos (original e lavagens) do pré-tratamento com &cido diluido da biomassa

lignocelulésica e da hidrolise enzimética (HE) da biomassa in natura.
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Tabela 7 - Resultados da fermentacéo.

Apds HE (sem
pré-tratamento)
AR (inicial) 0,286 + 0,0015 6,771+0,018 0,863+ 0,014 4,801 + 0,0040

AR (final) 0,140+ 0,0025 3,189+0,011 0,711+0,034 2,146 + 0,0087

Original 12 lavagem 2% lavagem

°Brix inicial 6,5+0,0 3,5+0,14 0,5+0,14 25+0,14
°Brix (final) 55+0,14 35+0,14 0,5+0,14 25+0,14
Bioetanol (g/L) 0,074 1,828 0,078 1,354

No liquido original, a concentracgdo inicial de AR foi (0,286 g/L), resultando em
uma baixa producdo de etanol (0,074 g/L), devido a presenca de inibidores gerados
durante o pré-tratamento, como furfural, HMF (5-hidroximetilfurfural) e &cidos organicos
provenientes da degradacao da hemicelulose, que prejudicam a eficiéncia da fermentacao
ao inibir a atividade das leveduras (Vaz et al., 2017; Simdes et al., 2020). Na 22 lavagem,
a concentracdo de AR foi bem menor (0,863 g/L), com uma consequente reducdo na
producdo de etanol (0,078 g/L), indicando que poucos agUcares ainda estavam
disponiveis.

Entretanto, na 12 lavagem, houve uma liberacdo significativa de agucares (6,771
g/L), o que levou a uma maior producdo de etanol (1,828 g/L), mostrando que a maior
parte dos acglcares fermentaveis foi extraida nessa etapa. 1sso pode ser explicado pela
utilizacdo da prensa manual ao lavar o residuo do pré-tratamento, pois quantidades
significativas de acucares fermentaveis podem ter sido liberadas durante o processo. Os
valores encontrados podem ser comparados a resultados de outros trabalhos que relatam
a eficiéncia do pré-tratamento &cido na solubilizacdo de hemicelulose, liberando pentoses
e hexoses rapidamente fermentaveis, como comprovado por Costa et al. (2021). Os
valores de °Brix permaneceram relativamente constantes nas lavagens, evidenciando que
parte dos solidos solUveis ndo fermentaveis estava presente, contribuindo para os valores
observados.

O caldo apo6s hidrolise enzimatica da biomassa de milho in natura resultou em
uma concentracdo inicial de AR de 4,801 g/L. Apoés a fermentacdo, essa concentracao foi
reduzida para 2,146 g/L, indicando o consumo significativo de acglcares fermentaveis,
como glicose e xilose. A producéo de bioetanol atingiu 1,354 g/L, um valor menor que o

da 12 lavagem do pre-tratamento acido, mas ainda relevante, considerando a auséncia de
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pré-tratamento na biomassa. O valor de °Brix permaneceu estavel em 2,5, sugerindo a
presenca de compostos ndo fermentaveis no caldo.

De acordo com Bohn (2018), a fermentacdo do hidrolisado obtido nas etapas de
pré-tratamento (0,2 g CaO/g de biomassa e 70 °C) e hidrolise enzimatica, utilizando-se
enzimas comerciais nas concentracoes de 2% Ctec2 (m/m) e 0,5% Htec2 (m/m), resultou
em um rendimento de 0,376 g de etanol por grama de glicose, empregando uma levedura
comercial e outra isolada a partir de biomassa em decomposic¢ao proveniente da biomassa
de milho (caule, folha e palha).

Carvalho (2016) pré-tratou a biomassa de milho com acido diluido (H2SOa 0,5%)
a 121 °C por 15 minutos, realizou a hidrélise enzimatica da fracdo sélida com 20 FPU/mL
de Cellic Ctec 2 a 50 °C e fermentou o hidrolisado utilizando S. cerevisiae a 30 °C,
obtendo rendimentos acima de 90,97%, com uma concentracdo de cerca de 3,9 g/L para

ambas as biomassas (palha e sabugo).

5 CONCLUSOES

e Foi produzido o extrato enzimatico bruto, alcancando uma atividade em CMCase
de 78,320 U/g. As enzimas utilizadas no estudo ndo passaram por etapas de
purificacdo ou concentracdo, e os valores obtidos refletem a qualidade das
enzimas produzidas, demonstrando seu potencial na conversao da biomassa do pé
de milho em etanol.

e A biomassa do pé de milho mostrou-se adequada para o processo de hidrélise
enzimatica, apresentando pardmetros semelhantes aos de outras biomassas
utilizadas na producdo de acUcares fermentesciveis, conforme relatado na
literatura.

e A partir dos resultados do planejamento experimental e das analises estatisticas,
concluiu-se que os valores 6timos de pH e temperatura para a realizagdo do ensaio
de hidrolise foram, respectivamente, 3,0 e 60 °C. No entanto, é necessario realizar
um ensaio de otimizacao.

e O ensaio de hidrolise enziméatica demonstrou que as enzimas celulases sdo
capazes de degradar a biomassa. No entanto, a biomassa necessita de um pré-
tratamento mais eficaz, visto que o pre-tratamento utilizado ndo disponibilizou a

celulose de maneira adequada para a adsor¢ao das enzimas.
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e Verificou-se que a utilizacdo de fungos filamentosos, que geralmente ndo sdo
usados comercialmente para a producdo de celulases, representa uma nova
alternativa para o aproveitamento integral do milharal ap6s a colheita. Além disso,
0 pé de milho apresenta grande potencial para a producdo de etanol de segunda
geracao.
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