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RESUMO

O Brasil tem potencial para produzir o etanol de segunda geracdo feito através do bagaco de
sorgo biomassa, pois ha matéria prima em abundancia com facil acessibilidade. O grande
desafio para a sua producdo consiste em determinar a melhor opgéo de disponiblizar a glicose
a partir da hidrolise de celulose em termos de custo global, rendimento glicosidico e
fermentabilidade do hidrolisado. Assim, este trabalho teve como objetivo demonstrar diferentes
métodos de pré- tratamentos hidroliticos da celulose em agucares fermentesciveis para posterior
fermentagdo e producdo do bioetanol. Apds analises experimentais, o maior resultado
encontrado, em frascos agitados, para a producéo de etanol foi de 19,3 g/L, com um rendimento
final de 45% e produtividade volumeétrica de 0,77 g/Lh, a partir do sorgo biomassa (Sorghum
bicolor (L.) Moench), pré-tratado, utilizando a carga enzimaética de 35 FPU/g.

Palavras-chave: Energias renovaveis, Biocombustivel, Hidrolise, Celulose.

1. INTRODUCAO

A energia renovavel é uma fonte fundamental de energia, que contribui para a seguranca
energética, reduzindo a dependéncia dos combustiveis fésseis e as emissdes de gases de efeito
estufa. O aumento da populagdo mundial gera uma forte demanda mundial de energia, o que
implica em incremento no consumo dos mais variados produtos e, por conseguinte,
intensificacdo da atividade industrial (VINUTHA et al., 2014).

Referéncia internacional na geragdo e na utilizacdo de fontes renovaveis de energia, 0
Brasil, reencontra-se em uma grande oportunidade de desenvolvimento econémico e social, por
meio dos biocombustiveis, pois possui abundante biodiversidade e grandes extensdes de terras
agricultaveis e com clima propicio (CERQUEIRA, 2013).

No entanto, segundo Wu (2011) ainda apresenta problemas para suprimento de sua
demanda interna, cuja proposta para solucdo desse impasse, entre outras, é a pesquisa e 0
desenvolvimento de novas matérias primas, para diversificacdo e ampliagdo da matriz

energética renovavel.
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E entre as diversas matérias-primas renovaveis que estdo sendo avaliadas atualmente para
producdo de etanol, especial destaque vem sendo dado ao sorgo biomassa, pois € abundante em
matéria seca, caracteristica responsavel pelo fornecimento de energia. A planta possui muitas
folhas, caule fibroso e chega a mais de cinco metros de altura, além de alto potencial produtivo,
superior a 100 toneladas de matéria fresca por hectare para semeio na safra (outubro/novembro).
Tem ciclo longo, de 150 a 210 dias. E uma solug&o para o agricultor que trabalha com uma
Unica safra por ano (NOVACANA, 2017).

Além disso, a capacidade de adaptacdo a climas tropicais e temperados, sua elevada
eficiéncia na utilizacdo da agua, sua tolerancia a estiagem e sua capacidade potencial de
produzir grandes quantidades de biomassa lignoceluldsica s@o alguns dos numerosos pontos
fortes dessa planta. Assim, a grande potencialidade para a obtengdo do etanol lignocelulésico
ou de segunda geracéo se faz presente (PARRELLA, 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho consiste em investigar a producdo de etanol de segunda
geracdo a partir do sorgo biomassa, através da conversao de celulose em glicose, utilizando pré-

tratamentos quimicos e enzimatico.

2.METODOLOGIA
2.1 Microrganismo

A levedura, Sacharomyces cerevisiae, utilizada nas fermentacdes foram adquiridas
comercialmente (marca Fleischmann).
2.2 ativacgéo e propagacao celular

O cultivo do pré-inoculo foi realizado em frascos cénicos de 500 mL, com 200 mL de
meio liquido a pH 5,0, a 30°C e agitacdo de 200 rpm, nas seguintes concentracGes em g/L: 4 de
levedura desidratada, 20 de glicose; 2,5 de extrato de levedura, 1 de sulfato de aménia, 0,5 de
fosfato de potéssio e 0,5 de sulfato de magnésio heptahidratado. Os meios de cultura para o pré-
inoculo foram autoclavados por 15 minutos, a temperatura de 121°C.
2.3 Material experimental

O sorgo biomassa (Sorghum bicolor (L.) Moench), utilizado no experimento foi,
inicialmente, seco a 60°C em estufa, por 12 horas. Em seguida, o mesmo foi triturado e
acondicionado em sistemas herméticos para posterior uso.
2.4 Pré-tratamento do sorgo biomassa

O pré-tratamento acido foi realizado para desorganizar a matriz lignocelulésica e remover

a fracdo hemicelulésica (BETANCUR et al., 2010). O pré-tratamento alcalino se fez necessario
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para aumentar a acessibilidade das enzimas as fibras celulésicas (BARCELOS et al., 2012).
Apbs os pré-tratamentos quimicos, realizou-se a etapa de hidrélise enzimatica, na qual a
celulose foi convertida a agucares fermentdveis. Todas as condi¢Ges para a realizagdo do pré-

tratamento da biomassa para a hidrolise, encontra-se na Tabela 01.

Tabela 01. Processos para pré-tratamento da biomassa para hidrolise

Processo Descricao Tempq de
Reacao
Pré-Hidrolise  Adicao de acidos sulftrico diluido a 1,0% (v/v), relagdo
Acida solido:liquido 1:2,8 (g/ml) em temperatura de 121 °C, :
N : 30 min
com tempo de exposicdo de 30 minutos em autoclave
Pré-Hidrdlise NaOH a 4% (m/v), na relacdo solido:liquido de 1:20. 30 min

Alcalina
Hidrolise enzimatica com uso de um preparado celulasico
comercial (Sigma Aldrish, USA), O experimento foi
Enzimética  desenvolvido, utilizando-se diferentes concentragdes de 12 Horas
cargas enzimaticas (FPU/g): 15, 20, 25, 30, 35 e 40. A
temperatura mantida em 50°C, durante 12 horas.

2.5 Fermentacéo

A cinética do processo de fermentacdo foi realizada em shaker utilizando erlenmeyers de
250 mL contendo 100 mL de meio de fermentacéo (item 2.2), sem adicdo de glicose, a qual foi
substituida pelo pré-hidrolisado de celulose. O pH inicial do meio foi de 5,0, temperatura de
30°C e agitacdo de 100 rpm, durante 24 horas.
2.6 Métodos analiticos
2.6.1 Quantificacdo de Microrganismos

A aliquota de 10 mL da biomassa centrifugada foi transferida para um placa previamente
tarada e seca em estufa a 80°C até peso constante. O valor da massa seca foi obtido pela
diferenca de peso da placa.
2.6.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica

Para a enzima celulase, a atividade foi determinada como atividade de papel de filtro e
expressa em unidades de papel de filtro (FPU) por volume de enzima original, como
recomendado pela IUPAC (GHOSE, 1987).
2.6.3 Determinagéo de Etanol e AgUcares

A anélise da concentracdo de etanol e da determinacao de glicose foram realizadas através
do método Steckelberg (2001) e do método de DNS de Miller (1959), respectivamente.
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2.6.4 Rendimento

Os parametros cinéticos calculados nas fermentacfes foram o rendimento em grama de
etanol por grama de acgUcares redutores (AR) (Ypar) a0 final de 48 horas de fermentagéo,
determinados pela Equacdo 1 e a produtividade em grama de etanol por grama de agucares
redutores pelas 48 horas de fermentacéo dada pela Equagéo 2.

ECp
(TS1-TSF).0,511 "

YP/AR = 100 1

Py ==%.100 2

Em que:

Yr/ar = Rendimento de etanol formado em relagdo ao consumo do agucar redutor (%);
Ecr = Concentragéo de etanol ao final da fermentacdo (g/L);

Tsr = Concentracao de acucar final (g/L);

Ts1 = Concentracéo de agUcar inicial (g/L).

Pe = Produtividade de etanol;

t = tempo de fermentagéo (h).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise da hidroélise em relacdo a variacdo da carga enzimatica durante o pré-
tratamento com celulase comercial.

Visando definir a melhor condicéo que resultasse em elevadas concentracfes de glicose,
a partir da celulose hidrolisada, variou-se a carga enzimatica em 15, 20, 25, 30, 35 e 40 FPU/qg.
Os ensaios foram conduzidos com um tempo de pré- hidrélise enzimatica de 12 h.

Ap0s as analises experimentais, observou-se que a maior producdo de glicose encontrada,
a partir do sorgo biomassa foi com 35 FPU/mL, atingindo cerca de 43,2 g/L de glicose. De
acordo com Vasquez (2007), esse comportamento se justifica pelo fato do material (biomassa),
provavelmente, apresentar uma composic¢ao quimica menos favoravel ao processo hidrolitico,
ou seja, maiores teores de lignina e hemicelulose, acarretou na utilizacdo de maiores cargas

enzimaticas no meio.
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3.2. Resultados dos processos fermentativo
A melhor carga enzimatica encontrada nos experimentos realizados foi de 35 FPU/g
biomassa seca pre-tratada, acarretando em 43 g/L de glicose. Tais experimentos foram
realizados com um tempo de pré-hidrélise enzimatica de 12 h e concentracdo de sélido fixo a
6% (m/v). Nas duas fermentacGes realizadas (duplicata), utilizou-se em ambas, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, como pré-indculo, na concentragdo de 10% do volume de trabalho.
Na Figura 1, observa-se o perfil cinético do processo de hidrélise enzimatica do sorgo

biomassa pré-tratado em frascos agitados, utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae.
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Figura 1. Perfil cinético do processo de pré-hidrolise enzimatica (PH) de celulose e das
concentracgdes de substrato, produto e biomassa em funcéo do tempo de fermentacéo a partir de
sorgo biomassa pré-tratado, utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae. g/L: (m) aglicar

redutor; (A) Etanol; (O) Biomassa.

Percebe-se, na Figura 1, que a concentracdo inicial de glicose, 43,2 g/L, foi convertida
em uma concentracao final de 19,3 g/L de etanol no periodo de 36 horas de fermentacéo, com
pH inicial de 5,0 (sem controle), a uma temperatura de 30°C, sob agitacdo orbital de 100 rpm.

Vale ressaltar que a maior produtividade volumétrica obtida neste processo foi de 0,77
g/Lh, em um tempo de fermentacdo de aproximadamente, 20 horas. Contudo, todo o substrato

foi consumido apds 32 horas de processo fermentativo, obtendo-se um rendimento de 45%.
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Rabelo (2010), atingiu rendimentos 87,4% para o hidrolisado do bagaco de cana de agUcar
pré-tratado com hidréxido de célcio e de 88,4% para o hidrolisado do bagaco pré-tratado com
peroxido de hidrogénio alcalino. Vasquez (2007), atingiu 70 g/L de etanol a partir de processos
de sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF) a partir do bagaco de cana sob condicbes
semelhantes, utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae. As maiores diferencas entre 0s
resultados obtidos no presente estudo, quando comparados com Vasquez (2007),
provavelmente, estd associado ao tempo de hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada, pois
0s ensaios conduzidos por Vasquez foram com um tempo de pré-hidrélise enzimatica de 50 h.
Isso, provavelmente, possibilitou uma hidrolise mais eficiente no experimento. Ja Souza (2014)
verificou-se que o rendimento em etanol foi maior quando o bagaco foi submetido inicialmente
a uma pre-hidrdlise a 50°C por 72 horas.

Manoj (2016), em seus estudos, sacarificando 2kg de sorgo biomassa com acido sulfurico
a 3% (v/v), durante 60 minutos a 180°C, obteve uma porcentagem de 36,3% de acucar. Durante
o rastreio das culturas de leveduras, verificou-se que os isolados C, MK-1 e N eram potentes
produtores de etanol a partir do hidrolisado de sorgo. A cultura MK-I foi a melhor utilizada
para aumentar a producéo de etanol até 25 L de capacidade, o que proporcionou um rendimento
de 0,49 g de etanol/g de acucar a partir do hidrolisado obtido.

De acordo com Eulogio (2017), o sorgo biomassa deslignificado, resultante do bagaco
pré-tratado, por explosdo a vapor de acido fosférico diluido, submetida ao processo de
liquefacdo mais sacarificagdo simulténea, utilizando uma concentracdo enzimatica de 11,5
FPU/ biomassa seca pré-tratada (enzima Novozymes Cellic CTec3) foi de 27,5 g/L de etanol.

Com relagdo a eficiéncia do processo, neste trabalho, obteve-se o valor de 87%, ou seja,
um grande resultado, visto que no processo industrial, a eficiéncia fermentativa atinge de 90 a
92% do rendimento estequiométrico, havendo o consumo de agUcar para formacéo de biomassa
celular e subprodutos (LIMA et al., 2001). Ratnavathi et al. (2010), obtiveram valores de
eficiéncia fermentativa na faixa de 86,5 a 94,7% para sorgo sacarino utilizando leveduras

Saccharomyces cerevisiae CFTR 01.

4. CONCLUSOES

e O sorgo biomassa, da espécie Sorghum bicolor (L.) Moench, demonstrou ter um bom
potencial para a producdo de etanol de segunda geracéo;

e A concentracdo de etanol maxima produzido foi de 19,3 g/L em 32 horas de fermentacéo,

consumindo 100% do substrato;
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e A maxima produtividade volumeétrica alcancada foi de 0,77 g/Lh, durante 20 horas de
processo, com um rendimento final de 45%;

e A melhor carga enzimatica para a hidrolise da celulose, a partir do sorgo biomassa [Sorghum
bicolor (L.) Moench], pré-tratado com celulase comercial, foi de 35 FPU/g, obtendo uma
concentragdo méxima de 43,2 g/L de glicose;

e Verificou-se, que o aumento da carga enzimatica, nos testes fermentativos, aumentou a

producdo de etanol. Contudo, acima de 35 FPU/g a de producéo etanol diminui.
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