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RESUMO

O bioetanol vem sendo produzido pela hidrolise e fermentacdo de materiais lignocelulésicos desde
o fim do século XIX, mas somente nos tltimos 20 anos essa tecnologia tem sido proposta para
atender o mercado de combustiveis. Os principais programas de pesquisa e desenvolvimento sdo
conduzidos nos Estados Unidos e na Europa, basicamente em escalas experimentais de producao,
mas seu sucesso podera transformar o bioetanol em um biocombustivel passivel de ser produzido
em quase todas as regides do mundo, aproveitando a alta disponibilidade de residuos organicos de
diversas fontes. Nesse sentido, este projeto teve como objetivo desenvolver novas tecnologias para
a obtencao de bioetanol com base em materiais lignoceluldsicos, que envolvem a hidrolise dos
polissacarideos da biomassa em actcares fermentesciveis para posterior fermentacdo e produgao do
bioetanol. A matéria prima utilizada, conhecida como capim colonido (Panicum maximum), foi
coletada em terrenos baldios localizados na regido de Caceres — MT. Apds processamento das
amostras, os maiores resultados encontrados, em frascos agitados, para a producdo de etanol foi de
24,5 g/L,, a partir do capim colonido pré-tratado, utilizando carga enzimatica de 30 FPU/g, relagao
solido:liquido de 3:10 (g:mL) e 53 g/L de glicose inicial, a 30°C e 100 rpm.

Palavras chave: Bioenergia, Biocombustivel, Hidrélise, Fermentacdo, Panicum maximum.
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1. INTRODUCAO

O sistema energético é fortemente
dependente de combustiveis fosseis (carvao,
petroleo e gas), pois cerca de 80% do
consumo mundial de energia se originam
dessas fontes [GOLDEMBERG, 2008]. Sdo
combustiveis que permitem a existéncia dos
meios de transporte rapidos e eficientes que
temos hoje, bem como boa parte das
atividades industriais. Acreditam-se, através
de estudos e suposicoes que eles ndo vao
durar mais do que algumas décadas: como
combustiveis fdsseis, as suas reservas sdo
finitas, a seguranca de abastecimento é
problemadtica para os muitos paises que o0s
importam e o seu uso € a principal fonte dos
gases que estdo provocando mudangas
climaticas e o aquecimento global. A procura
por alternativas a energia fossil, assim como,
as disputas pelas ultimas reservas fosseis, sao
estratégias de sobrevivéncia econdmica. Nada
mais racional do que produzi-los com base em
matéria organica renovavel (biomassa), da
qual, no passado distante, os combustiveis
fosseis foram produzidos pela natureza
[ROSA, 2010]. Uma das opgdes € o bioetanol,
um excelente substituto para a gasolina, o
principal combustivel usado em automoveis
no mundo.

E neste cendrio que pesquisadores em
todo mundo buscam por alternativas

energéticas que sejam capazes de atender a

demanda mundial investindo em pesquisas e
producdo de fontes alternativas de energia
[ROSA, 2010], como a producdo de etanol a
partir da biomassa vegetal. A busca por
combustiveis alternativos levou alguns paises
a optar por biocombustiveis devido
principalmente a esse recente interesse na
energia da biomassa, o que gerou
combustiveis liquidos tais como o etanol
produzido pela fermentacdio de aglcares
(etanol de primeira geracdao) extraido,
principalmente, da cana-de-agucar, do milho,
da beterraba, entre outras fontes [PEREIRA
FILHO, 2012]. Outra via para a producao de
etanol é pela hidrolise de biomassa celulésica
com geracao de glicose, a qual pode ser
fermentada produzindo etanol (etanol de
segunda geracao). O Brasil ocupa posicdo de
destaque em um mundo em que a seguranca
energética e a sustentabilidade ganharam
grande importancia gracas < a grande
biodiversidade encontrada, onde se encontram
uma grande variedade de residuos agricolas e
agroindustriais.

Sabe-se, que a tecnologia de conversao
de biomassa lignocelulésica em actcares
fermentaveis para a producdo de etanol é
considerada como uma 6tima alternativa para
atender a demanda mundial por combustiveis.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver novas alternativas de producao

de alcool combustivel a partir de biomassa
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celulésica de capim colonido (Panicum

maximum).

2. METODOLOGIA

2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a

levedura  comercial, linhagem  PE34
(Saccharomyces cerevisiae, variedade
cerevisiae),  gentilmente, cedido pela

Cooperativa Agricola dos Produtores de Cana
de Rio Branco (COPERB)/Mato Grosso. A

cepa cedida, estava na forma liofilizada.

2.2. Reativacao e Conservacdo das
Leveduras

Adicionou-se 1 g da levedura comercial
liofilizada em Erlenmeyer de 50 mL com 20
mL de volume de meio crescimento, descrito
na Tabela 1 do item 2.4.4, a 30 °C, 100 rpm
(incubadora rotativa) por 12 horas. Apds este
periodo, 1mL da levedura contida no
Erlenmeyer, foi assepticamente transferida
para o centro de cinco placa de Petri contendo
meio sélido YEPD (2% glicose, 1% peptona,
1% Extrato de levedura e 2% de agar),
procedendo-se a semeadura com 0s
espalhadores. As placas foram colocadas em
estufa a 30 °C durante 72 horas.

Uma colonia representativa da levedura
foi semeadas em tubo de ensaio contendo

meio solido inclinado YEPD e apos

crescimento em estufa (30 °C durante 24
horas) foram mantidas a 4 °C, fazendo-se

transferéncias quinzenais.

2.3. Capim colonido

O capim colonido foi coletado em
terrenos baldios localizados na regido de
Caceres — MT, demonstrados na Figura 1.
Esta biomassa de composicdo lignocelulésica
foi inicialmente secada a 60 °C em estufa
ventilada por 12 horas. Em seguida, a mesma
foi triturada e acondicionada em sistemas

herméticos para posterior uso.

Figura 1: Capim Colonido em terreno baldio.

2.4. Pré-tratamento do capim

coloniao

2.4.1. Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido foi realizado
para desorganizar a matriz lignocelulésica e
remover a fracdo hemicelulésica. As

condigOes para a realizacdo do pré-tratamento
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acido foram as preconizada por Betancur e
Pereira [2010], e detalhadas a seguir:
concentracdo de H,SO,, 1,09% (v/v); relacao
solido-liquido 1:2,8 (g/ml); temperatura de
121 °C e tempo de exposicao de 27 minutos
em autoclave. A hemicelulose (fase aquosa)
foi separada através de um procedimento de
filtragdo simples do meio pré-tratado sendo a
fase solida denominada de celulignina, em
funcdo da sua composicao majoritdria em
celulose e lignina. O hidrolisado, licor
resultante deste processo (hemicelulose), foi
descartado, uma vez, que a xilose (pentose)
obtida, ndo tinha como ser fermentada pela

levedura Sacharomycea Cerevisiae.

2.4.2. Pré-tratamento basico

Este pré-tratamento alcalino se faz
necessario para aumentar a acessibilidade das
enzimas as fibras celul6sicas [BARCELOS et
al.,, 2012]. Dessa forma, a celulignina foi
submetida a deslignificacdo com wuso de
solucdo de NaOH a 4% (m/v), conforme a
Tabela 2 do item 2.4, e submetida a
tratamento térmico (121°C por 30 minutos)
em autoclave. Posteriormente, sequéncias de
lavagens com 4gua destilada foram feitas,

para a remocao da alcalinidade e extracao da

Apébs os pré-tratamentos quimicos com
acido e base diluidos, foi realizada a etapa de
pré-hidrélise enzimatica, na qual a celulose
pode ser convertida a acticares fermentaveis.
Dessa forma, a celulignina pré-tratado
alcalinamente e lavada com agua destilada foi
submetida a hidrélise enzimatica, com uso de
um preparado celulasico comercial (celulase a
partir de Aspergillus Niger, Sigma Aldrish,
USA) que continha atividade de 100 FPU/mL.

Os experimentos foram desenvolvidos
utilizando diferentes valores de cargas
enzimdticas e a relacdo solido:liquido do
capim pré-tratado (g:mL), conforme a Tabela
2 do item 2.4. A temperatura foi mantida em
50 °C, durante 12 horas para o capim
colonido.

2.4.4. Pré-Inoculo e inoculo:

composicdo do meio e condicdes de cultivo

A Tabela 1, apresenta a composi¢do do
meio de cultivo, adaptado de Neto et al.
[2005], o qual foi utilizado no preparo do pré-
inoculo e do inoculo para os ensaios de
fermentacdo com as leveduras Saccharomyce
Cerevisiae.

Tabela 1: Meio de crescimento utilizado

para a levedura Saccharomyce Cerevisiae.

lignina residual, até que a agua descartada Nutrientes Concentracao (g/L)
fosse clara. Glicose 20
Extrato de levedura 2,5
(NH,) SO, 1,0
2.4.3. Pré-hidrélise enzimatica KH.PO, 0,5
MgSO4 7H20 0,5
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Os meios de cultura foram autoclavados
por 15 minutos, a temperatura de 120°C.
Além disso, toda a vidraria utilizada nos
experimentos também foi esterilizada em
autoclave durante 20 minutos, em seguida
submetida a secagem em estufa.

O pré-inoculo foi preparado em
Erlenmeyers de 50 mL, com 20 mL de
volume de meio de  crescimento,
acrescentando uma suspensdao de 2 mL de
agua destilada no meio solido YEPD

cultivado com a levedura. Os meios foram

incubados a 30 °C por 4 horas, a 150 rpm.

2.5. Producao de etanol a partir do
capim colonido pré-tratado

A fracao soélida residual dos pré-
tratamentos do capim colonido triturada
possui um alto conteido de celulose, que
pode ser utilizada para a obtengdo de etanol
por fermentacdo mediante técnicas que
possibilitem o aproveitamento de glicose
contida nos residuos. Entre as técnicas que
poderiam ser avaliadas, encontram-se a
hidrélise enzimatica, a qual foi utilizada.

Apos 12 horas de pré-hidrélise
enzimatica do capim colonido triturado, a
cinética do processo fermentativo foi avaliada
em frascos de Erlenmeyers de 500 mL,
contendo 200 mL de meio de fermentacdo e
20 mL de pré-inoculo (item 2.4.4), que

apresentava a mesma composi¢do do meio de

propagacdo, com excecdo da adicao de
glicose, que foi substituida pelo pré-
hidrolisado da celulose, rico neste acticar. A
fermentacao ocorreu por aproximadamente 48
horas, na temperatura de 30 °C, velocidade de
agitacdo de 100 rpm, com amostragens a cada
4 horas. O crescimento celular, o consumo de
substrato ‘e a formacdo de produto foram
acompanhados. Os parametros analisados
foram a relacdao solido: liquido (celulignina
pré tratada alcalinamente) e carga enzimatica,

conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Relacdo sélido:liquido (g:mL) e
carga enzimatica (FPU/g) para avaliar o
crescimento celular, consumo de
substrato e a producao de etanol
fermentativo

durante processo

utilizando o capim coloniao.

Condicoes
Experimentos S:L CE
(g/mL) (FPU/g)
1 2:10 25
2 2:10 30
3 3:10 25
4 3:10 30

Onde: S:L: relacdao s6lido:liquido, CE: carga
enzimatica.

2.6. Métodos analiticos
2.6.1. Quantificacdo de microrganismos
O meio contendo a massa celular, ap6s
centrifugacdo em micro centrifuga a 3.000
rpm, foi separado da massa celular. O

sedimentado foi posteriormente ressuspendido
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pela  medida da absorbancia em

espectrofotometro a 600 nm.

2.6.2.Determinacdo de etanol e actcares

A andlise do etanol formado foi
realizada utilizando-se 0 método
espectrofotométrico baseado na oxidagdo do
etanol a acido acético através da reacdo com
dicromato de potassio em meio acido. A
solucdo adquire uma tonalidade verde
proporcional a concentracdo de alcool na
amostra, possibilitando a leitura em
espectrofotometro. A determinacgdo de glicose,
a partir do meio hidrolisado, foi através do

método do 4cido dinitrosalicilico [MILLER
1959].

2.6.3. Produtividade

A produtividade da produgdo de etanol,
durante os experimentos de fermentagdo, foi

calculada pela Equacao 1:

_ Pr—"Po
Ir

Qr
(1]

Qp: Taxa de produtividade [g/(L.h)]; P
Concentracao do produto (g/L) no tempo t; de
reacao; Po: Concentracdao do produto (g/L) no
inicio da reacdo; ti: Tempo de fermentacao em

(horas).

2.6.4. Rendimento

O célculo do rendimento de substrato
em produto foi efetuado, utilizando-se a

Equacao 2.

Pr— Po
So-S8r

Yrs =
(2]

Yypss: Fator de rendimento do produto (g/g); Ps:
Concentracao de produto ao final da reacao
(g/L); Po: Concentragao de produto no inicio
da reacdo (g/L); S Concentracao de substrato
ao final da reacdo (g/L); So: Concentracdo de

substrato no inicio da reacao (g/L).

2.6.5. Eficiéncia de Fermentacdao

A eficiéncia de fermentacdo alcoolica
(Ef) pode ser obtida pelo rendimento de
glicose em etanol sobre o rendimento maximo

(0,511), conforme mostrado pela Equagao 3.

Etanolsiyg — Etanolyciq, 100
Glicoseﬁmi — Glicose;y.ig

L~ 0511 (3]

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Resultados dos processos
fermentativos
Visando-se definir uma condicao que
resultasse em elevadas concentracoes de
etanol a partir do processo fermentativo
realizado em Shaker, realizaram-se 04

experimentos (Tabela 3), variando-se a carga
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enzimatica e relagdo s6lido:liquido do capim
colonido pré-tratado (g:mL), assim como as
respectivas  respostas  (biomassa, acgucar

redutor e producdo de etanol).

Tabela 3: Experimentos fermentativos,
avaliando as variaveis relacdo sélido: liquido
e a carga enzimatica, bem como as respostas

concentragdo celular, consumo de glicose e

producdo de etanol a partir do capim colonido.

Condicoes
S:L CE
1 2:10 25 28 40 15,5
2 2:10 30 24 35 17,8
3 3:10 25 3,1 50 19,5
4 3:10 30 32 53 245
Onde: Ex (experimentos); S:L (relacdo
solido:liquido em g/mL), CE (carga
enzimatica em FPU/g), B (biomassa em g/L);
Ar (agucar redutor em g/L) Et (etanol em

g/L).

Respostas
B Ar Et

Ex

Os ensaios foram conduzidos de acordo
com a metodologia descrita na se¢do 2.5, com
um tempo de pré-hidrdlise enzimatica de 12 h.

Na sequéncia, adicionou-se meio de
cultivo, descrito no item 2.3.4, com excecao
da glicose. Apds o pré-tratamento enzimatico,
verificou-se que o experimentos 04,
utilizando 30 FPU/g e relagdo solido: liquido
de 3:10 (g:mL), atingiu cerca de 53 g/L de
glicose e 24,5 g/L. de etanol em 48 horas de
fermentacdo, ou seja, a maior concentracdo de
etanol foi obtida para a mais elevada relacao

solido: liquido e carga enzimatica.

Assim, a relagdo solido: liquido e a
carga enzimatica, possivelmente, sdo fatores
essenciais para a maior producao de etanol,
uma vez que o aumento no teor de solidos
associado ao aumento da carga enzimatica
resultou em um aumento nas concentragoes de
etanol.

O aumento da relagdo sélido: liquido
associada ao aumento da carga enzimatica fez
com que a eficiéncia de hidrélise fosse maior
e, consequentemente, gerou uma maior
concentracdo inicial de glicose disponivel no
meio, pois de acordo com Barcelos et al.
[2012], o  pré-tratamento alcalino é
extremamente importante para aumentar a
acessibilidade das enzimas as fibras
celulésicas [BARCELOS et al., 2012].

Kim et al. [2008] analisaram o processo
de fermentacdo, e da mesma maneira,
observaram que a eficiéncia de fermentagao
depende da concentracdo inicial de glicose
produzida durante a hidrolise enzimatica.

Na Figura 2, observa-se, o perfil
cinético do processo de hidrélise enzimatica
de celulose a partir de capim colonido pré-
tratado em frascos agitados, utilizando a
levedura Sacharomyces cerevisiae, nas
seguintes condicoes operacionais (melhores
resultados experimentais obtidos): relacao

solido liquido 3:10 (g:mL), 30 FPU/g.
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Figura 2: Perfil cinético do processo de
hidrolise  enzimatica de  celulose e
fermentacao em frascos agitados a partir de
capim colonido pré-tratado, utilizando a
levedura Sacharomyces cerevisiae, na melhor
condicdao estudada: relacdo sélido liquido de
3:10 (g:mL) e carga enzimatica de 30 FPU/g.
P.H.= pré-hidrolise enzimatica.

Nota-se, no experimento acima,
realizado em frascos agitados, que a
concentracdo inicial de glicose, 53 g/L, foi
convertida em uma concentracao final de 24,5
g/l de etanol no periodo de 48 horas de
fermentacdo, sem controle pH, na temperatura
de 30°C e agitacdo orbital de 100 rpm. De
acordo com Cazetta et al. [2007], o tempo de
fermentacado é um fator decisivo na
fermentacdo, pois a concentracdo de etanol
pode aumentar em até 60% de 24 para 48 h.

Vale ressaltar que a maior produtividade
volumétrica obtida neste processo foi de 0,77
g/L.h, com um tempo de fermentacdo de
aproximadamente 28 horas. Ja o rendimento

atingido no final do processo foi de 46,2%

(muito préximo do valor tedrico que é de
51,1%), atingindo uma eficiéncia no processo
fermentativo de 90,4%.

O presente estudo apresentou 0S
melhores resultados de producao de etanol de
lignocelulosicos pela Saccharomyces
cerevisiae, atingindo a concentracdo de etanol
de 24,5 g/L, valor distante ao obtido por
Vasquez [2007], que atingiu 70 g/L de etanol
a partir de processo SSF de bagaco de cana
sob condicoes semelhantes, utilizando a
levedura Saccharomyces cerevisiae.

As maiores diferencas entre o0s
resultados obtidos no presente estudo, quando
comprados com Vasquez [2007],
provavelmente, esta associado a composicao
do meio, no qual foram utilizados meios de
fermentacdo com tampao-citrato e na
temperatura de fermentacdo em torno de
37°C, respectivamente, o que possibilitou
uma hidrélise mais eficiente no experimento
com a levedura, pois a temperatura se
mantinha mais proxima da Otima para a
atividade de celulases (50°C), além da

presenca do tampdo possibilitar uma maior

estabilidade do pH.

4. CONCLUSOES

As melhores condicdes experimentais
apontadas pelas hidrdlises enzimaticas
realizadas foram: relacdo sélido: liquido de

3:10 (g:mL) e carga enzimatica de 30 FPU/g.
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As concentragdes maximas atingidas
foram de 53 g/L de glicose inicial, 24,5 g/L. de
etanol e produtividade volumétrica de 0,77
g/L.h, com um tempo de fermentacdo de
aproximadamente 28 horas, na temperatura de
30°C e velocidade de agitacdao de 100 rpm, em
frascos agitados (sem controle de pH).

O rendimento obtido no final do
processo foi de 46,2%, atingindo uma
eficiéncia no processo fermentativo de 90,4%.

Verificou-se que o aumento da carga
fermentativos,

enzimatica, nos  testes

aumentou a producao de etanol.
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