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RESUMO

Com o intuito de aumentar a performance de pré-tratamentos de biomassa
lignoceluldsica, o presente estudo foi realizado aplicando imidazol como solvente
organico para o pré-tratamento de residuo de biomassa lignoceluldsica proveniente
do processamento do milho, sendo elas o sabugo de milho (CC) e casca da espiga
(CS), com foco na recuperagdo de celulose para a produgédo de etanol. O pré-
tratamento foi realizado em diferentes temperaturas (120, 150 e 180°C) e tempo (30
e 60 min), com a taxa de biomassa:imidazol de 1:9 (g.g'). Realizou-se a
caracterizagao das alteragbes quimicas nas biomassas apos o pré-tratamento atraves
da composi¢ao quimica, morfologia de superficie, nivel de cristalinidade da celulose e
mudancas na composi¢cao total. Os resultados mostraram que o complexo
lignoceluldsico apresentou alteragdes significativas durante o pré-tratamento com
imidazol, revelado através da redugao de lignina, de forma a alcangar 81,7% e 74%
para CS em 180°C-60min e CC em 180°C-30min, respectivamente. A quantidade de
celulose presente nos solidos recuperados ao final do pré-tratamento foi 1,5 vezes
maior que em biomassa bruta. A biomassa pré-tratada passou por hidrélise enzimatica
e e pré-tratamento em temperaturas elevadas (150°C e 180°C), respectivamente,
alcancando rendimento de glucose de 100% para CC e 77% para CS em uma carga
enzimatica (Cellic CTec3®) de 15 FPU.g" de substrato. A fermentagdo da glucose
ocorreu através da sua metabolizagdo por Saccharomyces cerevisiae CAT-1 usando
a biomassa hidrolisada, obtendo-se rendimento o rendimento da fermentagcao de 82%
em 12h para CC (180°C-30min) e de 66% para CS (150°C-60min).

Palavras-chave: Etanol. Casca de espiga. Sabugo de milho. Deslignificagdo. Imidazol



ABSTRACT

In order to increase the performance of lignocellulosic biomass pretreatments,
the present study was carried out by applying imidazole for the pretreatment of
lignocellulosic biomass residue from corn, such as corn cob (CC) and corn straw (CS),
focusing on the recovery of cellulose for ethanol production. The pretreatment was
performed at different temperatures (120-180°C) and time (30 and 60 min), with the
biomass:imidazole ratio of 1:9 (m.m"). The chemical changes in the biomass were
characterized after pretreatment through chemical composition, surface morphology,
cellulose crystallinity level and changes in the total composition. The results showed
that the lignocellulosic complex had significant changes during pretreatment with
imidazole, revealed through lignin reduction, in order to reach 81.7% and 74% for CS
in 180°C-60min and CC in 180°C-30min, respectively. The amount of cellulose in
solids recovered at the end of the pretreatment was 1.5 times higher than in crude
biomass. The pretreated biomass was enzymatic hydrolysate and pretreated at high
temperatures (150°C and 180°C), respectively, achieving glucose yield of 100% for
CC and 77% for CS at an enzymatic load (Cellic CTec3) of 15 FPU.g™" of substrate.
The glucose fermentation occurred through its metabolization by Saccharomyces
cerevisiae CAT-1 using the hydrolysate biomass, and was obtained a yield of 82% in
12h for CC (180°C-30min) and 66% for CS (150°C-60min).

Keywords: Ethanol.Corn Straw. Corn Cob. Delignification. Imizadole.
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1 INTRODUGAO

Os biocombustiveis sdo uma alternativa para mitigar os problemas de
poluicdo causados pelo uso indiscriminado de combustiveis fosseis, uma vez que
essas fontes de bioenergia podem ser produzidas a partir da biomassa vegetal, um
recurso abundante e renovavel (SOCCOL et al., 2010). Até 2024, espera-se que a
industria de biocombustiveis nos EUA, Francga e Brasil gere mais de US$ 950 milhées
(“Global Market Insights”, 2019), e, entre as opg¢bes de energia mais limpas, o
bioetanol tem a maior capacidade de produgdo global, além das politicas
governamentais mais avangadas para a mistura de biocombustiveis com gasolina
(NIPHADKAR; BAGADE; AHMED, 2018). Além disso, alguns paises (por exemplo,
Brasil, india e EUA) ja haviam introduzido o bioetanol puro como alternativa a gasolina
(MORALES et al., 2015; SOAM et al., 2016; WOJTUSIK et al., 2016). Este
biocombustivel pode ser produzido a partir de biomassa primaria ou secundaria, onde
o ultimo é considerado mais sustentavel, uma vez que € um recurso de baixo custo
que deriva do lixo lignocelulésico e n&o é utilizado como alimento humano
(AGOSTINHO et al., 2014).

Uma quantidade expressiva de diferentes residuos lignocelulésicos é
produzida em grande parte em todo o mundo, especialmente matéria-prima de milho,
como a palha e o sabugo (MORALES et al., 2015; ZABED et al., 2016), uma vez que
este cereal é o maior produto agricola do mundo (1.0 x 10° toneladas/ano) (FAO,
2019), sendo o Brasil o terceiro pais a produzir mais milho no mundo (1.01 x 108
toneladas) (FAO, 2019).

A conversao da biomassa lignocelulésica em bioetanol consiste geralmente
em trés etapas: pré-tratamento, responsavel pela separacdo da lignina, celulose e
hemicelulose, e tornar a celulose acessivel para o proximo passo; hidrolise, em que
os polimeros de acucar sao reduzidos a monémeros; e apos a hidrdlise, esses
mondmeros sao convertidos em etanol por bactérias e/ou leveduras na etapa de
fermentacdo (SOCCOL et al.,, 2011). O pré-tratamento € um passo crucial para
produzir bioetanol a partir da biomassa lignocelulésica, uma vez que seu objetivo € a
deslignificagdo, de modo que a estrutura da celulose pode se tornar mais acessivel
para a hidrélise, aumentando assim o rendimento do agucar que pode ser fermentado
em etanol (ZABED et al., 2017).
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O pré-tratamento pode ser realizado usando métodos fisicos, quimicos, fisicos
e biolégicos, sendo que diferentes combinag¢des desses tratamentos foram testadas
para buscar o menor custo e impacto ambiental (XIMENES et al., 2011). Ainda assim,
as aplicagdes mais comuns nesta etapa séo explosdo de vapor com acido diluido,
tratamento de alcali e acido diluido sequencial e tratamento alcalino (BARTOS et al.,
2020; HEMANSI et al., 2020; RAMOS et al., 2015), que sao prejudiciais ao meio
ambiente devido aos subprodutos gerados.

Morais De Carvalho et al., (2017) propuseram o uso de imidazol, considerado
um "solvente verde", no pré-tratamento de biomassa lignocelulésica, uma vez que
este reagente oferece risco toxico relativamente baixo, e alta eficiéncia na
deslignificagdo (TAN; LEE, 2012; TAN et al., 2020; USMANI et al., 2020). Além disso,
também apresenta baixa toxicidade (JORDAN et al., 2014a). Como vantagens
industriais, este solvente tem alto ponto de ebulicdo, e baixa pressao de vapor, o que
o torna facilmente gerenciavel (MORAIS et al., 2016a; TOSCAN et al., 2019a). No
entanto, o imidazol ainda nao foi testado no pré-tratamento de casca de espiga e

sabugo de milho.

1.1 JUSTIFICATIVA

O presente estudo tem como objetivo analisar os efeitos do imidazol no pré-
tratamento de sabugo de milho e casca de espiga, e a eficiéncia de conversao da
celulose em glicose por hidrdlise enzimatica para produgao de bioetanol. O uso desse
solvente verde tem potencial para tornar esse processo mais sustentavel e baixo custo

em comparagao com diversos outros solventes intensamente explorados.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi estudar as mudangas ocorridas na
biomassa de sabugo de milho e casca da espiga separadamente ao realizar o pré-

tratamento destas com aplicagdo de imidazol, implicando em mudancgas

conformacionais e remoc¢ao de compostos indesejaveis para o aumento da
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capacidade de gerar acgucares fermentesciveis para posterior producdo de

biocombustivel de segunda geragéao.

1.2.2 Objetivos especificos

Estudar a influéncia dos pré-tratamento na casca de espiga e sabugo de
milho utilizando imidazol.

Caracterizar os compostos presentes nas biomassas in natura e pré-tratadas.
Avaliar as mudangas estruturais e composicionais da biomassa apos o pre-
tratamento.

Avaliar a capacidade de hidrolisar os acucares presentes na matéria-prima
apoés o pré-tratamento.

Realizar a fermentacdo do hidrolisado que contém maior quantidade de

acgucares fermentesciveis disponiveis e verificar o rendimento final.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOMASSA RESIDUAL LIGNOCELULOSICA

Biomassa lignocelulésica € todo material composto majoritariamente por
celulose, hemicelulose e lignina, sendo sua fonte primaria as plantas verdes, uma vez
que 60 a 90% dos residuos provenientes delas sao utilizados em processo de extracao
para geragao de produtos. Essa biomassa é encontrada em raiz, folhas, casca, caule
e outras partes das plantas (ALALWAN; ALMINSHID; ALJIAAFARI, 2019). A geragao
de biomassa lignoceluldsica anual atinge 2 bilhdes de toneladas a partir de plantas
verdes. Fontes desse material podem ser classificadas em 3 tipos: o primeiro sao
fontes virgens, que contempla arvores, gramineas e arbustos, devido a sua alta
disponibilidade. O segundo tipo de biomassa sao fontes energéticas, as quais vem
revolucionando a geracdo de produtos energéticos como biocombustiveis (por
exemplo, Panicum virgatum e Miscanthus giganteus (CRAGG et al., 2015). O terceiro
tipo séo fontes residuais, sendo considerado subprodutos secundarios ou residuos
industriais e municipais; residuos vegetais e cereais, cascas de arvores, plantas
variadas e residuos agricolas (KAMARAJ; RAMACHANDRAN; ARAVIND, 2020;
NANDA et al., 2015).

Biomassas lignoceluldsicas tem se destacado como promissoras fontes de
energia renovavel, devido ao seu baixo custo e alta disponibilidade, além de serem
consideradas uma fonte sustentavel de carbono que nao comprometem a alimentacao
humana (ASHOKKUMAR et al., 2022; ULLAH et al., 2015). Essas biomassas podem
ser obtidas de residuos agroindustriais e florestais, principalmente (HUANG; CHIUEH;
LO, 2016), sendo produzidas globalmente cerca de 1,3 bilhdes de toneladas por ano
(ZOGHLAMI; PAES, 2019).

Essa matéria-prima é composta por minerais, extrativos e um complexo de
celulose (40-60%), hemicelulose (20-30%) e lignina (10-25%) (Figura 1 - Estrutura
Lignoceluldsica), que variam em concentracdo de acordo com espécie, estagio de
crescimento, parte da planta, condigdes do ambiente, clima, entre outros. Sua
estrutura polimérica se organiza de forma tridimensional e ndo uniforme, sendo
considerada uma matriz recalcitrante, devido a cristalinidade da celulose e o seu

encapsulamento sobre a matriz de lignina e hemicelulose, somada as ligacdes



20

covalentes e de hidrogénio (CAl et al., 2017; LORENCI WOICIECHOWSKI et al.,
2020b).

Figura 1 - Estrutura Lignocelulésica

Celulose

Hemicelulose

Lignina

FONTE: Adaptado de WU et al., (2022).
2.1.1 Celulose

A celulose € um homo polissacarideo formado por moléculas de D-glucose

unidas por ligagdes glicosidicas do tipo $(1-4) em conformacgéo principalmente linear,
sendo sua cadeia composta por mais de 10.000 dessas subunidades de glucose
(BRANDT et al., 2013). As moléculas de celulose se sobrepdem formando diversas
camadas com a posi¢ao axial de grupos hidroxilas que estabilizam a estrutura, como
mostrado na Figura 2, principalmente devido as liga¢des intra e intermoleculares de
hidrogénio, formando assim, micro fibrilas que, em conjunto, formam macro fibrilas
(LINDMAN; KARLSTROM; STIGSSON, 2010; NAGARAJAN et al., 2017). Estas s&o
majoritariamente cristalinas, apresentando algumas regides amorfas com orientagéo
estrutural aleatoria, que contribui para a sua estabilidade termodinamica (LORENCI
WOICIECHOWSKI et al., 2020a)
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Figura 2 - Estrutura da celulose

FONTE: (NAGARAJAN et al., 2017).

A alta estabilidade e insolubilidade da celulose sao resultado da composicao
e propriedade anfifilica da molécula, uma vez que apresenta regides hidrofilicas e
hidrofébicas (LINDMAN; KARLSTROM; STIGSSON, 2010; NAGARAJAN et al., 2017).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero amorfo e ramificado composto por
diferentes subunidades de monossacarideos, sendo estes, hexoses (glucose, manose
e galactose) ou pentoses (xilose e arabione), além de acidos urbnicos e
desoxihexoses (ramnose e fucose) (CHANDEL et al., 2018). A maior parte das
hemiceluloses sao formadas por pentoses e sua interagcdo com a celulose gera

estabilidade e flexibilidade para a matriz onde estado inseridas (BRANDT et al., 2013)

2.1.3 Lignina
A lignina € um heteropolimero aromatico amorfo, o qual apresenta como

estrutura primaria unidades de fenil-propano unidas por ligacbes C-O-C e C-C e
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diferentes grupos alcoodlicos e metoxilicos, sendo que os monémeros e precursores
da lignina (Figura 3) sao o alcool sinapilico (S), alcool coniferilico (G) e alcool p-
cumarico (H) (PONNUSAMY et al., 2019). As ligacbes randdbmicas feitas entre C-O e
C-C, podem gerar ligagdes reativas que se tornam os principais alvos de clivagem ao

se considerar a despolimerizag&o da lignina (ZAKZESKI et al., 2010).

Figura 3 - Mondmeros da lignina

_OH _OH _OH
Z Z =
® ® ®
\O 2N o/ ~ 0o = Z
OH OH OH
sinapyl alcohol coniferyl alcohol p-coumaryl alcohol
(S) (G) (H)

FONTE: STRASSBERGER; TANASE; ROTHENBERG, 2014)

A lignina é formada quando trés mondmeros de fenilpropano polimerizam-se.
A estrutura de lignina formada quando precursor € alcool coniferilico, esta presente
principalmente em “madeiras leves” (softwoods), ja a lignina cujo precurso € alcool p-
cumarico, esta principalmente presente em gramineas, enquanto em “madeiras duras”
(hardwoods) sdo encontradas as ligninas com polimeros de alcool sinapilico
(NOVAES et al., 2010).

Diversas técnicas e pré-tratamentos aplicados em biomassas lignocelulésicas
apresentam a lignina como co-produto, e, dependendo do método utilizado, sao
gerados diferentes tipos de ligninas com uma variedade de aplicagdes, uma vez que
esses pre-tratamentos podem alterar a composigao, o peso molecular e a estrutura
molecular desse composto. (VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011).

2.2 IMIDAZOL
Imidazol € um composto heterociclico o qual possui em sua composigao trés
atomos de carbono e dois de nitrogénio, presentes na primeira e terceira posigao de

seu anel aromatico, apresentando assim caracteristicas polares e alta solubilidade em
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agua (EVJEN et al., 2018 ; VERMA; JOSHI; SINGH, 2013) Este composto é sdlido e
incolor em temperatura ambiente, além de apresentar ponto de fusdo de 90 °C e
ebulicdo, de 256°C, devido as ligagdes intermoleculares de hidrogénio apresentes em
sua estrutura (BAILAR, 1954). O imidazol esta inserido em compostos bioldgicos,
como biotina, aminoacidos e vitamina B12, além de ser capaz de agir como uma droga
natural ou sintética, como no caso de azomycina, metronidazol e cimetidina, o que |Ihe
confere uma ampla gama de aplicagées no meio bioldgico e clinico, e atrai a pesquisa
de areas académicas e industriais (TAINER et al., 1983).

O imidazol despertou grande interesse uma vez que possui uma estrutura com
comportamento anfotérico em solugao, além da sua alta estabilidade térmica e baixa
volatilidade. pré-tratamento (VELLE et al., 2017). Além disso, o imidazol apresenta
baixa para moderada toxicidade para diversas classes de seres vivos e sua
estabilidade e baixa pressao de vapor o tornam facilmente manipulavel. Outra grande
vantagem a possibilidade de sua reutilizagdo e reciclo mantendo-se eficiente
(JORDAN et al., 2014b; MORAIS et al., 2016b)

2.3 PRE-TRATAMENTOS

Pré-tratamentos s&o aplicados em biomassas para a obtencao de estruturas
mais acessiveis e biocompativeis para conversdes quimicas afim de produzir
determinados produtos, como €& o caso de biocombustiveis, sendo essa etapa
importante para a preparacao da matéria-prima para as reagdes subsequentes
(RAMOS; MONTEIRO; ROUBOA, 2022; WAHLSTRO et al., 2014).

Os pré-tratamentos podem ser categorizados em diferentes técnicas, sendo
as principais delas: fisica, fisico-quimica, quimica e biolégica(BEIG et al., 2021; DEVI
et al., 2021; TUMULURU, 2018). Métodos fisicos tem como objetivo principal, reduzir
o tamanho da particula, de forma a aumentar a superficie de contato do
substrato(KUMARI; SINGH, 2018; MEDIAVILLA et al., 2017), enquanto os pré-
tratamentos fisico-quimicos sdo capazes de alterar a composi¢cao da biomassa, como
no caso da utilizacdo de explosao a vapor, oxidagao umida e hidrolise (ZHENG et al.,
2014). Em contrapartida, tratamentos quimicos usam solventes organicos e
inorganicos, e outros quimicos que reagem com as estruturas da matéria prima
(USMANI et al., 2020b). Ja os pré-tratamentos bioldgicos envolvem microrganismos e
enzimas produzidas por estes para a degradacdo das estruturas da biomassa
(HALDER et al., 2019).
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2.3.1 Pré-tratamento fisico

Pré-tratamentos fisicos de biomassa lignocelulésica podem envolver vibragao
ultrassdnica, moagem de bolas, entre outros; que sao capazes de aumentar a area de
superficie de contato do substrato para facilitar a acessibilidade enzimatica as ligagdes
quimicas, além de aumentar também a transferéncia de calor (DAHUNSI, 2019;
VIDAL et al., 2011). Dentre os instrumentos utilizados nesse pré-tratamento estéo
moinho de corte e de martelo, moinho de rotor e moinho de bolas, (CHUNDAWAT;
VENKATESH; DALE, 2007; NASIRPOUR; MOUSAVI, 2021; ROJAS-REJON;
SANCHEZ, 2014; SOUZA-CORREA et al., 2014) sendo esse ultimo capaz de acetilar
compostos lignocelulésicos e despolimerizar a hemicelulose (LU; RALPH, 2003;
SIPPONEN; LAAKSO; BAUMBERGER, 2014).

Em pré-tratamentos aplicando ultrassom, ondas mecanicas sao capazes de
reduzir a viscosidade da celulose e aumentar a energia de ativagao da solugéo de
forma a facilitar a agdo de enzimas posteriormente (NAKAYAMA et al., 2020).

Em uma combinacéao de tratamento termo mecéanico, o processo de explosao
a vapor é amplamente aplicado a fim de converter a energia interna do vapor em
energia mecanica. Dessa forma, a explosao a vapor hidrolisa ligagbes glicosidicas da
hemicelulose, extraindo-a com facilidade, porém, gerando acidos organicos de grupos
acetil associados a hemicelulose, os quais afetam negativamente o metabolismo de
microrganismos importantes nas etapas subsequentes (DENG et al., 2020; MORENO
et al., 2013).

A combinacdo de um catalisador quimico com a explosao a vapor tém
apresentado aumento de rendimento da liberacdo de carboidratos de forma a reduzir
a degradagao de acucar (WANG et al., 2016). Na maioria dos casos, a explosao a
vapor acontece primeiro, a fim de remover a celulose, seguida de um pré-tratamento
alcalino para remogéao a lignina e hemicelulose residual aplicando CaO ou liquidos
verdes (DENG et al., 2020; GAO et al., 2021).

2.3.2 Pré-tratamentos térmicos

Ao aquecer a biomassa lignocelulésica em tratamentos térmicos, ha o
aumento de lignina insoluvel e soluvel em acido ao mesmo tempo que reduz-se a
concentracao de hemicelulose. (LIU et al., 2017; VELUCHAMY; KALAMDHAD, 2017).
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A torrefacao da biomassa é um processo realizado em temperaturas entre 230
°C e 300 °C, que pode acontecer em pressao atmosférica, alta pressédo, atmosfera
com oxigenagao ou com agua quente pressurizada (ELGARAHY et al., 2021), gerando
perda de aproximadamente 30% de massa devido a volatilizagdo e umidificacdo da
matéria. Em contrapartida, esse método aumenta o valor energético da biomassa,
bem como sua hidrofobicidade, resisténcia contra fungos, resisténcia a biodegradagao
e durabilidade (ACHARYA; DUTTA, 2013; TUMULURU, 2018). A temperatura e o
tempo de duragao do processo sao os fatores mais influentes nesse pré-tratamento
(SHANKAR TUMULURU, 2018).

Processos hidrotérmicos ocorrem em temperaturas entre 250 °C e 375 °C,
pressao de 4 MPa a 22 MPa, sendo capazes de quebrar fragdes solidas da biomassa,
resultando em produtos altamente energéticos e outros quimicos. Este tratamento tem
como vantagem a capacidade de utilizar matéria-prima com alta umidade, excluindo
a necessidade de uma etapa de pré-secagem (KUMAR; OLAJIRE OYEDUN; KUMAR,
2018).(ELGARAHY et al., 2021; LACHOS-PEREZ et al., 2022).

2.3.3 Pré-tratamentos quimicos

Os pré-tratamentos quimicos sdao amplamente utilizados para degradar
biomassas lignocelulésicas, sendo que acidos sido capazes de solubilizar
hemicelulose e converté-la em acucar fermentescivel. Porém, a aplicacdo de acidos
concentrados gera compostos indesejaveis para o processo, pois sdo inibidores da
fermentacdo, como aldeidos, acidos fendlicos, e hidroximetilfurfural (HMF) (RAJAN;
CARRIER, 2014). Em contrapartida, acidos diluidos apresentam uma taxa de reagao
mais rapida, permitindo que o processamento da biomassa ocorra de forma
ininterrupta (LANCEFIELD et al., 2017), mas requerem reatores resistentes a
corrosao, tornando-se inviavel economicamente a longo prazo (KUMAR et al., 2018).

Ja tratamentos quimicos alcalinos, como potassio, sddio, calcio e ambnia, tém
a capacidade de remover lignina quando aplicados em pH alto devido a sua agéo em
ligacdes quimicas glicosidicas e de éster. (KIM et al., 2016). Além disso, esse
tratamento também auxilia no processo de desacetilagdo e remocao de acido urénico
presente na hemicelulose, o que a digestibilidade da celulose pelas enzimas (REILLY;
DINSDALE; GUWY, 2015).
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2.3.4 Pré-tratamentos bioldgicos

Pré-tratamentos bioldgicos sdo considerados seguros e sustentaveis, uma
vez que nao necessita do uso de reagentes quimicos e pouca energia € aplicada para
ocorrer a conversao da biomassa lignoceluldsica. Entretanto, a taxa de hidrolise
ocorre de forma lenta em comparagao com os outros tratamentos citados (TAYYAB,
2018).

Dentre os microrganismos utilizados para a degradacdo de compostos
lignoceluldsicos estdo fungos e bactérias. Fungos pardos € capaz de degradar
celulose enquanto fungos brancos, por exemplo degradam celulose e hemicelulose
(MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2015) e a quebra dessas estruturas
dependem de enzimas hidroliticas e ligninoliticas produzidas por esses fungos
(SHARMA; XU; QIN, 2019). Em pré-tratamento de residuo de algodao e papelao,
aplicando o fungo Paecilomyces inflatus foi obtido apds 14 dias, 76% de degradagao
de lignina e 25% de degradacao de hemicelulose, tendo assim 58% de converséao de
celulose e 51 g/L de rendimento de bioetanol (RAMAMOORTHY; T R; SAHADEVAN,
2020).

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise ocorre quando as ligagdes glicosidicas presentes na celulose sao
quebradas em cadeias de 5 carbonos (C5) e 6 carbonos (C6) (ABO et al., 2019). A
hidrolise quimica tem sido cada vez menos aplicada devido aos altos custos de
reagentes e pela formagdo de subprodutos indesejaveis que podem reduzir o
rendimento do processo, como o furfuraldeido, fazendo necessario assim a aplicacao
de mais etapas para a purificacdo do produto. Portanto, o uso de enzimas tem sido
amplamente aplicado para a hidrélise da celulose a fim de aumentar a eficiéncia da
fermentacdo (TAYYAB, 2018). Dessa forma, diversas espécies de fugos e bactérias,
como Trichoderma, Sclerotium rolfsii, Aspergillus, Phanmerochaete chrysosporium,
Schizophyllum, e Penicillium sao capazes de produzir essas enzimas de interesse
(ANDLAR et al., 2018).

A hidrolise de celulose compreende trés grupos principais de celulases que
sé&o categorizadas de acordo com a sua agdo na molécula visada (WANG; LU, 2016).
As endoglucanases agem em ligagdes internas de regides amorfas de forma aleatéria,
reduzindo o grau de polimerizacdo da celulose e iniciando a hidrdlise enzimatica
(ANDLAR et al., 2018). Ja as celobiohidrolases | (CHB) e celobiohidrolases Il
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produzem celobiose a partir da extremidades redutoras das cadeias e extremidades
nao-redutoras da cadeia, respectivamente. Entdo ocorre a acdo da das [3-
glucosidades (BG) hidrolisando a glucose como na Figura 4. Quando imobilizadas, as
enzimas tém maior eficacia para hidrolisar a cadeia celuldsica (ZANUSO et al., 2021).

Figura 4 - Diagrama da hidrdlise enzimatica da estrutura lignoceluldsica
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2.5 BIOETANOL

Existem algumas variedades do etanol geradas de diferentes matérias-primas,
sendo a primeira delas proveniente de fontes de alimentos (principalmente amido e
sacarose), conhecido como bioetanol de primeira geragéo (1G). Além do 1G, ha o
bioetanol lignoceluldsico (2G), o qual tem tido destaque desde a década de 1970, com
aumento de investimentos em diversos paises a fim de viabilizar sua monetizagao em
mercado de combustiveis fésseis e bioetanol 1G (BROWN; HAWKINS; DORAN-
PETERSON, 2017).

Em escala global, a producéo de etanol se da principalmente utilizando milho
como matéria prima nos EUA, cana-de-agucar no Brasil, trigo na Europa e mandioca
na Tailandia e Nigéria (MUKTHAM et al., 2016). Porém, essas matérias-primas nao
apresentam viabilidade comercial quanto a longo prazo, pois afetam diretamente a
cadeia alimenticia (PUROHIT; DHAR, 2018). Portanto, o bioetanol 2G tem sido
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considerado uma alternativa para suprir demandas globais, uma vez que ha maior
abundancia de matéria-prima e esta provém de residuos lignocelulésicos né&o
alimenticios (PUROHIT; DHAR, 2018), como residuos florestais, de processamentos
agricolas, de colheitas, entre outros. Estes residuos apresentam baixa pegada de
carbono e consistem em uma faixa de 40-50% de celulose, 25-35% de hemicelulose
e 15-20% de lignina, além de pectinas, proteinas, cinzas, lipidios e minerais
(ALTHURI; GUJJALA; BANERJEE, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES QUIMICOS

O imidazol utilizado apresentou 99% de pureza. Como padrdes quimicos,
utilizou-se D-(+)-glucose (>99%), D-(+)-manose (>99%), D-(+)-galactose (>99%), D-
(+)-celobiose, D-(+)-xilose (>99%) e acido acético (>99%) de Sigma-Aldrich (EUA).
Todos os reagentes aplicados foram de cromatografia de alta performance e alto grau

de reagente analitico.

3.2 BIOMASSA E CARACTERIZACAO

A matéria-prima de milho, originada da Fazenda Boa Esperanga, Borrazopolis
— PR foi separada em espigas de milho (sem gréo) (CC) e casca de espiga (CS). As
biomassas foram secas em estufa de circulacdo de ar a 65°C por 48 h e moidas em
moinho de facas (Marconi, MA580/E). O tamanho de particula utilizado em todos os
experimentos foi entre as peneiras ASTM n° 20 (0,85 mm) e ASTM n° 45 (0,35 mm)
(Bertel, BT-001).

A analise da composigao estrutural foi realizada em biomassas brutas e apds
cada pré-tratamento. Carboidratos estruturais, lignina insoluvel em acido (AlL), lignina
soluvel em acido (ASL), extrativos, cinzas e teores sélidos foram determinados de
acordo com o National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 2008Db,
2008c, 2008a, 2012).

3.3 PRE-TRATAMENTO COM IMIDAZOL

O pré-tratamento com CS e CC foi baseado na metodologia descrita por
Valladares-Diestra et al. (2023) e Sayury Nishida et al. (2021), na qual o imidazol foi
utilizado como solvente verde para deslignificagdo de biomassa lignocelulésica.

Experimentos de pré-tratamento foram conduzidos com 5 gramas de
biomassa seca (CS e CC) em um reator de ago inoxidavel (150 mL) (Parr, EUA) com
agitacdo mecanica na proporgdo de biomassa 1:9: imidazol (g-g'). A reacao foi
realizada em trés temperaturas diferentes (120°C, 150°C e 180°C) e dois tempos de
reacao (60 min e 30 min) para cada biomassa.

Apos os pré-tratamentos, adicionou-se agua deionizada igual ao dobro da
massa de imidazol, as quais foram homogeneizadas por 1 h. A fragdo sodlida foi

separada por filtragdo a vacuo e trés volumes de etanol 96% (v.v'') foram adicionados
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a fracdo liquida para a recuperacdo da hemicelulose por precipitacio.
Subsequentemente, a fracido sdlida, contendo principalmente celulose, foi lavada com
etanol a 96% (v.v') em filtro a vacuo, enquanto a fragdo liquida, rica em imidazol, foi
armazenada para analise futura (ndo apresentadas nesse trabalho).

Ao final de cada pré-tratamento, a fracao rica em celulose recuperada foi seca
em estufa de circulacao de ar a 45°C para ser submetida a hidrolise enzimatica. Além
disso, as biomassas pré-tratadas foram avaliadas quanto a composicao estrutural por
composi¢cao quimica, analise por microscopia eletronica de varredura (MEV), difragao

de raio-X e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA PRE-TRATADA

A hidrdlise enzimatica das biomassas pré-tratadas foi realizada em frascos
Erlenmeyers de 100 mL. Cada biomassa pré-tratada e sua condigao de pré-tratamento
foi adicionada em 5% m-v' (peso seco) com 10 mL de solugéo tamp3o de acetato de
sodio (0,05 M; pH 5,2) e celulase (carga enzimatica de 15 FPU-g™") - Cellic CTec3 HS®
(Novozymes — Araucaria, Brasil).

O meio de reacgao foi incubado em agitador orbital a 50°C por 48 h a 150 rpm,
e as amostras coletadas foram aquecidas até 95°C por 10 min para inativagao
enzimatica. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) determinou a liberagao
do teor de agucar. O experimento foi duplicado e a biomassa n&o pré-tratada (CC e
CS) foi testada para comparagdo. Os hidrolisados obtidos foram utilizados no
processo de fermentacgéao.

O rendimento de glucose das biomassas nao-tratadas e pré-tratadas foi
calculado usando a (Eq. 1.

[Glu] - V

-100
Mpiomassa f-1.11

Rendimento de Glucose convertida (%) =
(Eq. 1)

onde [Glu] é a concentragéo de glicose em g.L-! no hidrolisado observado por HPLC,
V é o volume em L do hidrolisado; biomassa, se o peso da biomassa seca (g); f € a

fragdo de glucana na biomassa; 1.11 é o fator de conversao de glucana em glucose.
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3.5 FERMENTACAO

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 foi mantida em caldo YM (composigéo (%
w.v"): glicose (1); peptona (0,5); agar (1,5); extrato de levedura (0,3); extrato de malte
(0,3)). O pré-crescimento ocorreu em estufa microbiolégica a 35°C por 24 h e apés
inoculagdo em 20 mL de meio de cultivo YM (sem agar) por 24 h, 150 rpm e 35°C.

A fermentacao foi realizada em frascos Erlenmeyer (125 mL) onde os
hidrolisados obtidos conforme descrito em 3.4 foram submetidos ao processo de
fermentacdo apds suplementacdo por (composig¢ao (g.L-1): peptona (5); extrato de
levedura (5); KH2PO4 (2); MgSOa4 (1)), o pH da mistura foi de aproximadamente 5,5.
Posteriormente, os hidrolisados foram esterilizados a 121°C por 15 min. A inoculagao
foi realizada com indculo a 10% (v.v') da levedura S. cerevisiae CAT-1. Os ensaios
foram incubados em estufa bacteriologica a 35°C por 48 h. As amostras foram
coletadas a cada 0, 3, 6 e 12 h por até 48 h e centrifugadas a 10.000 rpm por 15 min
a 25°C. O teor de etanol e o consumo de agucar foram estimados nas amostras por
HPLC.

O rendimento tedrico do etanol foi calculado de acordo com a (Eq 2.

[Etanol]

0511 - (Glu] - [Glup

Rendimento de etanol (%)=

(Eq 2)
onde [Etanol] € a concentragéo de etanol produzida pela fermentacgao, 0,511 é o fator

de conversao de glicose em etanol, e [Glui] e [Glur] sdo as concentragdes iniciais e

residuais de glicose na fermentagao, respectivamente.

3.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

Acucares, acidos organicos e etanol foram quantificados por HPLC
(cromatografo Shimadzu) equipado com detector de indice de refragcao, operado com
coluna Aminex Bio-Rad HPX-87H utilizando uma fase mével de H2S04 0,005 mol. L™
com vazado de 0,6 mL.min-'. As amostras foram adequadamente diluidas e filtradas
com filtro de 0,22 ym de tamanho de poro (Millipore Corp., Billerica, MA, EUA) e
injetados 10 yL no HPLC. A concentragcao de cada composto foi determinada por

curvas de calibragao utilizando reagentes cromatograficos padrao para HPLC.
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3.7 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA PRE-TRATADA E NAO-TRATADA E NAO-
TRATADA

3.7.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) com
refleténcia total atenuada (ATR)

As analises FT-IR foram realizadas em CC e CS pré-tratadas e nao pré-
tratadas para investigar e determinar alteragdes quimicas nessas biomassas.
Generosamente cedido pela Central Analitica do Departamento de Quimica da UFPR,
a espectroscopia FT-IR (4000-400 cm') foi realizada em espectrometro VERTEX 70
(Bruker) em modo Attenuated Total Reflection (ATR) para observar as mudangas dos
grupos funcionais presentes nas biomassas CC e CS. As amostras foram escaneadas

128 vezes com resolucéo de 4 cm™.

3.7.2 Analise de difragao por raio-X (XRD)

A cristalinidade da biomassa foi analisada em difratbmetro de raio-X
no Laboratério de Optica de Raios X do Departamento de Fisica da UFPR através de
analises de difragao por raio-X, sendo a fonte de raios-X o Ni filtrado Cu kappa (CuKa,
A=1,5418 A). As anélises de XRD foram realizadas em CC e CS pré-tratados e néo
pré-tratados e a varredura das amostras foi realizada na faixa de 26 de 10°- 30° a uma
taxa de 2°'min-'. O gerador utilizado foi operado a 40 kV e 20 mA. O indice de

cristalinidade (Crl) foi calculado de acordo com a (Eq 3.

(Eq 3)
onde Ic € o pico de intensidade no seu maximo de 26 a 22°, e |a € o pico de intensidade

no seu minimo de 26 em torno de 16°.

3.7.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise de MEV foi realizada no Centro de Microscopia Eletrénica (CME)
da UFPR, em biomassas né&o tratadas e pré-tratadas para observar alteragbes ultra
estruturais. As amostras foram revestidas com uma camada de ouro em cédmara de
vacuo e fotografadas em um Jeol JSM 6360-LV (Oxford Instruments) com resolugéo
de 3nm, operadas com microscopio eletronico de varredura a 15 kV. As biomassas

foram secas a 65°C por 24 h e analisadas em bases de aluminio.
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3.7.4 Anadlise Estatistica

Os resultados obtidos a partir da hidrélise enzimatica foram avaliados
estatisticamente por meio da analise de variancia (ANOVA), e o teste de Tukey foi
aplicado para comparacao das diferencas entre as médias a um nivel de confianca de
95%. As analises estatisticas foram realizadas no software STATISTIC 7.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DE SABUGO DE MILHO (CC) E CASCA DE ESPIGA (CS)

Os residuos utilizados neste estudo s&o derivados do cultivo de milho,
portanto, considerando que diferentes fatores (solo, agua, nutrientes, etc.) podem
afetar as caracteristicas da biomassa, foram conduzidos experimentos que
determinam a composicdo macromolecular das biomassas CC e CS. A composicao

quimica é apresentada nas Tabela 1 e Tabela 2

Tabela 1 - Composigao quimica da biomassa CS pré-tratadas e nao tratadas secas nas condigoes
testadas (unidade de medida *).

Condigdes Biorr‘gissa Biomassa Pré-tratada
de Reagdo tratada CS1s0-60 CS1s0-30 CS1s50-60 CSi50-30 CS120-60 CS120-30
T (°C) - 180 180 150 150 120 120
Tempo (min) - 60 30 60 30 60 30
Rendimento
sélido (% 100 56.16 45.38 59.63 64.34 75.76 80.09
massa)
Composicdo
(% massa)
Anhydro 31.54 46.63 48.18 48.31 37.49 39.68 33.95
glucose +0.67 +2.63 +3.36 +2.26 +0.24 +1.30 +1.00
Anhydro 16.01 14.72 13.17 14.42 12.65 14.32 14.37
xilose +0.86 +0.48 +1.66 +1.00 +0.05 +1.32 +0.45
Anhydro 2.00 2.27 1.07 1.97 1.74 2.22 2.24
arabinose +0.10 +1.19 +0.02 +0.23 +0.08 +0.23 +0.20
Acetil grupo 0 ND ND ND ND ND ND
+0.08
ig_r;na 24.23 2.71 6.11 6.53 27.49 12.40 8.07
Cldo-
Insolavel +0.57 +0.08 +0.10 +1.19 +2.51 +1.12 +1.18
Lignina 1.73 2.10 1.87 2.23 2.21 2.79 2.32
Acido-solivel  +0.18 +0.37 +0.38 061  +016  +066  +0.61
0.04 0.19 0.22 0.22 0.16 0.13 0.05
HMF +0.02 £+003  £005  +003 +009  +005  +0.01
0.54 0.05 0.02 0.08 0.09 0.09 0.08
Furfural

+0.32 +0.02 +0.02 +0.04 +0.03 +0.02 +0.02




FONTE: O autor (2022).
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Tabela 2 - Composigédo quimica da biomassa de CC pré-tratada e ndo-tratada nas condi¢des testadas

Condicées BiOnrgzﬁsa Biomassa pré-tratada
de Reagao tratada CC1s0-60 CCig030 CCis060 CCis030 CCi2060 CC120-30
T (°C) - 180 180 150 150 120 120
Tempo (min) - 60 30 60 30 60 30
Rendimento
solido (% 100 58.97 53.06 76.31 78.47 64.62 85.97
massa)
Composicao
(% massa)
Anidro 3057  44.76 4838 3623 4350  27.82 36.7
glucose +0.97 +1.38 +1.13 +0.45 + 0.80 +2.09 +0.89
18.04 17.46 19.60 15.99 22.08 14.47 19.37
Anidro xilose
+0.63 +1.50 +0.8 +0.83 +0.94 +0.88 +0.85
Anidro 2.22 1.56 2.00 2.07 1.81 2.74 0.35
arabinose +0.19 +015  +016  +0.80  +0.09  +043  +0.71
3.91
Acetil grupo ND ND ND ND ND ND
+0.39
l;igrgna 23.97 6.4 4.24 17.45 14.86 8.31 11.98
cido-
Insolavel +0.81 211 +150  £124  £179 050  +0.84
Lignina 1.91 423 2.35 5.76 3.39 5.76 3.14
Acido-solivel 4+ .55 +036  +035 +049  +025  +049  +0.13
HME 0.05 0.5 0.35 0.41 0.15 0.24 0.07
+0.00 +0.06 +0.024 +0.06 + 0.01 +0.18 +0.02
0.73 0.24 0.10 0.23 0.10 0.16 0.13
Furfural
+0.06 +0.02 +0.02 +0.01 +0.03 +0.09 +0.06

FONTE: O autor (2022).

A composicao de CC e CS em base seca foi de 30,57% e 31,54% celulose,
24.17% e 22,05% hemicelulose, 25,88% e 25,96% de lignina, 7,77% e 11,06% de

extrativos e 2,34% e 3,96% de cinzas, respectivamente. A composi¢cao das biomassas
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brutas esta de acordo com outros trabalhos realizados com CS e CC (G. DEL RIiO et

al., 2020; OUYANG, 2018; THAKKAR et al., 2021; ZHANG et al., 2022).

4.2 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM IMIDAZOL NA COMPOSICAO DE CC
ECS

Para avaliar a eficiéncia do fracionamento das biomassas de CC e CS ao
realizar pré-tratamentos com imidazol, as alteragdes nas composigdes quimicas foram
examinadas apos as seis diferentes condicdes de pré-tratamento para cada biomassa
a fim de maximizar a biodisponibilidade de celulose, recuperacdo solida e
deslignificagdo. As condicbes de pré-tratamento variaram de 120°C a 180°C, em
tempos de exposicédo de 30 a 60 min. As Tabela 1 e Tabela 2 mostram as alteragdes
nas composi¢cdes quimicas das biomassas CC e CS apods o pré-tratamento com
imidazol.

A Tabela 1 mostra que o CS120-30 apresentou o maior rendimento de
recuperacao solida (80,09%), seguido pelo CS120-60 (75,76%). Ao mesmo tempo,
diminui quando exposto a condigdes mais severas. O resultado obtido a 180°C por 30
min (45,38%) mostra que a severidade do pré-tratamento pode estar associada a
degradacao estrutural da biomassa (PEREIRA et al., 2021; VALLADARES-DIESTRA
et al., 2021) . Em comparagdo com a CS, a CC pré-tratada também apresentou a
maior porcentagem de recuperagao de soélidos quando em condigdes mais brandas;
uma vez que 85,97% dos solidos foram obtidos em CC120-30, € apenas 58,97% foram
recuperados em CC1s0-s0, como mostra a Tabela 2. Isto ocorreu provavelmente devido
a exposicao da estrutura de biomassa a altas temperaturas e ao imidazol, o que
poderia iniciar o processo de quebra das macromoléculas da estrutura de biomassa
e, consequente, reducao de sélidos.

Nota-se que a reducdo de solidos apdés o pré-tratamento nao afetou
significativamente (p < 0,05) o teor de celulose, uma vez que a maior porcentagem de
glucose anidra foi obtida em condigdes mais severas a 150°C e 60 min (48,31%) e
180°C e 30 min (48,18%) para CS, e 180°C a 60 min (44,76%) e 30 min (48,38%) para
CC. O aumento da temperatura (180°C) aumentou o teor de celulose no sélido
recuperado em 1,5 vezes em relagdo as biomassas brutas (Tabelas Tabela 1 e Tabela
2).

O teor de lignina diminuiu a medida que aumentaram as condigbes de
severidade dos pré-tratamentos. A reducédo do teor de lignina no solido pode estar

fortemente associada ao aumento do teor de celulose, uma vez que a celulose é
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polimerizada e intensamente recoberta pela lignina (TREICHEL et al., 2020). Altas
temperaturas de pré-tratamento resultaram em maior deslignificacdo das biomassas,
dessa forma, a quantidade de lignina foi melhor removida em condi¢cbes severas de
temperatura aplicadas em ambas as biomassas, atingindo até 81,47% quando o CS
foi aquecido a 180°C por 60 min (Tabela 1) e 74% quando o CC foi aquecido a 180°C
por 30 min (Tabela 2), principalmente pela intensificacdo da solubilizacao da lignina
insoluvel em temperaturas mais elevadas (150 e 180°C). A alta basicidade do imidazol
associada a altas temperaturas pode influenciar significativamente a alta eficiéncia de
deslignificagdo obtida para as biomassas CC e CS.

Em ambas as biomassas, em relagdo a recuperagcdo de solidos, teor de
celulose e deslignificagao, as condi¢gdes de temperatura foram mais relevantes do que
o tempo associado ao pré-tratamento com imidazol. Outros autores também
observaram o efeito dominante da temperatura no pré-tratamento com imidazol de
biomassas lignoceluldsicas como palha de trigo, bagac¢o de cana-de-agucar e capim-
elefante (MORAIS et al., 2016c; NISHIDA et al., 2023; TOSCAN et al., 2019b;
VALLADARES-DIESTRA et al., 2021). No bagago da cana-de-agucar, temperaturas
mais elevadas (160°C) associadas ao pré-tratamento com imidazol também
promoveram maiores eficiéncias de deslignificacdo da biomassa e aumentaram em
1,7 vezes a quantidade de celulose nos solidos recuperados (VALLADARES-
DIESTRA et al., 2021). Em contrapartida, Pereira et al., (2021), observaram que na
biomassa residual de Cupressus lusitanica (folhas, cones e ramos) pré-tratada com
imidazol; a temperatura tem um efeito dominante na recuperacao de sélidos e, ainda
assim, nao havia influéncia significativa na composicdo macromolecular (nem a
variavel tempo), o que pode ser uma caracteristica do projeto estrutural de biomassas

de madeira.

4.3 ANALISE POR INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)
Alteracbes nas estruturas quimicas das biomassas foram avaliadas pela
analise FT-IR com base na intensidade de bandas caracteristicas de grupos
funcionais associadas a celulose, hemicelulose e lignina, principalmente em
comprimentos de onda inferiores a 2000 cm™' (RIOS-GONZALEZ et al., 2021a; SUN;
DING,; YIN, 2022). A Figura 5 mostra os espectros FT-IR para as biomassas CC e CS.
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Figura 5 - Espectros FT-IR para as biomassas CC e CS.
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FONTE: O autor (2022).

As bandas de cerca de 1516, 1458 e 1373 cm™' estdo associadas a grupos
funcionais presentes na lignina estrutural da biomassa (CORREDOR et al., 2009;
FATRIASARI et al., 2019; TREICHEL et al., 2020; VENTURIN et al., 2018). Nota-se
que para CS e CC, a maioria dos picos achatou ou desapareceu completamente para
todas as condi¢des de pré-tratamento devido a agado do imidazol, o que corrobora os
resultados observados na composi¢cao estrutural, onde todos os experimentos
apresentaram deslignificacéo.

O pico na regido de 1000 a 1110 cm™' indica vibragdo de alongamento de
estruturas C-O-C e grupos metdxi da celulose. O seu aumento apds os pré-
tratamentos em CC e CS pode ser atribuido a recuperacado de celulose no sélido
(KAMALINI et al., 2018; SHATERZADEH; ATAEI, 2017; VENTURIN et al., 2018). O
pico em torno de ~900 cm-! ¢ atribuido ao alongamento da ligagao C-O-C (ligagao B-
glicosidica), associada principalmente a celulose |, uma caracteristica estrutural
amorfa (VALLADARES-DIESTRA et al., 2021; ZHU et al., 2021). A redugao acentuada
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dos picos nessa faixa pode ser notada a medida que essas estruturas sdo alcangadas
pelo pré-tratamento. Além disso, a proporgao de celulose cristalina para amorfa (1500
cm/897 cm™') mostrou uma diminuigdo na biomassa CC, o que também pode ser
notado pelo aumento da cristalinidade da celulose (Tabela 3) (FATRIASARI et al.,
2019; VENTURIN et al., 2018).

Ao comparar as biomassas, os espectros FT-IR de CC e CS apresentam
diferencas notaveis pelas bandas amorfas de celulose e cristalinidade (1500 cm-/897

cm™), que podem resultar da estrutura nativa de ambas as biomassas.

4.4 ANALISE DE XRD

Ao observar os padrdées de XRD das amostras de biomassas brutas e pré-
tratadas, todos os picos de ambas as biomassas apresentaram caracteristicas tipicas
de celulose | e celulose Il a 26 = 22° e 2= 16°, respectivamente (JOSE et al., 2022).

Todos os valores foram calculados pela (Eq 3) (Tabela 3).

Tabela 3 - Cristalinidade da celulose nas biomassas CC e CS

Biomassa Condi¢ao de Pré-tratamento Crl (%)
Biomassa bruta 40,42
180°C — 60 min 59,11
180°C — 30 min 58,81
Sabugo de milho (CC) 150°C — 60 min 52,44
150°C — 30 min 50,14
120°C — 60 min 47,67
120°C — 30 min 47,97
Biomassa bruta 41,24
180°C — 60 min 54,11
180°C — 30 min 60,20
Casca de espiga (CS) 150°C — 60 min 61,91
150°C — 30 min 54,07
120°C — 60 min 50,85
120°C — 30 min 51.72

FONTE: O autor (2022).
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Apds o pré-tratamento com imidazol, as intensidades de todos os picos
mudaram em comparagao com a biomassa bruta. Os valores de Crl aumentaram apds
0 pré-tratamento e corroboraram com os resultados obtidos na composi¢ao estrutural
das amostras, uma vez que a reducdo de sélidos e a perda de lignina foram
observadas nas amostras. A reducdo de estruturas amorfas (como lignina e
hemicelulose) na biomassa solida é relatada como o principal fator no aumento da
cristalinidade da celulose) (ETHAIB et al., 2016; KLEINGESINDS et al., 2018; LI et al.,
2018; RIOS-GONZALEZ et al., 2021b).

4.5 ANALISE POR MEV

A analise morfolégica do CC e CS apds o pré-tratamento com imidazol foi
realizada para as condigbes de processo mais leves (120°C por 30 min) e mais
severas (180°C por 60 min) para explorar as mudancas estruturais decorrentes dos
pré-tratamentos.

Como indicado pela Figura 6A e Figura 6D, uma estrutura quase nao porosa
e nao disruptiva forneceu as biomassas brutas uma superficie homogénea. O pre-
tratamento com imidazol a uma temperatura mais amena (120°C) ndo rompeu
agressivamente as microfibras das biomassas CC e CS e teve um impacto menor no
tamanho das particulas do que a condi¢ao de pré-tratamento mais agressiva (180°C).
Esse fator pode ser visto nas Figura 6B e Figura 6E, onde as biomassas a 120°C
mostram uma estrutura fibrilar ainda alongada, com algumas evidéncias de quebra, e
pequenos poros irregulares na superficie. Em ambas as biomassas, as condi¢des de
pré-tratamento com imidazol a 120°C apresentaram menor reducdo de sodlidos
associada a uma pequena diminuicao do teor de lignina, o que € observado pela
analise de MEV pela menor agressividade aparente das fibras de biomassa e maior

suavidade superficial quando comparadas as amostras expostas a 180°C.
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Figura 6 - Imagens de microscopia eletronica de biomassas de CC e CS pré-tratadas e brutas
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FONTE: O autor (2021).

Em comparacéo, o estado nativo das biomassas foi significativamente afetado
pelo tratamento com imidazol a 180°C. A degradacéo e desorganizagao das estruturas
sdo mostradas na Fig. 2C e 2F. As biomassas pré-tratadas com imidazol a 180°C
também apresentaram altas perdas de solidos, corroborando para algumas alteragdes
morfologicas notaveis na analise de MEV. Imagens de MEV para sélidos pré-tratados
a 180°C revelam que a formagao superficial de orificios nas biomassas e fibras
alongadas sdo quase inexistentes, o que pode ser consistente com a remogéao de
componentes hemiceluldsicos e lignina durante o pré-tratamento (KUMAR et al.,
2009).

Esses resultados sdo comparados a estudos recentes utilizando imidazol,
onde o pré-tratamento severo promoveu a desorganizacgao das fibras do casco de soja
(NISHIDA et al., 2023). Tais resultados indicam um aumento na area superficial da
biomassa, 0 que pode facilitar processos enzimaticos para a liberacdo de agucares
fermentaveis (NISHIDA et al., 2023; VALLADARES-DIESTRA et al., 2021).
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4.6 HIDROLISE ENZIMATICA DAS BIOMASSAS

Os resultados para ambas as biomassas (CC e CS) demonstram que o pré-
tratamento com imidazol gera um aumento significativo na eficiéncia da hidrdlise e
que, em algumas condi¢cbes de pré-tratamento, apresenta rendimento de agucar
satisfatdrio, atingindo uma conversao completa (27,9 g- L-') de ambos os glucanos a
acgucares fermentesciveis em condicdes de pré-tratamento de 180°C e 30 min para
CC.

Resultados mais promissores de sacarificagado de biomassa foram obtidos em
biomassas CC e CS pré-tratadas em condi¢des de temperatura mais elevadas 150°C
e 180°C, respectivamente, o que pode ser resultado do tamanho reduzido da fibra,
aumentando o potencial de sacarificacdo da biomassa bruta e aumentando também a
area superficial da biomassa, consequentemente, havendo maior contato entre a
enzima e a celulose, o que favorece a hidrdlise enzimatica da biomassa.

Ao analisar a concentragcdo de glucose liberada durante o processo de
sacarificagdo em relagdo as biomassas brutas (5,22 g.L-" para CC e 5,62 g.L" para
CS), é possivel observar o aumento de cerca de 5 vezes para CC e cerca de 4 vezes
para CS, atingindo 27 g.L-' e 21 g.L", respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos em condi¢gdes mais graves de pré-tratamento por extrusao em espiga
de milho (JOSE et al., 2022).

O aumento do rendimento de hidrolise das biomassas avaliadas também
sugere que a remogao de lignina foi um fator essencial para o aumento da
digestibilidade enzimatica, além do fato de que a ruptura de cristais de celulose é
crucial para a degradagéo eficiente das biomassas CC e CS (JOSE et al., 2022;
NISHIDA et al., 2023).

O presente trabalho atingiu 100% de rendimento de glucose para CC e
77,76% para CS, com desempenho real de pré-tratamento com imidazol,
demonstrando algumas vantagens da tecnologia e bioprocessos a base de imidazol
para melhor producdo de agucares fermentaveis e uma degradacdo minima da
celulose no sélido recuperado. Além disso, altos rendimentos de hidrélise enzimatica
também foram encontrados em outras investiga¢gdes usando imidazol como solvente
de pré-tratamento. Cachos de frutos vazios de dendé pré-tratados com imidazol a
180°C por 60 min, atingindo um rendimento de hidrdlise de 96,2% para glucose e
98,8% para xilose (ZEVALLOS TORRES et al., 2022). Alta eficiéncia na liberacao de
glucose também foi observada por Valladares-Diestra et al. (2021) apods pré-
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tratamento com imidazol da biomassa de cana-de-agucar a 160°C. Além disso, o
estudo de Valladares-Diestra et al. (2021) observou que pré-tratamentos com
temperaturas mais severas requerem tempos de hidrolise mais curtos, o que pode ser
observado nos resultados deste estudo, onde as biomassas pré-tratadas a
temperaturas mais baixas (120°C) em geral, apresentaram menores rendimentos de
agucar. Ao contrario do que foi observado em Nishida et al., (2023), onde o casco de
soja foi pré-tratado a 120°C com imidazol, obteve-se 100% de converséao. Este fator
demonstra a relevancia de avaliar o comportamento de diferentes biomassas para o

desenvolvimento de bioprocessos eficientes com imidazol.

4.7 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO NA PRODUCAO DE ETANOL

Além de ser um pré-tratamento eficiente para melhorar a deslignificagao da
estrutura lignoceluldsica, o pré-tratamento com imidazol pode separar eficientemente
a celulose e permitir a hidrélise enzimatica da estrutura posteriormente. Este conceito
permite o pré-tratamento com imidazol em diferentes condicdes para obter a
quantidade maxima de glucose de CS e CC na fase liquida (hidrolisado). O hidrolisado
obtido a partir da hidrélise enzimatica de biomassa pré-tratada com imidazol foi
submetido a fermentacgao utilizando Saccharomyces cerevisiae CAT-1, que é uma das
cepas mais utilizadas para a producgao industrial de etanol, principalmente devido a
sua alta eficiéncia na conversao de glicose em bioetanol e adaptagcdo ao processo,
apresentando eficiéncias acima de 90% em reatores industriais (CARLOS; OLITTA,;
NITSCHE, 2011).

Os experimentos de fermentagao alcodlica para producao de etanol 2G foram
conduzidos com as biomassas de CC e CS pré-tratadas nas duas condi¢gdes de maior
liberagao de glicose, sendo para CC: 180° por 30 min e 150°C por 30 min, e para CS:
180°C por 60 min e 150°C por 60 min. O perfil de consumo de glucose e a produgao
de etanol foram analisados por 48 h e estdo apresentados na Figura 7. A concentragao
de xilose ndo mostrou diferenca ao longo da fermentagdo, por isso nao foi

apresentada.
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Figura 7 - Consumo de glucose e produgao de etanol
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A partir dos dados de concentracado de etanol, determinou-se a produtividade
atingida pelo processo. Como pode ser observado (Figura 7), a produgao de etanol
atingindo uma concentragdo maxima de 9,11 £ 0,18 g.L" e 9,22 + 2,33 g.L'as 12 h
para CC e CS, respectivamente, mostrando um perfil de aumento rapido e
inversamente decrescente da concentragéo de glicose. CS alcangou um rendimento
de produgdo de 0,335 g de etanol/g de glicose, correspondendo a 65,73% do
rendimento tedrico. Em contrapartida, os rendimentos de producio obtidos para CC
foram elevados em relagdo ao tedrico, com 0,42 g de etanol/g de glicose com
eficiéncia tedrica de 82,2% e produtividade de etanol de 0,759 g.L-".h-" em 12 h. Vale
ressaltar que foram obtidos rendimentos de hidrélise enzimatica de 100% para essa
biomassa, reforcando a relevancia dessas condi¢cdes de pré-tratamento com imidazol
(180°C — 30 min) para a sabugo.

Além disso, os dados de rendimento satisfatério demonstram que o pré-
tratamento com imidazol também € potencial, pois ndo apresenta geracdo de
inibidores, ou seja, 5-hidroximetilfurfural (HMF), que o processo de tratamento com
imidazol da biomassa lignocelulésica pode produzir. Resultados semelhantes foram
discutidos por Valladares-Diestra et al., (2021).

A eficiéncia de fermentacdo obtida é comparavel ou mesmo superior as
obtidas com subprodutos de milho ou outros substratos lignocelul6sicos. Utilizando
imidazol para bagaco de cana-de-acucar, rendimentos tedricos de 83,7% foram
alcangados em 12 h por S. cerevisiae LPB2705 (VALLADARES-DIESTRA et al.,
2021), sendo comparaveis aos obtidos neste estudo. A levedura Pichia stipitis também
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foi capaz de fermentar um hidrolisado produzido a partir de biomassa de casco de soja
pré-tratada com imidazol, atingindo uma concentragédo de etanol de 10,8 g.L"" em 48
h, demonstrando que ha potencial biotecnolégico na exploragdo de outras cepas e
biomassa lignoceluldésica para expandir a técnica com imidazol, principalmente
quando se trata de eficiéncia para fracionamento de estruturas lignoceluldsicas
(SAYURY NISHIDA et al., 2021). Além do potencial ainda pouco explorado para
produzir outras biomoléculas, como o acido succinico (SAYURY NISHIDA et al., 2021;
ZEVALLOS TORRES et al., 2022) e recuperacéo da fragéo rica em lignina (PEREIRA

et al., 2021), e € uma estratégia para estudos futuros.

4.8 RESUMO DO PROCESSO

Os resultados obtidos a partir do pré-tratamento com imidazol, hidrélise
enzimatica e fermentacao alcodlica foram utilizados para desenvolver um balango de
massa para a via proposta para a produgao de etanol 2G, extrapolando os resultados
para 1000 kg de subprodutos de milho (Figura 8). Com base nos rendimentos e
composigdes de biomassas, 120,93 Kgetano.ton™! e 83,52 Kgetano.ton! podem ser

obtidos para CC e CS, respectivamente.
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Figura 8 — Resumo do processo de produgao de etanol
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Em comparacéo, os resultados para CC foram 1,45 vezes maiores do que
para CS na producao de etanol, o que pode ser inferido a partir da diferenga entre as
biomassas, principalmente na composicao estrutural, corroborada pelas diferencas
apresentadas no FT-IR e pelos dados obtidos na hidrdlise enzimatica. No entanto, ndo
minimiza a relevancia dos resultados obtidos neste estudo, comparaveis e até
superiores aos dados de producao de etanol com outras biomassas pré-tratadas com
imidazol (NISHIDA et al., 2023; SAYURY NISHIDA et al., 2021; VALLADARES-
DIESTRA et al.,, 2022, 2023), sendo essencial destacar que a otimizagdo do
bioprocesso pode ser fundamental para melhorar os rendimentos e possibilitar a

insercao dessa tecnologia no mercado de biocombustiveis 2G.

CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo demonstrou que o pré-tratamento com imidazol (considerado um
solvente verde) pode ser utilizado com resultados promissores para a biomassa

residual de milho. O pré-tratamento com imidazol sob diferentes condicbes de
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temperatura (120 a 180°C) e tempo (30 e 60 min) alterou a estrutura da biomassa,
expondo a estrutura dos polissacarideos (principalmente celulose). Portanto, foram
observados resultados satisfatorios de digestibilidade enzimatica, atingindo 100% de
sacarificagdo para a biomassa CC. O hidrolisado rico em agucar foi fermentado para
producdo de etanol com rendimentos superiores a 80%, demonstrando o potencial
biotecnolégico da aplicagdo do imidazol no pré-tratamento da biomassa

lignoceluldsica.

4.9 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O imidazol apresentou-se como um promissor solvente verde para aplicagao
em pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas, tendo resultados satisfatérios para
a deslignificacdo desse tipo de biomassa. Com o intuito de ampliar o estudo realizado
nesse trabalho, recomenda-se buscar por aplicagbes para as fragcdes ricas em
hemicelulose e lignina dos residuos de milho a fim de gerar novos produtos.
Adicionalmente, pode-se avaliar a aplicagcao de imidazol em pré-tratamento de outras
biomassas com teores de celulose, hemicelulose e lignina diferentes, e estudar sobre
a recuperacdo do imidazol apds os pré-tratamentos e sua possibilidade de

reutilizacao.
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