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Resumo

A bioconversao de lignocelulésicos a etanol consiste em operagGes complexas que compreendem
0 pré—tratamento, a hidrolise, o cultivo, a separacdo e purificacdo de produtos. Uma maneira eficaz para
reduzir a repressao catabdlica pelos produtos da hidrélise e a inibicdo enzimatica por produto e substrato,
€ 0 uso de membranas em operacéo de filtragho. A membrana tubular BEGE impregnada com poli
(fluoreto de vinilideno) (PVDF — 10%) apresentou resultados similares as membranas comerciais da
Andritz (N5 e N10). A membrana tubular polimérica P4 impregnada com poliamida 66 (PA66 — 17%)
apresentou reducdo do fluxo permeado e aumento na retencdo de proteinas totais em relagcdo & membrana
P3 impregnada com PA66 (10%). A impregnacdo dos suportes tubulares por solugBes poliméricas
acarretou aumento na retencao de enzimas celuloliticas.
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Abstract

Bioconversion of lignocellulosic ethanol consists of complex operations such as pre—treatment,
hydrolysis, fermentation, separation and purification of products. An effective way to reduce hydrolysis
by catabolite repression and enzymatic inhibition by product and substrate and products is the use of
membranes in the filtration process. The BEGE tubular membrane impregnated with poly (vinylidene
fluoride) (PVDF — 10%) gave results similar to commercial membranes Andritz (N5 and N10) results.
The polymer P4 tubular membrane impregnated with polyamide 66 (PA66 — 17%) showed a decrease of
permeate flux and an increase in retention of protein relative to total membrane impregnated with PA66
(10%) P3. The impregnation of tubular supports for polymer solutions resulted increase in the retention of
cellulolytic enzymes.
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INTRODUCAO

A conversao de biomassa lignoceluldsica em biocombustivel devera diminuir a dependéncia
de fontes fdsseis, assegurando maior estabilidade energética e mudanca as agressdes ambientais
associados ao uso do petréleo. A biomassa lignocelulésica tem sido reconhecida como uma
matéria—prima alternativa para a producdo de bio—etanol. Dada a demanda por energia, a
possibilidade de se utilizar etanol em substituicdo a gasolina em motores de combustdo é cada vez
mais atraente, tendo o beneficio adicional a reducdo nos niveis de emissao de gases de efeito estufa
[1].

Celulase é o nome genérico para um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de celulose e
celooligossacarideos relacionados. A acéo sinéergica dos trés tipos de enzimas que compdem as
celulases, endo—1-4—-glucanase (EG, EC 3.2.1.4), celobiohidrolase (CBH, EC 3.2.1.91) e B-
glicosidase (BGL, EC 3.2.1.21), é essencial para a hidrdlise enzimatica completa [2].

Estudos de PCR quantitivo mostraram que a celulose, lactose, celobiose, sorbose e soforose
apresentam capacidade de inducdo de exoglucanases, endoglucanases e p—glicosidases [3],
enquanto que celobiose e glicose diminuem significativamente a taxa de hidrolise de celulose e sdo
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consideradas inibidores de enzimas celuloliticas causadores de repressdo catabdlica no fungo
Trichoderma reesei.

A remocdo de agUcares de rapido metabolismo durante a obtencdo de celulases e xilanases
pode aumentar a atividade enzimatica no meio e reduzir o efeito da repressdo catabdlica. O referido
processo pode ser realizado com o uso de membranas seletivas para retirada de inibidores, na
producdo de complexos enzimaticos, visando a tecnologia do bioetanol.

A separacdo utilizando membranas pode ocorrer por diferenca na interacdo dos permeantes
com o material que forma a membrana (mecanismo de sor¢do—difusdo) ou por exclusdo devido a
diferenca de tamanho entre as particulas ou moléculas. Na primeira situagdo as membranas s&o
consideradas densas, ou seja, 0 transporte dos permeantes ocorre por processos difusivos através
dos espacos intersticiais (volume livre) do material que forma a membrana. Na segunda situagéo as
membranas sdo consideradas porosas e o transporte ocorre preferencialmente através dos poros,
predominando o mecanismo de transporte convectivo. Desta forma, a aplicacdo de determinada
membrana depende basicamente de sua morfologia e do material que a constitui [4].

Assim, este trabalho tem por objetivo a producdo e caracterizacdo de membranas de
configuracdo tubular com suporte ceramico e polimérico impregnados com PA66 e PVDF, e
comparad—las as membranas comerciais, avaliando—as em relacdo a permeabilidade e a seletividade
na retencdo de proteinas totais e enzimas celuloliticas.

MATERIAL E METODOS

Polimeros utilizados no preparo das membranas. Os polimeros utilizados na preparagdo
das membranas foram a poliamida 66 (PA66) comercial da Alfa Quimica e o poli(fluoreto de
vinilideno) (PVDF) SOLEF 1015/0078 fornecido pela Solvay Solexis. O solvente para a PA66 foi 0

acido cloridrico (HC/?) 37% da Merck do Brasil e para o PVDF, o N°’N-dimetilformamida (DMF)

99,8% fornecido pela Vetec Quimica. Os tubos ceramicos foram fornecidos pela Tecnicer
Tecnologia Ceramica Ltda, e os tubos de polipropileno fornecidos pela Union Ind. de Fibras
Plasticas Ltda.

Preparacao das membranas. Os suportes tubulares ceramicos de a—alumina (C), de silica e
o—alumina (BEGE) e poliméricos de polipropileno (P), foram impregnados com solucdes de PA66
e PVDF em diferentes concentragdes. A porosidade meédia dos suportes BEGE ¢é de 5 pm, segundo
método definido pela norma ASTM D4284 [5] e realizado no Instituto de Materiais Ceramicos
(IMC) da UCS.

A impregnacao do suporte foi realizada durante 40 minutos a 40°C, somente externamente. A
temperatura do banho de inversdo de fase foi mantida 25°C, utilizando &gua destilada como néo
solvente durante 24 h (Tabela 1).

As membranas tubulares de suporte polimérico (polipropileno) e de suporte cerdmico (o—
alumina) possuiam 8 mm de didmetro interno, e 11 e 13 mm de didmetro externo, respectivamente.
O comprimento das mesmas de 198 mm e 210 mm para as membranas poliméricas e ceramicas
respectivamente.

Com objetivo de comparagdes, as membranas tubulares comerciais Andritz, N5 e N10, foram
caracterizadas pela empresa com cut off molecular de 5-10% a 1-10* g-mol™, respectivamente. As
membranas comerciais possuiam 6 mm de didmetro interno e 250 mm de comprimento.

Ensaios a pressao reduzida com extrato enzimatico. Os ensaios foram realizados, em de
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sistema a pressdo reduzida (580 mm Hg) e a temperatura de 20 + 5°C, com &gua e extrato
enzimatico proveniente de cultivo em estado so6lido de Penicillium echinulatum. O extrato
enzimatico diluido e centrifugado a 4°C foi produzido com 1 g de celulose, 0,5 g de farelo de trigo e
1 mL de solucdo de sais [6]. Os ensaios utilizando somente 0s suportes ceramicos e polimericos
foram realizados anteriormente a impregnacao dos mesmaos.

Tabela 1. Membranas com seus respectivos solventes e concentracoes.

Membrana Impregnacao (solucéo Solvente
polimérica)

BEGE Sl Si
BEGE | PVDF(10%) DMF
PO Suporte de polipropileno Sl

P1 PVDF(10%) DMF
P2 PA66(10%) HC/
P3 PA66(17%) HC/

Co Suporte cerdmico Sl
Cl PVDF(10%) DMF
C2 PA66(10%) HC/
C3 PA66(17%) HC/
N5 Sl Si
N10 Sl Si

Sl: sem impregnacao

Fluxo de permeado. Os ensaios de fluxo permeado foram realizados utilizando agua destilada
antes e ap0s 0s ensaios com extrato enzimatico. O fluxo segue expresso conforme a equacao:

Vv
v @
sendo | fluxo de permeado (L.m2.h™), V volume (L), A &rea superficial da membrana (m?) e At
tempo de ensaio (h).

Os ensaios para determinar o fluxo de permeado foram realizados em duas etapas: a primeira
succionando o extrato enzimatico para fluir para dentro da membrana tubular com o auxilio de
bomba a vacuo e o outro em modo crossflow com o auxilio de bomba Carretos, a fluxo constante.

Efeito do Fouling. A fim de analisar o efeito do fouling evidenciado pela reducdo do fluxo
ap0s 0 ensaio com extrato enzimatico, 0s ensaios a pressdo reduzida foram realizados em trés
etapas: inicialmente com agua destilada, posteriormente com extrato enzimatico e novamente com
agua destilada. Entre os ensaios, as membranas foram limpas por processo de limpeza quimica
utilizando solucéo de hidréxido de sodio a 1,0% (m/v). O coeficiente de fouling (CF) denota o grau
de obstrucdo dos poros da membrana apds o ensaio. O CF foi obtido a partir de medidas do fluxo
com agua antes e apos o teste com extrato enzimatico. O indice foi calculado pela equagdo [7]:

W

C, = [1 _ J_W}loo )

sendo C; coeficiente de fouling (%), Jw fluxo permeado de agua inicial (L-m2h™) e J'w fluxo
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permeado de 4gua apds o ensaio com extrato enzimatico (L-m2-h™Y).
Resisténcia total da membrana. A resisténcia total (R;) da membrana foi expressa pela
equacéo:
AP
R =—— (3)
Hedy,

sendo R a resisténcia total (m*L "), AP a diferencial de pressdo (Pa), p a viscosidade da solugéo
permeada (Pa-s), e J'y: 0 fluxo de permeado do ensaio para determinagao do efeito do fouling
(L-m2h™h.

Analise enzimatica e de proteinas totais. Para andlise de retengdo de enzimas celuloliticas
por membranas tubulares determinou-se a atividade enzimatica sobre papel-filtro (FPA). Para a
dosagem de celulases, foi utilizada a andlise de atividade enzimatica sobre papel filtro [8], a
dosagem de acucares redutores foi realizada utilizando glicose como padrdo [9] e para a
determinacéo de proteinas totais utilizou—se metodologia definida por Bradford [10].

Aplicacao de SDS-PAGE para deteccao de proteinas. Para a determinacdo da massa
molecular das proteinas das amostras e do permeado foi realizada eletroforese em gel de
poliacrilamida (8,5 cm-7,5 cm-0,1 ¢cm), contendo 0,1% de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
1,5 cm de gel de concentracdo 12% e 6 cm de gel para separagdo das proteinas 4% [10]. A corrida
eletroforética foi realizada a 200 V por 1 h.

O tampao da amostra para proteinas possuia 2,5 mL de glicerol, 2 mL de solucdo de SDS

10%, 0,2 mL de solucédo de azul de bromofenol 0,5%, 1,25 mL de tampéo Tris—HC/ com pH 6,8 e

3,55 mL de agua destilada.

Em microtubos de 2 mL foi feita a precipitacdo das amostras com acetona gelada (1:2) a —
20°C por 15 min. Apés as amostras foram centrifugadas e o pellet foi solubilizado em 0,025 mL de
tampdo da amostra e aplicado na canaleta do gel.

O marcador de massa molecular utilizado foi o Precision Plus Protein™ Standars All Blue
(BioRad). A corrida eletroforética foi realizada em cuba vertical BioRad Mini—Protean Tetra
System ® .

A revelacdo das bandas do gel foi realizada por incubacdo do gel durante 30 minutos em
solucdo de 0,2% de Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% de etanol e 10% de acido acético. Apds, o
gel foi lavado com &gua destilada e imerso em solucéo de 50% de etanol e 10% de &cido acético por
30 minutos. Este processo foi realizado sob agitacdo de 60 rpm e realizado em duplicata.

Microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram realizadas anélises da superficie e da
secdo transversal das membranas com objetivo de verificar alteragcbes na sua estrutura, resultantes
do processo de preparagdo das mesmas. Para a observacdo da secdo transversal as membranas
foram cuidadosamente fraturadas em nitrogénio liquido. As amostras foram metalizadas com uma
fina camada de ouro por sputtering, com tempo de exposi¢do de 2 min. As analises foram realizadas
utilizando—se um microscapio eletrdnico de varredura (MEV) marca Shimadzu, modelo SSX-550,
com tensdo de aceleragdo de 15 kV.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Observacoes da membrana por MeV. A morfologia da membrana C1 visualizada em MeV
apresenta—se com uma camada bem definida de polimero sobre a estrutura cerdmica externa (Figura
1). Entretanto essa camada apresenta algumas irregularidades, o que pode estar relacionada com a
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inversdo de fases (Figura 1 A).

A estrutura da superficie das membranas depende fortemente das taxas de saida e entrada de
solvente e ndo-solvente na solucdo polimérica, respectivamente. De acordo com Chuang et
al.[12], a camada densa ¢é formada quando o solvente presente na solucdo polimérica migra para o
banho de coagulacdo antes que o ndo-solvente migre para a solugdo polimérica. A camada densa
para de crescer quando ndo—solvente suficiente difunde nas subcamadas para a formacao de poros.
Caso contrario, ocorre formacao de poros na superficie da membrana (Figura 1 C).

Figura 1. Micrografia de varredura eletrénica da membrana cerdmica C1.

Caracterizacdo das membranas em relacédo ao fluxo permeado e ao fouling. A partir dos
ensaios a pressdo negativa realizados com membranas tubulares com &gua e com extrato
enzimatico, observou—se que o fluxo das membranas N5 e N10 reduziu drasticamente nos ensaios
com extrato enzimético. O fouling reduziu o fluxo nas membranas N5 e N10 que apresentaram
queda de 65 e 68%, respectivamente quando o ensaio foi realizado com extrato enzimatico. Essa
reducdo deve-se a obstrucdo dos poros da membrana em fungdo do acimulo de proteinas durante os
ensaios com extrato enzimatico e demais proteinas (Tabela 2).

Tabela 2. Fluxo maximo de permeado em ensaio a pressdo negativa com agua
destilada inicial e com extrato enzimatico para membranas tubulares comerciais N5 e N10,
BEGE, BEGE | e P3.

Fluxo em ensaio com agua Fluxo em ensaio com extrato
destilada (L-m™2-h™) enzimatico (L-m™2-h™)
N5 80 50
N10 120 70
BEGE 170 160
BEGE | 150 130
P3 43 38

A membrana P2 (PA66 10%) apresentou fluxo méximo de agua de 957 L-m2-h™* e apés o

ensaio com extrato, o efeito do fouling reduziu o fluxo para 648 L-m?-h™, apresentando assim
maior fluxo e retencdo de proteinas responsaveis por FPA em relacdo a BEGE. A reducéo do fluxo
foi maior na membrana P3 (PA66 17%) em relagdo a P2 (Figura 2).

A impregnacdo da membrana BEGE | favoreceu a retengdo de proteinas e de enzimas do
complexo celulolitico (Tabela 2), quando comparada a BEGE sem impregnacao, entretanto, o
fouling reduziu o fluxo permeado em 89% (Tabela 3). Houve maior reducéo do fluxo de permeado
para as membranas ceramicas impregnadas com 10% de PA66 (C2) quando comparada ‘a
respectiva polimérica (P2). Essa reducdo pode estar associada a porosidade do suporte e a formacéo
de filme aderido a mesma. Observou-se que com 0 aumento da concentragdo de poliamida houve
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um decréscimo no fluxo de permeado de dgua (C2 e C3).

A membrana C1 apresentou CF menor que a P1 evidenciando que o filme polimérico reteve
maior quantidade de particulas obstruindo os poros da mesma. As membranas N5 e N10
apresentaram resisténcias similares, entretanto a N10 apresentou maior CF (69%) em relacdo a
membrana N5 (16%). Os ensaios repetitivos com meio completo produziram reducdo drastica no
fluxo de permeado na membrana N5 (Figura 5B). O fluxo de permeado foi méximo (300 L-h*-m)
quando a membrana estava isenta de particulas nos poros e velocidade de circulacdo de 3 m-s™ e
em diferentes velocidades de remocdo do permeado (Figura 2). Apos cinco ensaios com meio
completo em circulagdo n a membrana houve reducdo do fluxo maximo (153 L-h™*-m™) nas
mesmas condicdes (Figura 2 C).

Tabela 3. Coeficiente do fouling (CF) nas membranas tubulares em ensaios realizados com
agua e extrato enzimatico.

. Resisténcia da Resisténcia devido ao
Coeficiente do :
Membrana fouling— CF (%) membrana R fouling Ry
g- e m?mL 10" m%mL 10~
BEGE 56 29,3 3,18
BEGEI 89 13,7 12,5
P1 48 ND ND
P3 26 92,1 30,7
P4 70 4,93 1,44
Cl 43 ND ND
C4 63 ND ND
C5 30 ND ND
N5 16 3,19 1,81
N10 69 3,1 2,95
Ensaio com dgua membrana A Ensaios com meios de 24 e B
limpa 48h
- 50 —e—0,084m/s
~ 300 50
é_ 250 0,55m/s E—IT 0
_,T_ 200 0,92m/s E 30 —&— fluxo de
= 150 & permeado24
9 100 ——1,1m/s = 20 h
= —o—1,58m/s % 10 uxo de
58 o T o .\.‘.'.—-0 +germ:ado
0 1 2 3 4 0 1 2 48h
Velocidade de circulagdo(m/s) velocidade de circulacdo(m/s)
N5 ¢
180
160
40

2120

-
=100
5 [—I—I/F_J ——0,6
-5- 80

—a1
X 60
=

= 40 15

20

0
0 0,5 1 1,5
VELOCIDADE DE CIRCULACAO (M/S)

Figura 2. Fluxo de permeado em ensaio com meio completo utilizando membrana de nanofiltracéo.
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Retencao de enzimas e proteinas totais. A retencdo de enzimas celuloliticas por membranas
durante o cultivo submerso, pode ser uma alternativa para que a remocdo de inibidores produzidos
durante a produgdo enzimaética levando a um aumento da produtividade volumétrica do processo.
Celobiose e glicose sdo inibidores que causam repressdo catabolica em fungos e inibem a atividade
enzimatica de enzimas celuloliticas [13]. Sendo assim, acUcares redutores quando retirados durante
a hidrélise podem ser novamente adicionados ao sistema para serem fermentados diretamente na
producdo de bioetanol [14].

O percentual de retencdo de proteinas totais e de enzimas celuloliticas foi expresso em fungéo
das diferentes concentracbes poliméricas utilizadas para a impregnacdo dos suportes das
membranas tubulares (Tabela 4). Os ensaios com agua destilada e extrato enzimético realizados nos
suportes, previamente a impregnagdo, demonstraram que 0s suportes poliméricos apresentam maior
fluxo permeado em relacdo aos cerdmicos, mas em relacdo a seletividade, o suporte cerdmico
apresentou—se mais seletivo que o polimérico.

Tabela 4. Resultados da retencdo de proteinas totais e enzimas
celuloliticas pelas membranas tubulares impregnadas e comerciais.

Membrana Retencao (%)
FPA Proteinas Totais
BEGE 7 35
BEGE | 80 67
PO 25 18
P1 67 50
P2 28 56
P3 38 12
CO 12 15
Cl 88 66
C2 54 16
C3 10 23
N5 81 43
N10 85 36

Observou-se que as membranas BEGE | e C1 apresentaram resultados de retencdo de
proteinas totais superiores as membranas comerciais N5 e N10 em ensaio com extrato enzimatico.
Enzimas de massa molecular superior a 75. 10°g-mol™ foram removidas pelas membranas BEGE e
BEGE I, enquanto que a membrana P3 ndo reteve nem as enzimas maiores que 150.10° g-mol™
(Figura 1). Chauves et al. [15] citaram que a massa molecular aparente de B—glicosidases de
T.reesei (BGL1) é de 117-10° g-mol ™, enquanto que a tedrica é de 75-10° g-mol ™.

A remogdo de parte da P—glicosidase implica em reducdo da atividade sinérgica do
complexo celulolitico, uma vez que promovem a ruptura de ligagdes f—1—4 do dimero de celobiose
em glicose. Matos [16] investigou o perfil proteico do sobrenadante de cultivo com bagaco de cana
por P. echinulatum e verificou que xilanases apresentam bandas intensas entre a massa molecular
de 60-70-10° g-mol* e de intensidades entre 100-10° e 55-10° g-mol™. As membranas BEGE,
BEGE | e C3 retiveram as enzimas xilanases de 10-10* g-mol™, mas ndo retiveram as de massa
molecular maiores que as citadas (Figura 3).
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1 2 i 4 5 & 7 & i

Figura 3. Zimograma de proteinas totais das membranas BEGE, BEGE I, C2 e P2. Da
esquerda para direita: (1) marcador padrdo, (2) BEGE permeado, (3) BEGE extrato, (4) BEGE |
permeado, (5) BEGE | extrato, (6) C2 permeado, (7) C2 extrato, (8) P2 permeado, (9) P2 extrato.

CONCLUSAO
Observou-se que a retencdo de proteinas totais permite o uso das membanas de PVDF na
remocgdo de inibidores que diminuem a atividade enzimatica de celulases, aumentando a sua
produtividade.
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