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APRESENTACAO

A colecéo “A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica 2” é uma obra
que tem um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais,
pesquisadores, engenheiros, técnicos, académicos e, € claro, estudantes. A colegao
abordara de forma categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos
da quimica de forma aplicada, inovadora, contextualizada e didatica objetivando
a divulgacgao cientifica por meio de trabalhos com diferentes funcionalidades que
compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
relacionados a revestimentos inteligentes — smart coatings; técnicas eletroquimicas;
modificacao de superficie; processo foto-Fenton; dessulfurizacdo adsortiva de diesel;
otimizacao de sensores; contaminantes organicos; degradacao de compostos;
nanotubos de carbono hidrofilicos; oxidagao parcial do metano; producéao de etanol;
tratamento de efluente aquoso; producao de biogas; processo oxidativo avang¢ado;
particao de ions metalicos; ensino de polimeros; reutilizacdo de 6leo industrial;
analise complexométrica de aluminio e modelagem molecular. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacéo,
otimizacao de procedimentos e metodologias, entre outras abordagens importantes
na area de quimica, ensino e engenharia quimica. A diversidade de Debates na
pesquisa em Quimica tem sido um fator importante para a contribuicao em diferentes
areas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
qgue de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica, bacharel e
licenciatura. Possuirum material que demonstre evolugéo de diferentes metodologias,
abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacdo com diferentes técnicas
(eletroquimica, microscopia, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais
e de interesse tanto no meio académico como social.

Portanto, esta obra é oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serao
apresentados de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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CAPITULO 10

PRODUCAO DE ETANOL UTILIZANDO BAGACO DE

Data de aceite: 04/05/2020
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RESUMO: A producéao de bioetanol, a partir de
materiais lignocelulésicos, envolve processos
de elevada complexidade englobando diversas
operagdes, entre as quais a hidrolise da
celulose. Desta forma, o objetivo deste trabalho
consistiu em avaliar a producéo de etanol, a
partir de sorgo biomassa [Sorghum bicolor (L.)
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Moench] utilizando métodos de tratamentos
hidrolitico da celulose. Neste trabalho, o sorgo
foi submetido ao pré-tratamento acido, basico
e enzimatico, sob altas temperaturas. Apos
analises experimentais, os maiores resultados
encontrados, em biorreator, para a producao de
etanol foide 31 g/L, com umrendimento de (Y )
de 0,36 g,,.../9
de 1,9 g/L.h, a partir do sorgo biomassa pré-

gicose © Produtividade volumétrica
tratado, utilizando a carga enzimatica de 35
FPU/g. Diantes dos resultados apresentados,
conclui-se que o0 sorgo biomassa, aliado ao
desenvolvimento de novas metodologias,
mostra-se promissor podendo consistir em uma
alternativa tecnolégica com enorme potencial
energético.

PALAVRAS-CHAVE:

processos enzimaticos.

Bioetanol, biomassa,

ETHANOL PRODUCTION USING BIOMASS
SORGHUM BAGASSE

ABSTRACT: The production of bioethanol, from
lignocellulose materials, involves processes
of high complexity encompassing several
operations, among them the hydrolysis of
cellulose. This way, this composition aimed at
evaluating ethanol production from sorghum
biomass [Sorghum bicolor (L.) Moench] using
hydrolytic cellulose treatment methods. In this
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composition, the sorghum was submitted to acid, basic and enzymatic pre-treatment,
under high temperatures. After experimental analysis, the greatest results found
ms) Of 0.36 @
and a volumetric yield of 1.9 g/Lh, from the pretreated biomass sorghum using

in bioreactor for ethanol production were 31 g/L, with a yield of (Y sthanol

gincose
the enzyme loading of 35 FPU /g. It is concluded that biomass sorghum, combined with

the development of new methodologies, is promising and may consist of a technological
alternative with enormous energy potential.
KEYWORDS: Bioethanol, biomass, enzymatic processes.

11 INTRODUCAO

A energia tem importancia fundamental no planejamento estratégico, tatico e
operacional das nacdes, questdes ligadas a politica de desenvolvimento econémico,
operacionalizacao da sociedade e seguranca nacional sdo decididas também com
base na capacidade energética de cada pais.

Contudo, grande parte da energia consumida no mundo é oriunda de fontes
nao renovaveis, como o petroleo e o carvao mineral. Essa conjuntura coloca grande
parte dos paises em situacao de vulnerabilidade estratégica, devido a possibilidade
de esgotamento desses recursos mesmo em longo prazo, além de ser um dos
grandes responsaveis pelo aquecimento global e de seus desdobramentos.

Portanto é fundamental investir em pesquisa e novas tecnologias de producéo
de fontes alternativas de energia, como a produc¢éo de etanol de segunda geracéo.

A producéo de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos, denominado etanol
de segunda geracao (E2G) é uma tecnologia desafiadora, pela necessidade de
se dominar o conhecimento e os processos de transformacdo da biomassa em
acucares fermentesciveis, os quais precisam ser fermentados a custos compativeis
com o mercado (CHEN e FU, 2016).

Os materiais lignocelul6sicos apresentam estrutura complexa e compacta
sendo necessario submeté-los a pré-tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos
antes da hidrélise. Este processo é um passo-chave na via da remog¢ao/modificacéo
da lignina e hemiceluloses, redugdo da cristalinidade da celulose e aumento
da porosidade do material, tornando—o0 mais passivel da hidrélise enzimatica
(LOSORDO et al., 2016).

Matérias-primas dedicadas a bioenergia produzidas para biomassa
lignocelulésica pode melhorar a eficiéncia da producéo de etanol porque seu maior
teor de fibra pode ser hidrolisado em agucares e prontamente convertidos em etanol
(SOLOMON, BARNES e HALVORSEN, 2007). A obtencéo de variedades com maior
producéo de biomassa tem sido uma meta de diversos programas de melhoramento
genéticos (CARRILLO et al., 2014).
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Entre as culturas anuais, o sorgo biomassa [Sorghum bicolor (L.) Moench]
apresenta-se como um grande potencial para producao de etanol de segunda
geracao devido a sua versatilidade como fonte de amido e fibras (DAVILA-GOMEZ
et al., 2011; ZEGADA-LIZARAZU e MONTI, 2012).

Além disso, o sorgo biomassa, possui a particularidade de ser sensivel a foto
periodo, acarretando em um maior periodo vegetativo e consequentemente maior
producédo de massa verde e massa seca (ROONEY e AYDIN, 1999; VENUTO e
KINDIGER, 2008; MURRAY et al., 2008; MAY, SILVA e SANTOS, 2013).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo realizar a producédo de
etanol de segunda geracdo em biorreator, a partir do bagaco do sorgo biomassa
pré tratado.

2 | METERIAIS E METODOS

2.1 Material experimental

O sorgo biomassa utilizado na realizagdo dos experimentos foi cedido,
gentilmente, pela Universidade Estadual do Mato Grosso/campus Caceres. A
biomassa de composicéo lignocelulésica foi seca a 60°C em estufa por 12 horas.
Em seguida, a mesma foi triturada em moinho de Iaminas e acondicionada em
sistemas herméticos para posterior uso.

2.2 Microrganismos

O processo de fermentacdo alcoodlica foi realizado com a levedura
Saccharomyces cerevisiae néo isolada, obtido de fermento biolégico comercial
(Fleischmann, Londres, Reino Unido).

2.3 Ativacao e propagacao celular

O cultivo do pré-inoculo foi realizado em Erlenmeyers de 500 mL, com 200
mL de meio liquido, pH inicial 5,0, agitacdo de 150 rpm, a 35°C, por 24 horas, nas
seguintes concentracbes 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 potassio 0,5 de
sulfato de magnésio heptahidratado. Os meios de cultura para o pré-inoculo foram
esterilizados em uma autoclave por 15 minutos, a temperatura de 121°C.

2.4 Pré-tratamento do sorgo biomassa

O pré-tratamento acido foi realizado para desorganizar a matriz lignocelul6sica
e remover a fracdo hemicelul6sica. Assim, para cada grama de biomassa seca
adicionou-se 2,8 mL de H,SO, 1,09% (v/v) a 121 °C, em autoclave, durante 30
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minutos (BETANCUR; PEREIRA, 2010). A hemicelulose foi filtrada em funil de
Blchner sendo a fase sélida denominada de celulignina. Apés esta etapa, iniciou-se
o pré-tratamento alcalino, assim, a celulignina foi submetida a deslignificagdo com
uso de solucéo de NaOH a 4% (m/v), na relag&o sélido:liquido de 1:20 (VASQUEZ,
2007) e submetida novamente a tratamento térmico a 121 °C durante 30 minutos
em autoclave. Logo depois, foram realizadas varias sequéncias de lavagens, com
agua destilada, para a remocéao da alcalinidade e extracdo da lignina residual até
que a agua descartada apresentasse pH proximo da neutralidade. Posteriormente,
realizou-se a secagem da biomassa obtida.

2.5 Hidrolise enzimatica da celulose

Apébs os pré-tratamentos quimicos com &cido e base diluidos foi realizada a
etapa de hidrélise enzimatica, na qual a celulose pdde ser convertida a acucares
fermentaveis. Dessa forma a celulignina foi submetida a hidrélise enzimatica com uso
de um preparado celuldsico comercial (enzima celulase a partir de Aspergillus Niger,
Sigma Aldrish, USA), que continha uma atividade de 40 FPU/mL. O experimento foi
desenvolvido em Shaker utilizando uma concentracdo de soélido fixo a 6% (m/v), a
partir de diferentes valores de cargas enziméaticas, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 FPU/g.
A temperatura de hidrolise foi mantida em 50°C, durante 12 horas para o sorgo
biomassa pré-tratado.

2.6 Fermentacao

Decorridos 12 horas de pré-hidrolise enzimatica do sorgo biomassa, a cinética
do processo de fermentacéo foi realizada em um fermentador SL 137 (SOLAB,
SP, BR) com capacidade para 8 litros, contendo 5 litros de volume de trabalho. A
concentragdo do inoculo inserida no meio de producéo foi de 10% (m/v). O meio
fermentativo teve a mesma composicdao do meio do pré-inoculo, com excec¢éo da
adicao de glicose, que foi substituida pelo pré-hidrolisado da celulose. Durante 24
horas de processo, foram mantidas constantes a temperatura e o pH em 35 °C e
5,0 respectivamente, sob agitacdo a 150 rpm. As amostras do caldo fermentado
foram retiradas a cada 4 horas, sendo centrifugadas a 5.000 g durante 10 minutos,
para a separacdao da biomassa, € o sobrenadante obtido foi analisado quanto a
concentracdo do produto formado e consumo de substrato. Visando uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos, foi realizada uma tréplica do experimento.

2.7 Concentracao de etanol e acucares

Concentracgdes de glicose e etanol foram determinados utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi utilizado um sistema cromatografico (Waters
Co., Milford, MA, USA) composto por uma coluna Park |, operando a 60 °C com fluxo
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de 0,4 mL/min de fase movel (agua Millig) e volume de injecdo de 10 uL, bomba
Waters 510 com detector de indice de refracdo Waters 2695. Antes de andlise, as
amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose 0,22 um.

2.8 Quantificacao de microrganismos

Para acompanhar o crescimento celular ao longo da fermentacéao, foi utilizado
o método espectrofotométrico. O meio fermentativo foi diluido na propor¢éao 1:100,
no qual, leu-se a absorbancia a 650 nm. O valor obtido foi comparado com uma
curva padréo que relaciona absorbancia com concentragdo celular em termos de
massa seca em gramas por litro, previamente determinada.

2.9 Determinacao da atividade enzimatica

Para a enzima celulase, a atividade foi determinada como atividade de papel
de filtro e expressa em FPU (Filter Paper Units) por volume de enzima original,
como recomendado pela IUPAC (ADNEY e BAKER, 1996; GHOSE, 1987).

2.10 Rendimento

Os parametros cinéticos calculados nas fermentacdes foram o rendimento em
grama de etanol por grama de glicose e a produtividade em grama de etanol por
grama de glicose, determinados pelas equagdes 1 e 2, respectivamente.

ECp

Ve/ar = (TS;—TSp).0,511 " 100 (1)
Py ==%.100 (2)
Em que:
Y. .s = Rendimento de etanol formado em relagdo ao consumo do agucar

redutor (%);
E. = Concentragéo de etanol ao final da fermentagéo (g/L);
T, = Concentragéo de agucar final (g/L);
T,, = Concentragdo de aglcar inicial (g/L).
P. = Produtividade de etanol;
t = tempo de fermentacéo (h).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise hidrolitica da celulose em relacao a variacao da carga enzimatica

durante o pré-tratamento com celulase comercial

Visando definir a melhor condi¢cao que resultasse em elevadas concentracdes
de glicose a partir da celulose hidrolisada, variou-se a carga enzimatica (celulase
comercial de Aspergillus Niger) em 15, 20, 25, 30, 35 e 40 FPU/g. Os ensaios foram
conduzidos em shaker com um tempo de pré-hidrélise enzimatica de 12 h a 50 °C.

Para todos os ensaios (figura 1), o teor de carboidrato liberados em funcao do
tempo de hidrolise foram analisadas, utilizando concentragdo de soélido fixo a 6%

(m/v).
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Figura 1 - Perfis de hidrolise para a variagcao de carga enzimatica de celulose do sorgo
biomassa pré-tratado com celulase comercial utilizando concentracéo de sélido fixo a 6% (m/v).

Analisando a Figural, dos ensaios de 1 ao 6, pode-se notar que a maior
producdo de glicose para o sorgo biomassa utilizando a carga enzimatica de celulose
comercial foi observada no ensaio 5, ou seja, 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 composi¢cao
guimica menos favoravel ao processo hidrolitico, ou seja, maiores teores de lignina
e hemicelulose, acarretou na utilizagdo de maiores cargas enzimaticas no meio.

Entretanto, percebe-se, que utilizando 40 FPU/mL, a concentracdo de glicose
diminui para 39,1 2 g/L de glicose. Este fato, provavelmente, ocorre devido ao
aumento excessivo das cargas enzimaticas (concentracdo de celulase) no meio,
desfavorecendo o processo de hidrélise.

3.2 Resultados dos processos fermentativos em biorreator

A partir do melhor resultado obtido da variacdo da carga enzimatica para o
pré-tratamento com celulase comercial, ensaio 5, realizou-se um perfil cinético do
processo fermentativo em biorreator, sob condi¢gdes controladas, visando analisar
a influéncia do hidrolisado quanto ao crescimento celular, consumo do substrato e
producéao de etanol.

Assim, foi realizado fermentacdes utilizando a carga enzimatica de 35 FPU/g
durante 12 horas de pré-hidrélise enzimatica, atingindo concentracéo inicial de
glicose de 43 g/L (figura 2). Neste trabalho, a temperatura de fermentacao, a
agitacédo e o pH foram mantidos constantes a 35°C, 150 rpm e 5, respectivamente.
O pH e atemperatura sdo alguns dos principais fatores que influenciam na producéo
de etanol nos processos fermentativos, pois a atividade catalitica das enzimas e
a atividade metabodlica dos microrganismos dependem do pH e da temperatura




extracelular (LIMA, et al. 2002).
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Figura 2 - Perfil cinético da producgéo de etanol, crescimento celular e consumo de substrato,
em biorreator, a partir do sorgo biomassa pré-tratado enzimaticamente (PH) na concentragao
fixa de 6% (m/v) e carga enzimatica de 35 FPU/g, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Na figura 2, observa-se um intenso crescimento celular até 16 horas de
fermentacdo quando a fase estacionaria é estabelecida, alcancando uma taxa de
producao celular (Y,,) de 6,0 g_.../9.ciias-

Apbs 4 horas, a concentracdo de etanol aumentou rapidamente, produzindo
31 g/L em 20 horas de fermentacao, atingindo uma produtividade volumétrica de
1,55 g/L.h e maxima produtividade volumétrica de 1,9 g/L.h durante 16 horas de
processo, consumindo aproximadamente 90% da glicose constituida no meio. Com
0 consumo de todo o substrato do meio fermentativo, obteve-se um rendimento
(Y,,.) de 0,36 g

tedérico de etanol por grama de glicose consumida € 0,511 gramas, sendo este

e eficiéncia de 72%. Vale ressaltar que o rendimento

P/s) etanol/g glicose

valor considerado 100% quando o substrato for glicose (SANTOS et al. 2012). De
acordo com Bosqueiro (2010) nas fermentacdes industriais brasileiras, o rendimento
alcancado é em média 91%, isto corresponde a 0,465 gramas de etanol por grama
de acgucar redutor total (ART) consumido.

Manoj (2016) em seus estudos, sacarificou 2000g de sorgo biomassa com
acido sulfurico a 3% (v/v), durante 60 minutos a 180°C, obtendo 36,3% de acgucar,
0 que proporcionou um rendimento de 0,49 g de etanol/g de agucar a partir do

hidrolisado obtido. Rabelo et al. (2011), atingiu rendimentos de 0,87 g a

/9.,
etanol’ Yglicose
partir para o hidrolisado do bagaco de cana de agucar pré-tratado com hidréxido de

célcioe de 0,88 g /9 para o hidrolisado do bagaco pré-tratado com peroxido

glicose
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de hidrogénio alcalino. Além disso, obteve como resultado da concentracéo de
acucares liberados ap6s hidrolise enzimética a 50°C, pH 4,8 e carga enzimética de
3,5 FPU/g biomassa seca pré-tratada o valor de 0,233 g/g bruta seca de glicose.

Vasquez (2007), atingiu 70 g/L de etanol a partir de processos de sacarificagcao
e fermentacdo simultdnea (SSF) a partir do bagagco de cana sob condicdes
semelhantes, utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae. As maiores diferencas
entre os resultados obtidos no presente estudo, quando comparados com Vasquez
(2007), provavelmente, esta associado ao tempo de hidrolise enzimatica da biomassa
pré-tratada, pois os ensaios conduzidos por Vasquez foram com um tempo de pré-
hidrélise enzimatica de 50 horas. Isso, provavelmente, possibilitou uma hidrélise
mais eficiente no experimento. Ja Souza (2014) verificou-se que o rendimento em
etanol foi maior quando o bagaco foi submetido inicialmente a uma pré-hidrolise a
50°C por 72 horas.

Davila-Gomez et al. (2011), pesquisando cinco gendtipos de sorgo sacarino,
obtiveram eficiéncia fermentativa variando de 79,99 a 89,75%, enquanto que
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.

41 CONCLUSAO

Neste trabalho, o material lignoceluldésico derivado de sorgo biomassa foi
utilizado como fonte de matéria-prima para a obtencédo de bioetanol. A partir da
conversao do material celulésico, empregando como melhor resultado a carga
enzimatica comercial de 35 FPU/g, atingiu-se uma concentracao inicial de glicose
de 43 g/L.

Apés andlises experimentais, o maior resultado encontrado, em biorreator,
para a produgéo de etanol foi de 31 g/L, com um rendimento de (Y ) de 0,36 g

etanol/
Jyicese € Produtividade volumétrica de 1,9 g/L.h, atingindo 72% de eficiéncia final do
processo.

Tais resultados demonstraram que a utilizacdo do sorgo biomassa da
espécie Sorghum bicolor (L.) Moench, para a producdo de alcool combustivel
pela rota enzimatica pode ser uma opg¢éo bastante promissora, em virtude da

possibilidade de atingir rendimentos glicosidicos préximos ao tedrico.
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