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Resumen

El bioetanol puede ser producido a partir de una amplia variedad de materias primas. Estas se
clasifican en tres categorias de materias primas agricolas: los azlcares simples, almidon y
lignocelulosa. El olote de maiz (residuo agrondmico), utilizado en este estudio, se compone de
37.85 % de celulosa, 42.3 % de hemicelulosa y 7.01 % de lignina. Después del pretratamiento
alcalino (NaOH al 1 %, 120°C, 60 min), el contenido de celulosa en el residuo de olote se
increment6 de 37 % a 64 % con una disminucion de 30 % y 88 % de hemicelulosa y lignina
respectivamente. 59g.L™ de la glucosa se obtuvo a partir de material pretratado por la
sacarificacién enzimatica (45 °C, pH 5,5, 120 h) usando Celluclast® 1.5 L. Se evaluaron los
efectos de la temperatura, el pH y la concentracion de la enzima. Se buscé la condicién mas
favorable en el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS) con el uso de
Zymomonas mobilis. Las condiciones 6ptimas fueron, 38 ° C; pH 4,7; concentracion de la
enzima 20 FPU.g-1. Se obtuvo un rendimiento de etanol del 90 %, basado en el valor de

rendimiento teérico para una concentracion de 27g.L ™ a las 96 horas.

Palabras clave: bioetanol, lignocelulosa, Sacarificaciéon y Fermentacion Simultanea.
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Abstract

O etanol pode ser produzido a partir de uma ampla variedade de matérias-primas. Estes sao
classificados em trés categorias de matérias-primas agricolas: simples, amido e acgucares
lignocelulose. sabugo de milho (agronomicamente residuo), utilizada neste estudo, 37,85%
consiste de celulose, hemicelulose e 42,3% 7,01% de lignina. ApGs o pré-tratamento alcalino
(NaOH a 1%, 120 ° C, 60 min), o teor de celulose no residuo olote aumentou de 37% para 64%
com uma diminui¢do de 30% e 88% de hemicelulose e lenhina, respectivamente. 59g.L-1 de
glicose foi obtido a partir de material pré-tratado por sacarificacdo enzimatica (45 ° C, pH 5,5,
120 h) utilizando Celluclast® 1,5 L. Os efeitos da temperatura foram avaliadas, e o pH
concentracdo de enzima. a condicdo mais favoravel procurado no processo de sacarificacdo
simultaneas e fermentacdo (SFS) com a utilizacdo de Zymomonas mobilis. As condi¢Bes dptimas
foram, 38 ° C; pH 4,7; concentracdo de enzima 20 FPU.g-1. Obteve-se um rendimento de 90%
de etanol, com base no valor de rendimento teérico para uma concentracdo de 27g.L-1 a 96

horas.

Palavras-chave: bioetanol, sacarificacdo simultanea lignocelulose e fermentacéo.

Fecha Recepcion:  Febrero 2016 Fecha Aceptacion: Abril 2016

Introdugao

Muitos beneficios potenciais mostra a producéo de etanol a partir da fermentacdo de biomassa
lignocelulésica de subprodutos agricolas e residuos florestais (segunda geracdo de bioetanol), em
comparacdo com amido (primeira geracdo de bioetanol) derivado ou sacarose tanto
energeticamente e ambientalmente (Farrell et al, 2006;. Olofsson, 2008). Além disso, este fornece
uma matéria-prima muito biomassa para alta disponibilidade, como mencionado Gnansounou et
al. (2005). hidrdlise enzimatica de lenhocelulose sem pre-tratamento normalmente ndo é tdo
eficaz devido a elevada estabilidade dos materiais a enzima ataques como indicado Taherzadeh et
ai. (2008). O objectivo principal destes pré-tratamentos ¢é a de solubilizar a frac¢do de lenhina e

modificar a estrutura das cadeias de celulose, de modo que eles séo facilmente atacados por
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enzimas. Para um pré-tratamento é eficiente, ele deve atender, entre outras caracteristicas, baixo
consumo de energia, baixo custo de investimento e manutencdo, uso de reagentes baratos e
prontamente recuperaveis, além da possibilidade de aplicacdo em varios substratos (Almenares et
al., 2008) .

Z. mobilis, uma bactéria Gram-negativas, bactérias anaerobias facultativas podem fermentar a
glicose em etanol e CO2 através do Entner-Doudoroff, que gera mais etanol devido a menor
producdo de biomassa bacteriana em comparagdo com o Embden -Meyerhof em S. cerevisiae (Bai
et al., 2008). Além disso, Z. mobilis pode tolerar concentragdes muito mais elevadas do que
outras bactérias etanol e produto de biomassa é geralmente reconhecido como seguro (Geralmente
Reconhecido como Seguro, GRAS) pelo FDA (Food and Drug Administration) para o alimento
animal, de modo que este tipo € adequado para a fermentacéo das pentoses metabdlica capacidade
de engenharia, também relatado por Zhao et al. (2012).

Uma opc¢do atraente para a bioconversdo de materiais pré-tratada € o processo de sacarificacdo
simultaneas e fermentacdo (SFS), em que as enzimas hidroliticas e microrganismos fermentativos
estdo no mesmo reactor, reduzindo os custos de investimento (Olofsson et ai., 2008). Além disso,
0 processo SSF tem limitacdes, tais como a temperatura dptima diferentes enzimas hidroliticas e
microorganismos da fermentacdo. Muitos relatorios tém indicado que a temperatura Optima para
hidrolise enzimatica é de 40-50 ° C, enquanto que os microrganismos com boa produtividade e

rendimento de etanol geralmente n&o toleram esta temperatura elevada (Karimi et al., 2006).

Este trabalho enfoca o0 uso de sabugo de milho como matéria-prima para a producao de etanol em
um processo SSF por hidrélise com celulase (Celluclast® 1,5 L) e fermentacdo com Z. mobilis.
factores temperatura, pH e concentracdo de enzima, a fim de encontrar as mais favoraveis para a

hidrélise e bactérias bom rendimento de etanol foram avaliados condicao.
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MATERIAIS E METODOS
Materia-prima sabugo

A espiga foi fornecido pelo Departamento de Melhoramento de Plantas da Universidade
Autébnoma Agréria Antonio Narro, Saltillo, México. O residuo foi triturado para o tamanho de 1
mm e seco a 65 ° C durante 24 h, foi hermeticamente armazenadas em recipientes de vidro a

temperatura ambiente.
Pre-tratamento alcalino

A espiga residuo foi pré-tratada com NaOH a 1% a 121 ° C / 15 psi durante 60 min. 100 ml de
uma amostra de 10 g foi adicionado. Apés pré-tratamento o residuo foi filtrado sob vacuo, o
residuo foi neutralizado até pH 7 com agua destilada, secou-se a 65 ° C durante 24 h, e

armazenada para utilizacdo como um substrato no processo SSF.
Inéculo

Z. mobilis foi cultivada em meio liquido WL, compreendendo (gL-1): extracto de levedura a 4,0,
5,0 triptona e glucose 50,0, fosfato monopotassico 0,55, cloreto de potassio 0,425, 0,125 cloreto
de célcio, de magnésio 0,125 sulfato, cloreto férrico 0,0025 0,0025 sulfato de manganés e. A cepa
foi fornecido pelo Departamento de Biotecnologia da Universidade de Coahuila (Saltillo,
México). 100 ml de meio foram adicionados a 250 ml de frascos e inoculados com Z. mobilis. Os

frascos foram incubados a 37 ° C durante 24 horas.
Enzima

Complexo de compras de celulose, Celluclast®1.5L, (EC 3.2.1.4, celulases Trichoderma reesei
ATCC 26921; Novozymes, Dinamarca) foi usada nos experimentos. A actividade celulolitica do

complexo foi de 71 UFP / ml.
Hidrolise enzimatica

A hidrolise foi levada a cabo em frascos de 250 ml a 45 ° C, com uma concentracdo de 15
celulose FPU / (g de substrato) de Celluclast® 1,5 L, velocidade de agitacdo de 130 rpm, pH 5,5 €
concentragdo de substrato foi de 10% (w / v) durante 120 h. As amostras foram colhidas as 4, 8,
12, 24, 48, 72 e 120 h, a mistura de reaccao durante a incubacéo, e fervida durante 10 minutos

para terminar a reacgdo da enzima foram armazenadas a -20 ° C durante quantificagdo de glucose.
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Sacarificacdo simultanea e fermentacéo (SFS)

O processo de fermentacdo foi conduzida sob as seguintes condicdes, a espiga de pré-tratado foi
adicionado ao meio de WL, esterilizado em autoclave a 121 ° C durante 15 minutos, sob
condicdes estéreis e 0 complexo enzima inoculo Zymomonas mobilis adicionado a concentracéo
10% (v / v), que foi agitada a 130 rpm. Amostras de 1 ml em 120 h foram tomadas e centrifugado
a 12000 rpm durante 10 min. A concentracdo de etanol e os restantes monosugars foram
determinados tal como descrito abaixo. PH, temperatura e concentragdo de enzima variaveis

foram testados de acordo com o desenho experimental.

Meétodo analitico

O conteudo de celulose, hemicelulose e lignina espiga foram determinados pela Van Soest (1963)
método. O teor de glucose foi quantificada por HPLC (Agilent series 1200 tecnologia
quaternario). Todas as amostras foram filtradas através de um filtro descartavel de 0,45 mm, antes
de equipamento de injec¢do. As amostras foram analisadas numa coluna Rezex RCM-marca de
Phenomenex monossacarido. A temperatura era de 80 ° C e Millipore &gua foi utilizada como fase
movel, a um caudal de 0,6 ml / min. O etanol foi analisada por cromatografia em fase gasosa (GC
Agilent 7820 Sistema A), que tem detector de ionizacdo de chama e uma coluna de aco inoxidavel

(3,0 m de comprimento, 0,320 mm de diametro interno).

Microscopia eletrénica de varredura (SEM) andlise de residuos olote

A morfologia da superficie e caracteristicas do cob alcalino-tratados e ndo tratados foi estudada

usando um microscépio eletrdnico de varredura (Philips XL30ESEM).

Delineamento estatistico de experimentos

Este trabalho estudou principalmente os efeitos da temperatura de reagdo, concentracdo de enzima
e pH na SFS por um design fatorial completo. Os factores e 0s seus niveis sao apresentados na
Tabela I.
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Tabla |

Fatores e niveis de design fatorial completo 3°

Nivel Temperatura/°C Concentracion de pH

enzima FPU.g™

1 37 10 4.5
2 41 15 5.5
3 45 20 6.5

RESULTADOS E DISCUSSAO
ComMPOSICAO OLOTE E EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM ALCALI

A composicao quimica da amostra de carolo de milho tratados e ndo tratados mostrado na Tabela
I1. Os resultados sugerem que o pré-tratamento alcalino sob o conjunto de condi¢des foi capaz de
remover parcialmente certas fracgdes da composicdo do sabugo, produzir um material de celulose
enriquecidos, reduzir o teor de lignina até 88%, com uma recupera¢do de celulose praticamente
completa, confirmando a eficécia do pré-tratamento para remover lignina e, consequentemente,
torna-lo mais facil de hidrolise enzimaética, concordando com citadas por diferentes autores como
Mesa et al. (2010), Chen et al. (2008), Kumar et al. (2009) y Taherzadeh et al. (2008).
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Tabla Il

Olote quimica antes e depois do pré-tratamento e desempenho do produto apds pre-

tratamento (peso seco%)

Componentes Sin tratar Pretratado Rendimiento del
producto®
Celulosa 37.85 64.20 98.8
Hemicelulosa 42.30 29.55 46.95
Lignina 7.01 0.824 7.84
Otros® 12.84 5.426 28.34

% Outros componentes incluem, cinzas, e extractos de proteinas. b Percentagem de cada fracgéo

recuperada apos pré-tratamento.

Efeito do pré-tratamento sobre a superficie da estrutura de carolo de milho

A estrutura da superficie, sem pré-tratamento olote foi limpo, liso, inteira (completa, intacta), é
firme, regular e homogénea (Figura 1a). Por outro lado, a superficie do sabugo de milho pré-
tratado com NaOH exibido, aberto, irregular (variavel), triturado e continha algumas microporos
(Figura 1b), isto pode ser devido a remocéo parcial da lignina e hemicelulose, tornando viavel
ataque enzimatico. A superficie pré-tratada amostra hidrolisada enzimaticamente é percebido
rachada e os poros abertos (Figura 1c) mais expostos e, resultados semelhantes aos relatados em

trabalhar com residuos de trigo Han et al. (2012).
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Fig.1 SEM de (a) n&o tratado de milho, (b) de carolo de milho pré-tratamento alcalino, (c) o pré-

tratamento alcalino olote, seguido por hidrélise enzimatica.
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Hidrdélise enzimética de sabugo de milho pré-tratada

Tabela Il teor de acUcares obtidos durante a hidrdlise enzimatica € mostrado, a eficiéncia do
mesmo corresponde a cerca de 80%. Uma vez que ¢ dificil saber a eficiéncia de sacarificacdo
durante SFS (sendo simultanea) esta quantidade foi usada para calcular o rendimento de etanol.
Olofsson et ai. (2012) relataram valores semelhantes aos obtidos neste trabalho em acUcares palha
de milho, entdo podemos considerar a espiga como um residuo adequado para a conversao de

acucares em producao de etanol.

Tabla Il

Resultados teor de aclcar durante a hidrélise enzimatica (g.L™)

Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de
Manosa
Glucosa Arabinosa Xilosa
Olote 59.04 4.74 21.28 N.D*

pretratado

N.D.* Bajo las condiciones del analisis no fue posible detectar >10ppm

Efeito das condicdes de operacdo do processo de fermentacdo e sacarificacéo
simultaneas com carolo de milho pré-tratado com alcali

Para encontrar o efeito do pH na concentracéo de etanol (Figura 2a), foram utilizados os valores
de 4,5, 5,5 e 6,5 nos meios de fermentacdo. A diferenca na concentracdo de etanol com um factor
de pH néo foi estatisticamente significativa (P> 0,5), indicando que o pH no processo ndo tem
efeito significativo sobre a producédo de etanol, no entanto, para a obtengéo de valores 6ptimos em

si foi considerada. A condicdo mais importante com um factor de pH é a estabilidade da
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membrana citoplasmatica de bactérias na enzima é manter os lacos dentro da molécula para evitar
variacdes na disposicdo da enzima e realizar a formacdo do complexo enzima / substrato e evitar a
desnaturagdo como aludem Madigan et ai. (2004), e Hans et ai. (1997), de modo que pode ser

assumido que ndo existe um envolvimento para a producdo de etanol neste processo para este
estudo nesta gama de pH.

Os niveis de temperatura testadas neste experimento foram 37, 41 e 45 ° C. Na temperatura da
concentracdo e da temperatura do pH (figuras 2b e 2c), a interaccdo é conseguida ver uma
influéncia acentuada da temperatura uma vez que o aumento reduz drasticamente a producgéo de
etanol por 60%, isto € devido ao aumento da temperatura reac¢do provoca um decréscimo na

sobrevivéncia de bactérias, levando a que algumas bactérias para desactivacdo tendéncia que
corresponde também designado por Luo et al. (2008).
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Figura 2 .Graficas de superficie de resposta (a) mostra o efeito da interaccdo de pH concentracao
de enzima na concentracdo de etanol (b) Efeito da concentracdo de enzima concentragédo de etanol
a temperatura (C) e o efeito de pH -Temperatura na concentracdo de etanol de milho pré-tratada
alcalino.

Cargas enzima testada neste processo foram de 10, 15 e 20 UPF encontrar uma influéncia
marcante desta variavel. O aumento da concentracdo foi diretamente proporcional a concentracdo
de etanol, atingindo até 27 g / L com uma carga de 20 UPF. Os resultados do delineamento
experimental indicam que as condi¢des Optimas para SPS sdo 38 ° C, a enzima carregamento
20UPF g / substrato e a pH 4,7, obtendo-se uma concentragdo maxima de 27 g / L de etanol, o que
equivale a um rendimento de 90% . Este valor foi calculado como uma percentagem com base no
rendimento teérico méaximo é de etanol 0,51 g de etanol por grama de glicose. Os resultados das
condi¢bes Optimas foram testadas a fim de tentar reduzir o tempo de processamento, 0 que deu
resultados positivos através da reducdo do tempo de 120 h até 96 h, sendo esta viavel em termos

de custos e produtividade do processo.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o pré-tratamento favorecido disponibilidade celulose alcalina na espiga,
gue aumentou em 64,2%, fazendo com que o residuo olote favoravel para alternativa de producéo
de etanol. As condicGes de operacdo Optimas SFS foram pré-tratados espiga 38 ° C, pH 4,7 e 20
FPU.g-1 enzima de carga, o tempo de processamento foi reduzida para 120 h 96 h sob estas
condicdes.

Obtiveram-se 27¢.L-1 de etanol, a percentagem do rendimento méaximo tedrico era elevada, o que

faz com que as bactérias Zymomonas mobilis uma possivel neste processo.
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