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PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA DE MILHO

Leticia R. Bohn?, Guilherme M. Mibiellid, Sérgio L. Alves Jr.2 e Jodo P. Bender?

aUniversidade Federal da Fronteira Sul - Campus Chapeco-SC, Grupo de Pesquisa em

Processos Enzimaticos e Microbiologicos (GPPEM)

Resumo: Ja existe um consenso da necessidade de uma mudanca do cenario
energético global para aumentar a parcela de fontes renovaveis, tornando a economia
baseada em uma ampla gama de plataformas alternativas de energia, na qual o etanol pode
ser apontado como um importante biocombustivel. O Brasil é o segundo maior produtor
de etanol, contudo ainda é necessario a diversificacdo da matriz de producédo a fim de
torna-lo mais atrativo para substituicdo como combustivel alternativo. Dessa forma,
observa-se a necessidade de estudos com diferentes matérias-primas, principalmente a
utilizacdo de residuos de baixo custo que apresentem grande disponibilidade, como, por
exemplo, os residuos lignoceluldsicos da agricultura. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi estudar a producdo de bioetanol como biocombustivel a partir do residuo
lignocelulésico do milho. Para tanto, executou-se um pré-tratamento seguido de hidrélise
enzimatica para obtencdo de agUcares fermentesciveis. A melhor condicdo ocorreu com
0 emprego de uma suspensédo de 100 g/L de biomassa, concentracao de 0,2 gCaO/gbiomassa
em incubacdo a temperatura de 70°C e agitacdo de 200 rpm, por um periodo de 24 horas.
A seguir foi realizado hidrélise enzimatica, utilizando-se enzimas comercias nas
concentracdes de 2% Ctec2 (m/m) e 0,5% Htec2 (m/m), em incubacdo a temperatura de
50°C e 200 rpm de agitacdo, durante 24 h. Por meio desse processo, obteve-se uma
solugdo com concentracdo de 0,31 Qacucares/Obiomassa, SENAO 0S agUcares fermentesciveis
quantificados via HPLC. Em seguida, produziu-se um novo hidrolisado, o qual foi
fermentado utilizando uma cepa industrial de Saccharomyces cerevisiae (PE-2) e outra
selvagem, isolada a partir de biomassa de milho em decomposicdo, identificada
taxonomicamente como uma nova espécie do género Wickerhamomyces. A partir desses
processos determinou-se um rendimento de 0,376 Qetanol/Qglicose, demonstrando o potencial

deste processo para a producéo de bioetanol.



Abstract: There is already a consensus on a new global agenda to increase the share of
renewable sources, to become an economy based on a wide range of alternative energy
sources, in which ethanol can be regarded as an important biofuel. Brazil is the second
largest producer of ethanol, however, it is still necessary to diversify the production
matrix to make it more attractive for replacement as an alternative fuel. Therefore, it is
observed the need for studies with different raw materials, mainly the use of low-cost
residues that have a high availability, such as lignocellulosic wastes from agriculture. In
this context the aim of this work was to study the production of bioethanol as biofuel from
corn lignocellulosic residue. For that, a pretreatment followed by enzymatic hydrolysis to
obtain fermentable sugars was carried out. The best condition was the use of a solution
of 100 g/L of biomass, concentration of 0.2 gcao/Obiomass iN incubation at 70 °C and
agitation of 200 rpm for a period of 24 hours. Then enzymatic hydrolysis was performed
using commercial enzymes at concentrations of 2 % Ctec2 (m/m) and 0.5 % Htec2 (m/m),
incubated at 50 °C and 200 rpm of stirring for 24 hours. Through this process, a solution
with a concentration of 0.31 Qsugars/Obiomass Was obtained, being fermentable sugars
quantified by HPLC. Thereafter, a new hydrolyzate was produced in order to be
fermented by an industrial Saccharomyces cerevisiae strain (PE-2) and by a wild yeast
strain, isolated from rotting corn and taxonomically identified as a new species from
genus Wickerhamomyces. From these processes, a yield of 0.376 Qethanol/Qglucose Was

achieved, demonstrating the potential of this process for the bioethanol production.

Palavras-chave: Biomassa. Residuo Lignocelul6sico. Biocombustivel.



1. INTRODUCAO

A necessidade de produzir combustiveis renovaveis de baixo custo para substituir
os de origem fossil vem sendo demonstrada nas agendas politicas de vérios paises,
ressaltando o consenso existente da necessidade de realizar uma mudanga no cenario
energético global (SORDA et al., 2010). O Brasil, por meio de sua politica de expansédo
da matriz energética, tem estimulado a producéo de biocombustiveis com uma dinamica

que visa gerar desenvolvimento local e sustentdvel (PEREIRA et al., 2015).

Dentre os biocombustiveis o etanol se destaca como substituto & gasolina no setor
de transporte, visto tratar-se de uma fonte de energia natural, limpa, renovavel e
sustentavel. Cabe salientar que o Brasil é o segundo maior produtor de etanol, o qual é
produzido a partir de matéria-prima sacarinea (caldo de cana), em um processo que se

caracteriza pelo seu baixo custo e alto rendimento (da ROSA, 2013).

Entretanto apesar de ser um dos maiores produtores, ainda é necessario realizar
uma diversificagdo na matriz de producdo com o intuito de torna-lo mais atrativo para
substituicdo como combustivel alternativo. Nesse cenario faz-se necessario o
desenvolvimento de rotas de producdo a partir de diferentes matérias-primas, como, por
exemplo, a utilizacdo de residuos agroindustriais. Dentre os possiveis residuos, os

materiais lignocelul6sicos possuem potencial suficiente para se tornarem matéria-prima.

Uma fonte de material lignoceluldsico que se apresenta em destaque é a biomassa
proveniente da colheita do milho. No Brasil, sdo produzidos anualmente cerca de 90
milhGes de toneladas de grdos (CONAB, 2018), e como toda producdo agricola, a
producdo de milho gera quantidades significativas de residuos, podendo chegar a 2,2
toneladas de residuo por tonelada de milho plantada (KOOPMANS e KOPPEJAN, 1997).

Os esquemas de produgdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica séo
referidos como uma segunda geragédo de biocombustiveis, denominando-se entéo etanol
de segunda geracdo (E2G), cujo processamento é uma das mais promissoras tecnologias
em fase de desenvolvimento (da ROSA, 2013). O sucesso da producdo depende da
quantidade de polissacarideos na composicao da biomassa, pois a partir desses obtém-se

glicose e xilose, mondmeros essenciais para producéo de etanol de E2G.

Nesse caso, o desenvolvimento de um processo eficiente passa inicialmente por

uma adequada caracterizacdo quimica do residuo lignocelulosico, principalmente quanto



aos teores de celulose, lignina e hemicelulose. A caracterizagdo do material
lignocelul6sico é de extrema importancia para que se possa obter informacgoes a respeito
dos rendimentos ao longo dos processos realizados. A partir da caracterizacdo é possivel
avaliar se as condigdes utilizadas estdo sendo favoraveis a producdo do etanol.
(GOUVEIA et al., 2009).

A producéo desse combustivel requer inicialmente a hidrolise da celulose e da
hemicelulose em seus mondmeros antes da conversao dos mesmos em etanol. No entanto,
esses polissacarideos encontram-se intimamente associados a lignina, que confere rigidez
a parede das células e dificulta a acao hidrolitica. Assim sendo, a biomassa lignocelulésica
necessita passar por um processo de pré-tratamento fisico e/ou quimico, a fim de
aumentar a porosidade do material tornando a celulose e hemicelulose susceptiveis a
hidrolise. O rendimento em termos de acUcares estd extremamente relacionado com a
eficiéncia do pré-tratamento, sendo dessa forma a etapa que apresenta maior potencial
para melhorar a eficiéncia do processo (GALBE E ZACCHI, 2012).

Considerando a busca pela diversificacdo da matriz energética, através do
desenvolvimento de processos que utilizem matérias primas que sejam alternativas, de
facil acesso, baixo custo e com alta concentracdo de celulose para producdo de E2G, este
estudo busca oferecer uma alternativa em relacdo ao aproveitamento do residuo da
colheita do milho por meio da sua utilizacdo na producdo de bioetanol. O estudo foi
conduzido com objetivo de determinar a composi¢do quimica da biomassa e o rendimento
de producdo ao final das etapas de pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo dos agucares

fermentesciveis obtidos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
Biomassa

A biomassa lignocelulésica, utilizada nos experimentos, foi recolhida do campo
apos a colheita do milho no municipio de Palmitos-SC e corresponde ao hibrido do milho
AS 1666.

Enzimas



As preparacOes enzimaticas comerciais empregadas neste trabalho foram a Cellic
CTec2 (complexo de celulases) e NS22244 - Cellic HTec2 - (complexo de
hemicelulases), ambas provenientes da Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca) e

fornecidas pela Novozymes Latin America (Araucéria, PR, Brasil).

Leveduras

Utilizou-se uma linhagem selvagem de levedura isolada a partir da biomassa de
milho em decomposicdo (cepa UFFS-CE-3.1.2), pertencente a colecdo do Grupo de
Pesquisa em Processos Enzimaticos e Microbiologicos (GPPEM) da Universidade
Federal da Fronteira Sul - campus Chapecd. Essa linhagem foi taxonomicamente
identificada como uma nova espécie (ainda ndo descrita) do género Wickerhamomyces
(BAZOTlI et al., 2017).

Também se utilizou a levedura industrial PE-2, fornecida pela empresa Fermentec
(Piracicaba/SP) (BASSO et al., 2008).

2.2 METODOS
2.2.1 Caracterizacdo da biomassa:

Inicialmente a biomassa de milho foi moida em moinho de facas a fim de obter
particulas menores e homogéneas. Em seguida realizou-se a caracterizacao fisico-quimica
da biomassa — distribuicdo granulométrica, teor de umidade, materiais inorganico, teor de
extrativos, carboidratos estruturais e lignina - utilizando como referéncia o procedimento
padrdo NREL (Nacional Renewable Energy Laboratory) descrito por SLUITER et al
(2005a,b,c), utilizando-se apenas a fracdo de biomassa que passou pela peneira de 30

mesh.

2.2.3 Pre-tratamento

Empregou-se um pré-tratamento béasico utilizando 6xido de célcio. Para estudar
essa etapa, elaborou-se um Delineamento Experimental Fatorial Completo com dois
fatores investigados (DEFC 22), com triplicada em todos os ensaios, objetivando avaliar
os efeitos da temperatura de incubacdo e concentracdo de oxido de célcio. Os niveis
investigados para cada variavel séo apresentados na Tabela O1.

Para execucdo dos ensaios, 20 g de biomassa lignocelul6sica foram adicionados

em frascos de vidro tipo paralelepipedo retangular de 1,5 L com tampa, juntamente com



200 mL de uma suspensdo de o6xido de célcio (concentracdes definidas - Tabela 01),
resultando em uma suspensdo com razdo sélido/liquido de 100 g/L. A reacdo de pre-
tratamento ocorreu em agitador orbital, modelo Shaker SL-223 da marca SOLAB, a 200

rpm durante 24 horas, variando a temperatura de acordo com o planejamento.

Tabela 01- Planejamento experimental para a investigacdo das variaveis de processo
temperatura e concentracdo de CaO para a etapa de pré-tratamento da biomassa

lignocelulosica.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 40 55 70

Concentracéo de CaO g/gbiomassa 0,2 0,4 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor

2.2.4 Hidrdlise enzimatica

Finalizada a etapa de pré-tratamento, corrigiu-se o pH do meio tratado utilizando
uma solucao de Acido Citrico (1M), até atingir o pH 6timo para as enzimas, em torno de
5,0 - 5,5 (Novozymes, 2017). Ap6s a correcdo do pH, adicionou-se as preparagdes
enzimaticas Cellic CTec2 (2 % -m/m em relacdo a biomassa seca) e Cellic HTec2 (0,5 %
-m/m em relacéo a biomassa seca), ambas diluidas em tampao acetato de sodio (1:10 v/v).
Os recipientes foram novamente acondicionados no agitador orbital em rotacdo de 200
rpm, temperatura de 50 °C por um periodo de 24 h.

Ao fim da hidrdlise enzimatica, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
05 minutos e filtradas em vials, utilizando filtros de nylon nédo estéril com poros de 0,45
pum (Milipore) e PVDF néo estéreis de 0,22 um, para leitura dos agucares, acetato, furfural
e hidroximetilfurfural em HPLC, conforme metodologia expressa no item 2.3.

2.2.5 Fermentacdo em batelada do hidrolisado

A partir da melhor condicdo definida no planejamento experimental de pré-
tratamento seguido de hidrolise enzimatica, preparou-se um novo hidrolisado, o qual foi
esterilizado através de uma filtracdo a vacuo utilizando filtros de nylon com poros de 0,45
pum (Milipore). Posteriormente realizou-se o ajuste dos micronutrientes por meio da

adicdo de 3,0 g/L de fosfato de potassio monobasico.



Para o pré-crescimento das leveduras, as células foram cultivadas em meio YPD
(1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) durante 48 h em um agitador
shaker a 145 rpm. As células do pré-crescimento foram transferidas para um meio fresco
de YPD (1 centésimo do volume final), sendo a preparacdo do indculo ocorrendo
overnight até que as células atingissem o inicio da fase exponencial de crescimento. Esta
fase € definida pela densidade otica (DO = 3,5), a qual é obtida por meio da leitura em
espectrofotometriaa 570 nm (ALVES et al., 2008). Nesse ponto, as células foram lavadas
duas vezes utilizando &gua destilada a 4°C e em seguida as mesmas foram suspensas nos

hidrolisados de forma a atingir a concentracdo de 10 mg de células/mL.

Ap0s retirou-se uma aliquota de 200 pL, a qual foi centrifugada a 3500 rpm por
05 minutos, tendo seu sobrenadante armazenado a -20 °C. O restante da cultura foi
incubado a 28°C e 145 rpm. A fermentacdo ocorreu por um periodo de 30 horas, sendo
que, nos intervalos apontados nas Figuras 03 e 04, uma aliquota de 200 uL foi retirada e

centrifugada a 3500 rpm por 05 minutos, tendo seu sobrenadante armazenado a -20 °C.

Ao fim do periodo da fermentacdo, os sobrenadantes armazenados foram
descongelados e filtrados em vials, utilizando filtros de nylon com poros de 0,45 pm
(Milipore) para quantificacdo dos acucares e etanol, conforme metodologia expressa no
item 2.3.

2.3 Métodos Analiticos
Determinacdo de acucares, etanol e acido acético

A andlise de acucares foi realizada por HPLC (LC-MS 2020 da marca
SHIMADZU). Utilizou-se a coluna Aminex HPX-87H para quantificacdo de glicose,
xilose, celobiose, acido acético e etanol com o detector RID-10A. As concentracdes de
cada componente foram determinadas com o auxilio das curvas de calibracdo, obtidas
inicialmente com padrdes analiticos.

Tendo-se como condicBes de anélise o volume de injecdo de 10 uL, utilizando
como fase movel uma solugdo aquosa com acido sulfarico (5 mM) na taxa de fluxo de
0,6 mL/min, com temperatura do forno de 50 °C, temperatura do detector de 40 °C em 25
min de execucao.

Determinacéo de Furfural e Hidroximetilfurfural:
Utilizou-se o sistema de HPLC (LC-MS 2020 da marca SHIMADZU), equipado

com a coluna NST-18, empregando o detector SPD-M20A. As concentracdes de cada



componente foram determinadas com o auxilio das curvas de calibracdo, obtidas
inicialmente com padrdes analiticos.

As condicbes de analise foram de 20 pL para o volume de injecdo, utilizando
como fase movel uma solucdo de agua ultrapura com acetonitrila na relacdo de (85:15
v/v) acidificada com acido acético (1% v/v), aplicou-se uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min,
na temperatura do forno e do detector- SPD — M20A (Diodo Array Detector)/Shimadzu

de 40 °C, em 15 min de execucao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DA BIOMASSA

Os residuos lignocelulosicos da colheita de milho (caule, folha, espiga e palha) se
apresentam em tamanhos grandes e irregulares, o que dificulta o processo de
transformacdo em acucares fermentesciveis. Dessa forma, 0s mesmos necessitam ser
fracionados em particulas menores e mais uniformes para aumentar a superficie de
contato desses materiais, tornando-os mais susceptiveis aos organismos ou as enzimas
responsaveis pela hidrdlise.

Num primeiro momento realizou-se a moagem em moinho de facas para a reducéo
de tamanho, sendo ap6s realizado o peneiramento para identificagdo da distribuicéo
granulométrica, a qual pode ser observada na Figura 01.

Figura 01- Distribuicdo de frequéncia dos diferentes tamanhos de particulas obtidas

ap6s a etapa de moagem.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Através da analise granulométrica, observa-se que 71,22% da biomassa
apresentou um diametro igual ou inferior a 0,6 mm, sendo que a maior parte apresentou

didametro de 0,297 mm. Dessa forma, com o objetivo de homogeneizar as amostras optou-



se por realizar os ensaios de caracterizacdo com a biomassa que passou pela peneira de
30 mesh, ou seja, 0,6 mm.

O intuito de caracterizar o residuo é conhecer a biomassa utilizada, bem como
obter informacdes para as etapas posteriores de pré-tratamento e hidrolise enzimatica,
objetivando maximizar o rendimento glicosidico. Para a biomassa lignocelul6sica em
estudo, os resultados da composicéo quimica sdo apresentados na Tabela 02.

Tabela 02- Composicao quimica do residuo lignocelulésico em base seca

COMPOSIGCAO QUIMICA %
(m/m)
Umidade 6,20
Cinzas 7,27 £ 0,64
Extrativos 22,53 £ 0,95
Lignina Total 13,3+0,11
Celulose 34,48 +1,18
Hemicelulose 22,67 = 0,69
Total 100,08 = 3,57

Fonte: Elaborado pelo autor

Ressalta-se que ndo sdo encontrados valores fixos para cada analise, mas sim uma
faixa de valores. Isso ocorre porque a composic¢do final de cada planta pode sofrer
variagdes devido ao clima, pH de solo, presenca de pragas, entre outros. Em geral, a
quantidade de celulose, hemicelulose e lignina nos materiais lignocelulésicos se baseiam
nas proporcdes de 40% (m/m) a 60% (m/m) de celulose, 15% (m/m) a 50% (m/m) de
hemicelulose, 10% (m/m) a 30% (m/m) de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e
extrativos. Dessa forma, os valores obtidos estédo dentro da faixa de valores encontrados
na literatura. (SANTOS et al., 2012; SALAZAR, 2005).

No que se refere a utilizacdo do material para produgdo de etanol, destaca-se a
fragcéo das estruturas de hemicelulose e celulose, as quais perfazem 57,15% (m/m) da
composicao quimica do material em questdo. Tais estruturas s@o polissacarideos que, ao
serem hidrolisados, geram mono e dissacarideos, que por sua vez podem ser fermentados

a etanol.

3.2 PRE-TRATAMENTO



As estruturas das biomassas vegetais possuem rigidez devida a formagdo de um
complexo entre a lignina e os polissacarideos, tornando essas estruturas recalcitrantes a
acao hidrolitica, o que gera processos lentos de conversdo. Assim sendo, faz-se necessario
a execucdo de um pré-tratamento da biomassa a fim de aumentar a exposicao das fibras
da celulose e hemicelulose, tornando-as acessiveis aos agentes hidroliticos (SANTOS et
al., 2012). Para avaliar as condicGes de pré-tratamento da biomassa, foi realizado um
Delineamento Experimental Fatorial Completo (DEFC 22), variando a concentracio de
oxido de calcio e a temperatura do processo. Na Tabela 03 sdo apresentadas as condi¢des

de cada ensaio, bem como os resultados em termos de glicose, xilose e celobiose.

Tabela 03— Rendimento glicosidico do residuo lignocelulésico do milho apds o processo
de pré-tratamento e hidrolise enzimatica.

oo T00) IT09 Guoey K Gl AT 0T R
01 (-) 40 ()02  1471+008 673+002 077+028 2221 0,22 37,27
02 (+)70 ()02  2041+159 10,05£0,83 0,559+029 31,04 0,31 52,08
03 ()40  (+)06  171+155  117+052 048+02 336 0,03 5,64
04 (+)70  (¥)06  0,78+0,01 ND 053+017 1,31 0,01 2,19
05 (0)55  (0)04  557+153  363+170 1,10+010 10,31 0,10 17,30

Legenda: (ND): Néo Detectado; (AT): Acucares Totais; (*): Temperatura; (**): Valor correspondente para
20,0 g de biomassa e 0,2 L de suspensdo; (***) Percentual de hemicelulose e celulose convertida em agUcar
fermentescivel.

Observa-se que o ensaio 02 apresenta um rendimento superior, juntamente com
0S ensaios nos quais a concentracao de CaO segue o nivel inferior (-1) do planejamento
(0,2 gcao/Gviomassa). E possivel observar que a diferenca nas condigdes de pré-tratamento
estdo relacionadas apenas com a variavel concentracdo de Oxido de calcio, conforme
observado pela anélise de Pareto da Figura 02 A. Observa-se que a variavel concentracao
de 6xido de célcio possui efeito negativo significativo, o que leva a entender que baixas
concentragOes na etapa de pré-tratamento sdo suficientes para melhorar a acessibilidade

das enzimas durante a hidrolise enzimatica e assim aumentar os rendimentos glicosidicos.



Kaar e Holtzapple (2000) também recomendam a utilizagao de baixas concentracdes, uma
vez que possuem como melhor condicdo para o pré-tratamento do residuo da colheita de
milho 0,075 g de Ca(OH)2/g de biomassa seca.

No que se refere a variavel temperatura, ndo ha efeito significativo em termos de
rendimento glicosidico total, contudo, como pode ser observado na superficie de resposta
na Figura 02 B, maiores temperaturas resultam em maiores resultados de agucares totais.
Quando se infere para a interacdo entre os dois fatores, percebe-se que o efeito da
interacdo se apresenta como um efeito significativo negativo, (p>0,05), indicando que ao
diminuir uma das varidveis deve-se, para aumentar o rendimento, aumentar a outra
variavel.

Figura 02- Analise estatistica. (A) Gréafico de Pareto (B) Superficie de Resposta
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Fonte: Elaborador pelo autor

Referente a concentracdo de acucares no fim do processo, pode-se apontar 0s
resultados obtidos (0,31 gAT/gbiomassa) COMO satisfatorios, visto que estdo proximos aos
valores reportados na literatura no que se refere a obtencao de agucares fermentesciveis a
partir de biomassa lignocelulésica. Rabelo (2010) realizou um pré-tratamento basico com
hidroxido de célcio no bagaco de cana-de-agucar e, ao fim da otimizagdo do processo,
obteve 0,351 gAT/gbiomassa. J& Barbosa et al. (2016) obtiveram 0,355 Qgiicose/Qbiomassa @
partir do capim elefante.

Quanto ao rendimento meédio obtido a partir da etapa de hidrdlise enzimatica, ou
seja, a conversdo das estruturas de hemicelulose e celulose em agucares, alcangou-se
52,08% para a melhor condicdo do planejamento experimental. Este valor est4 dentro do
padrdo apresentado na literatura para outras biomassas lignoceluldsicas que visam a

producdo de etanol. Para a palha de arroz, Bak et al. (2009) encontraram 52,0% de



rendimento, enquanto Krishnan et al. (2010) obtiveram em torno de 62,0% de rendimento
para o bagaco de cana-de-aguUcar.

No que se refere os componentes inibitérios, esses podem ser originarios da
composicao da biomassa e ser liberados durante as etapas de pré-tratamento ou hidrolise
de forma esponténea, ou podem ser produzidos por condigdes severas de temperatura e
pressdo durante o processo (BELLISSIMI et al., 2009). Dessa forma, durante a quebra da
hemicelulose ocorre o surgimento do acido acético, sendo esta molécula presente na
estrutura deste polissacarideo. Na Tabela 04 sdo apresentados os produtos inibidores
gerados para cada condicdo experimental do planejamento. N&o foram detectados
Hidroximetilfurfural e Furfural.

Tabela 04— Inibidores gerados via processo de pré-tratamento e hidrolise enzimatica.

iy TR Coeeiaio el 1T ST
01 (-) 40 () 0,2 ND 0,00 0,00
02 (+) 70 () 0,2 306+0,06  3,06+0,06 0,03
03 (-) 40 (+) 0,6 ND 0,00 0,00
04 (+) 70 (+) 0,6 234+010  2,34+0,10 0,02
05 (0) 55 (0) 0,4 268+011  2,68+0,11 0,03

Legenda: (ND): N&o Detectado; (AA): Acido Acético; (IT): Inibidores Totais; (*): Valor correspondente
para 20,0g de biomassa e 0,2L de suspensao.
Fonte: Elaborado pelo autor

Ao avaliar a Tabela 04, nota-se que apesar do ensaio 02 apresentar alto rendimento
glicosidico, também gera o maior valor de Inibidores Totais — IT (3,06 g/L), sendo todo
ele formado pelo acido acético. Esse alto valor encontrado de &cido acético é um
indicativo de que o processo de pré-tratamento e hidrélise enzimatica foi efetivo, visto
que o0 mesmo é gerado pela quebra da estrutura de hemicelulose.

Vale ainda ressaltar que tais compostos sdo denominados de inibidores uma vez
gue possuem efeitos toxicos as leveduras, como a S. cerevisiae, prejudicando o0 processo
fermentativo. O &cido acético, por exemplo, possui toxicidade elevada devido a sua
capacidade de penetracdo no citoplasma das leveduras, promovendo uma acidificacdo

intra-celular, afetando diretamente o sistema motriz de transporte na célula. Seu efeito



pode ser observado em concentracGes superiores a 3,0 g/L e é tanto maior, quanto menor
for o pH do meio (BELLISSIMI et al., 2009).

3.4 FERMENTACAO

Tanto para a producédo de etanol de primeira geracéo, a partir do caldo da cana-
de-agUcar, quanto de segunda geragdo, a partir de biomassa lignoceluldsica, a via
fermentativa é a etapa mais importante para a obtencdo do alcool. A fermentacdo
alcoolica consiste em uma série de reacfes quimicas catalisadas por um complexo de
enzimas, presentes no metabolismo dos microrganismos.

Nesse estudo, a fermentacdo e a posterior quantificacdo do etanol foi um passo
adicional a fim de se verificar a capacidade de producéo de etanol da biomassa avaliada.
Para tanto, um novo pré-tratamento e uma nova hidrélise enzimatica foram realizados.
As concentracdes de acucares, bem como de inibidores do hidrolisado produzido para a
fermentacdo, sdo apresentados na Tabela 05.

Tabela 05 - Quantificacdo de acucares e inibidores no hidrolisado produzido para

posterior fermentagéo.

Glicose  Xilose Celobiose AT gAT /g AA IT bi%rgggsa
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) biomassa* (g/L) (g/L) *

8,236 3,068 1,042 12,35 0,124 2,546 2,546 0,03
Legenda: (AT) Acucares Totais; (AA): Acido Acético; (IT): Inibidores Totais; (*): Valor correspondente

para 20,0 g de biomassa e 0,2 L de suspens&o.

Fonte: Elaborado pelo autor

A preparacdo do hidrolisado para a fermentagdo foi realizada nas mesmas
condigdes experimentais do ensaio 02 do planejamento experimental, contudo, fica
evidente que 0s ensaios ndo apresentaram o mesmo rendimento em termos de agucares.
Dessa forma, ressalta-se a importancia do desenvolvimento de estudos acerca do tema,
principalmente com o intuito de padronizar 0s processos experimentais e adquirir
repetitividade nos ensaios.

O hidrolisado enzimatico obtido a partir da biomassa de milho foi submetido a
fermentacdo utilizando duas linhagens de leveduras, em ensaios independentes. Na Figura
03 demonstra-se 0 consumo dos aglcares ao longo do processo fermentativo a partir das

duas cepas utilizadas.



Figura 03 - (A) consumo dos agUcares pela cepa UFFS-CE-3.1.2, (B) consumo dos
acucares pela cepa PE-2.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em geral os microrganismos apresentam uma preferéncia natural em consumir
determinados agUlcares, em sua maioria, glicose (KIM et al., 2010). No entanto, observa-
se na Figura 03 (A) e (B) que ambas linhagens inoculadas no hidrolisado apresentaram
consumo total da xilose inicial em cerca de 20 horas. A xilose foi consumida durante o
processo, contudo a mesma néo foi fermentada a etanol, uma vez que nos tempos em que
ocorrem 0 consumo de xilose ndo ha aumento da producdo de etanol (Figura 04).

Sabe-se ainda que a levedura comercial utilizada nédo utilizou a xilose como fonte
de carbono ou energia. Lopes et al. (2017) demonstram que a PE-2 ndo apresenta
crescimento em xilose nem mesmo apds 336 h de incubacdo. Em compensagéo, produz
xilitol a partir da xilose, o que justifica o consumo desse agtcar apresentado na Figura 03

(B). Contudo, houve apenas o consumo desse agucar, mas nao a sua metabolizacéo, o que



garantiria mais crescimento celular (especialmente por respira¢cdo) ou maior producéo de
etanol (por metabolismo fermentativo).

Destaca-se ainda o consumo de xilose pela levedura UFFS-3.1.2. De acordo com
Bazoti et al. (2017) a mesma consume esse acucar e utiliza-o como fonte de energia e
carbono, visto apresentar crescimento celular em xilose. Dessa forma, demonstra uma
caracteristica satisfatoria, tendo em vista a producdo industrial de bioetanol, na qual os
microrganismos devem mostrar alta atividade fermentativa para agucares simples como
glicose e xilose (KRICKA et al., 2015; ZALDIVAR et al., 2001).

Ressalta-se ainda o desempenho da levedura UFFS-CE-3.1.2, a qual trata-se de
uma levedura selvagem de uma espécie ainda nao descrita do género Wickerhamomyces,
que foi isolada pelo Grupo de Pesquisa em Processos Enzimaticos e Microbiologicos
(GPPEM) da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Chapecd. Conforme
demonstra a Figura 04, essa levedura apresentou desempenho muito similar ao da
levedura industrial utilizada nesse estudo. As cepas industriais passam por um longo
processo de selecdo, apresentando os melhores desempenhos em conversao de glicose a
etanol, produtividade e tolerancia a fatores de estresse (LOPES et al., 2016), processos
que ndo ocorreram para a levedura selvagem.

Figura 04 — Producéo de etanol por fermentacéo em batelada para as cepas UFFS-
CE-3.1.2 e PE-2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Destaca-se na Figura 04 o pico de producéo de etanol que ocorreu proximo das
duas horas de indculo, sendo dessa forma, etanol proveniente da glicose - conforme
observado na Figura 02, sendo o Unico consumido até este instante. Outro fato importante
a ser observado na Figura 03 é que a concentracdo inicial de glicose no t = 0 foi de 5,5

g/L de glicose no meio, sendo um valor menor do que a concentracdo de glicose



determinada para o hidrolisado representada na Tabela 05. A diminui¢do na concentragéo
de glicose justifica-se pelo fato de que o hidrolisado foi suplementado e as leveduras
foram adicionadas, dessa forma diluindo o meio. E ainda ambas leveduras consumiram
esse acucar muito rapidamente, ou seja, durante o preparo do experimento até a coleta da
primeira amostra, uma parcela de glicose foi consumida.

Dado que toda a glicose foi consumida, as leveduras passam a utilizar outras
substancias contidas no meio para producdo de energia. Nesse experimento a
concentracdo de glicose foi consumida rapidamente, em seguida as leveduras utilizaram
0 etanol gerado como fonte de energia e carbono.

Visto que ambos ensaios iniciaram com a concentragéo de 8,236 g/L de glicose e
que se produziu, a partir desta, 2,8 g/L e 3,1g/L de etanol para as cepas UFFS-CE-3.1.2 e
PE-2, respectivamente, tem-se um rendimento de 0,34 Jetanol/Jglicose para a UFFS-CE-3.1.2

e 0,376 Qetanol/gglicose para PE-2, sendo o rendimento tedrico méximo de 0,51.

3.5 RENDIMENTO GLOBAL DO PROOCESSO

A determinacdo do rendimento torna-se importante para entender a viabilidade
técnica e econdmica do processo, bem como determinar se é possivel realizar aumento na
producdo e quais sdo as etapas que podem ser desenvolvidas para atingir esse aumento.
Dessa forma, utilizando os rendimentos obtidos para as etapas de obtencdo de aclcares
fermentesciveis e fermentacdo calculou-se a possivel geracdo de bioetanol considerando

a atual producdo brasileira de milho.

Figura 05- Rendimento em etanol por tonelada de biomassa lignocelulésica a partir das

condicdes determinadas nesse estudo.

Hidrolise Fermentacao Densidade do etanol
(0,083 g glicose/g biomassa) (0,376g etanol/g glicose) 0,79 kg/L
01 tonelada de 40 L de
residuo 83 kg de glicose 31,2 kg de etanol etanol/tonelada
lignocelulosico de biomassa

Fonte: Elaborado pelo autor



De acordo com os dados da CONAB, 2018, atualmente no pais sdo produzidos
cerca de 90 milhdes de toneladas de grdos por ano, o que corresponde a 198 milhGes de
toneladas de residuo e um incremento tedrico de 3.600 milhdes de litros de etanol na
producdo brasileira.

Ainda pensando no aumento desse rendimento, as condic¢des de processo descritas
nesse trabalho poderiam ainda ser otimizadas, aumentando o rendimento em termos de
acucares fermentesciveis obtidos ao final do processo. Sabe-se, por meio da
caracterizacdo do material, apresentada na Tabela 02, que a biomassa em questdo
apresenta 34,48% m/m de celulose e 22,67% m/m de hemicelulose em sua estrutura,
perfazendo um total de 57,15% m/m de estruturas que podem ser hidrolisadas e
convertidas em acucares fermentesciveis (glicose e xilose).

A partir do hidrolisado realizado para o processo fermentativo obteve-se 8,236
g/L de glicose, o que corresponde a 23,89% m/m da estrutura de celulose, restando uma
diferenca de 76,11% m/m. Ainda foi obtido 3,068 g/L de xilose, correspondendo a
13,53% m/m da estrutura de hemicelulose. Sabe-se que esse rendimento pode ser
incrementado, visto que no presente trabalho melhores resultando foram obtidos no
estudo da etapa de pré-tratamento, que, para as mesmas condi¢fes, apresentou uma
conversédo de 52,08% m/m das estruturas de celulose e hemicelulose. A falta de
repetitividade demonstra que o processo aplicado nesse estudo é recente e que ainda
necessita ser estudado a fim de entender a origem da variabilidade.

Por fim, no que se refere a etapa de fermentacdo dos aclcares provindos de
materiais lignocelulésicos, busca-se organismos que apresentem eficiéncia quanto a
fermentacdo das pentoses, pois poucos microrganismos possuem a capacidade de
fermentéa-las a etanol. A transformacéo das pentoses em etanol é fundamental para atingir
uma tecnologia eficiente na producdo de etanol de segunda geracéo.

Vale ressaltar que néo se busca substituir totalmente o uso da energia proveniente
de fontes ndo renovaveis pelo uso dos biocombustiveis de segunda geracdo. Contudo,
esses ultimos podem contribuir social e economicamente para 0 pais ao evitar o
esgotamento das fontes de energia ndo renovaveis, agregar valor aos residuos agro-
industriais e aumentar a producdo de combustiveis de forma a contribuir na diversificacéo

da matriz energética.



4.0 CONCLUSAO

A demanda futura por etanol de alta eficiéncia e sustentabilidade projeta a
necessidade de aumentar significativamente a producao desse combustivel nos proximos
anos. Esse aumento podera ser alcancado pela introducdo de novas matérias-primas,
como a biomassa lignocelulésica do milho, a qual além de diversificar a matriz energética
agrega valor a um residuo agricola, que geralmente é deixado no campo.

A biomassa de granulometria inferior a 30 mesh utilizada nesse estudo apresentou
sua composicdo quimica equivalentes a faixa reportada na literatura para materiais
lignocelul6sicos. Ressalta-se que perfez um total de 57,15% das estruturas de celulose e
hemicelulose, as quais podem ser convertidas em agucares fermentesciveis.

No pré-tratamento empregado (0,2 gCaO/gbiomassa e 70°C) seguido de hidrolise
enzimatica, obteve-se uma concentracdo de 0,31 g de acUcares totais por grama de
biomassa seca, valor préximo aos apontados em outros trabalhos em condicdes
otimizadas. A fermentacdo do hidrolisado obtido nas etapas de pré-tratamento e hidrolise
enzimatica resultaram em um rendimento de 0,376 g de etanol por grama de glicose,
utilizando uma levedura comercial e outra isolada a partir de biomassa em decomposicao.

Dessa forma, considerando a atual producdo de milho no Brasil e sua respectiva
producdo de biomassa, seria possivel incrementar a producdo nacional em 3.600 milhdes
de litros de etanol.

Em decorréncia do incremento da produ¢do sem necessidade de aumento da area
plantada, utilizando como matéria-prima um residuo agricola, essa biomassa demonstra
elevado potencial para producdo de biocombustivel, carecendo dessa forma de estudos

mais aprofundados quanto ao seu aproveitamento energético em escalas maiores.
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