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RESUMO

Os biocombustiveis surgem como uma alternativa para os combustiveis fosseis, que sao
recursos limitados. Dentre eles, o bioetanol se destaca como uma opgao promissora, pois pode
ser produzido a partir de diversas fontes de biomassa renovavel, isso o torna uma alternativa
mais sustentavel, pois ndo esté sujeito a escassez dos recursos e sua queima libera menos gases
poluentes causadores do efeito estufa. Este estudo teve como objetivo comparar a eficiéncia da
hidrolise enzimatica do fungo Grifola frondosa em biomassa de Aguapé (Eicchornia
crassipes), ap6s 07 e 21 dias de crescimento, para a produgdo de etanol de segunda geracao,
fermentado pela bactéria Escherichia coli. Os resultados obtidos, apds destilagdo fracionada,
foram comparados com os padrdes estabelecidos pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP) para etanol hidratado combustivel. Embora os teores
alcodlicos ainda estejam abaixo do exigido pela regulamentagdo, os resultados foram
consistentes. O teor alcodlico maximo obtido foi de 82,3%, com o crescimento de 21 dias do
fungo na biomassa. As massas especificas obtidas estdo acima dos limites devido ao baixo teor
alcoodlico, uma vez que esses parametros sao inversamente proporcionais. A cor € o aspecto
visual das amostras estavam adequados, sendo limpidas e sem impurezas. Quanto ao pH, todas
as amostras estavam dentro dos limites estabelecidos pela regulamentacdo. Esses resultados
indicam que a biomassa de Aguapé, pode ser uma fonte viavel para a produgdo de etanol de
segunda gera¢do. E um passo promissor para a pesquisa futura e o desenvolvimento de
alternativas mais sustentaveis aos combustiveis fosseis.
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1 INTRODUCAO

O bioetanol ¢ o biocombustivel com expectativas mais otimistas para o futuro
(FURLAN, 2009), em especial, o de segunda geracao, que ¢ produzido a partir de biomassa
lignocelulodsica, de residuos de origem vegetal (TEIXEIRA, 2019), o componente organico
mais abundante e renovavel da biosfera (CHAMPAGNE, 2017).

O Aguapé (Eicchornia crassipes) apresenta uma grande vantagem perante diversas
fontes de biomassa, pois por se tratar de uma planta aquatica, ndo compete com 0s recursos
terrestres usados no cultivo de alimentos araveis além de possuir uma rapida capacidade de
disseminag¢do e crescimento populacional (REZANIA, et al.,2015), com isso, a necessidade de
estabelecer medidas para o controle do seu crescimento sdo fatores que contribuem para o
desenvolvimento de processos economicamente viaveis para a produgdo de bioetanol a partir
de sua biomassa (TEIXEIRA, et al., 2019).

Na tecnologia para a producao de etanol de segunda geragdo ¢ necessaria uma etapa de
hidrolise, que pode ser quimica ou enzimatica, para a conversao da celulose em agtcares, para
posterior fermentacdo dos microrganismos (BRONZATO, 2016; MORALIS et al., 2019), sendo
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que a enzimatica ¢ mais barata, branda e menos agressiva ambientalmente (CARMINATTI,
2001; DUFF e MURRAY,1996; FERREIRA et al., 2013).

Os fungos sdo responsaveis pela grande maioria da degradacdo da biomassa na natureza.
Grifola frondosa, ¢ conhecido por produzir uma ampla gama de enzimas hidroliticas e
oxidativas, que através de sua acdo combinada, lhes permitem colonizar, degradar e
bioconverter com sucesso muitos substratos lignoceluldsicos (BARRETO, ALZETE e LEVIN,
2011). O uso do fungo Grifola frondosa, apresenta vantagens sobre a utilizacdo de enzimas
purificadas, uma vez que estas apresentam maiores custos de aquisi¢dao, o que pode ocasionar
inviabilidade econdmica da producao (LORENZETTI, 2018)

O objetivo deste trabalho ¢ produzir bioetanol de segunda geragdo a partir da hidrolise
enzimatica do fungo Grifola frondosa sobre a biomassa de Eicchornia crassipes, fermentada
pela bactéria Escherichia coli e compara-lo com a regulamentagao técnica da Agéncia Natural
do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) n°® 907/2022

2 MATERIAL E METODOS

A biomassa utilizada neste trabalho, foi coletada na estacdo de tratamento de esgoto
(ETE) da Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR), localizada no municipio de
Pitanga- PR, nas coordenadas 24° 45' 26" S e 51°45' 41" W.

A primeira etapa no processo de produgao do etanol, consiste no pré-tratamento, onde a
biomassa foi higienizada e cortada em pedacos menores, em seguida foi levada para uma estufa
de secagem onde permaneceu a 105 °C, até a perda total de agua. Posteriormente foi processada
em liquidificador a fim de diminuir a superficie de contato e seguir para as préximas etapas.

A etapa seguinte, que consiste na hidrolise, que ¢ quebra do polimero de celulose da
biomassa em mondmeros de glicose. A hidrdlise enzimatica foi realizada pelo fungo Grifola
frondosa, previamente cultivado em estufa bacterioldgica. Estes ensaios foram realizados em
triplicata, onde foram pesados 10g de biomassa seca ¢ adicionados 10mL de dgua destilada e
submetidos a autoclavagem, ap6s isso, o fungo foi inoculado na biomassa e levado para a estufa
bacteriologica durante 07 e 21 dias, a fim de comparagao.

Apo6s esse tempo de incubagdo, o conteudo do Erlenmeyer foi completado para 100ml
com agua deionizada.

Para o processo de fermentagao foi utilizada a bactéria Escherichia coli, previamente
cultivada em meio liquido, apds a sua inser¢d@o no meio, as amostras foram levadas para dentro
de jarras de anaerobiose ¢ acondicionadas em estufa bacteriologica por 48h.

Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de destilagdo fracionada, que
tem como objetivo separar liquidos de volatilidades distintas, separando dessa forma, o etanol
dos demais componentes do mosto, como a agua, por exemplo.

O etanol obtido foi analisado conforme a regulamentagao técnica da ANP n°® 907/2022.
Para os parametros de cor e Aspecto, onde os limites estabelecidos sdao Incolor e Limpido e
Isento de Impurezas (LII), respectivamente. O método para este teste ¢ visual, onde o etanol ¢
levado a um recipiente translucido, e colocado contra a luz, a fim de observar suas
caracteristicas visuais.

O potencial hidrogenionico (pH), foi analisado com o auxilio de fitas indicadoras
universais de pH, sendo o seu limite estabelecido entre 6,0 a 8,0.

O teor alcoolico foi obtido através da metodologia NBR- 13920, com a preparacao de
uma curva de calibragdo e leitura das amostras e padrdes em espectrofotometro UV-VIS, a
600nm, sendo o limite aceito entre 92,5 a 95,4 %.

A Massa especifica a 20°C foi analisada através do teor alcoodlico com o auxilio do
Software “Tabelas Alcoolométricas” da ABNT, sendo o limite aceito entre 802,9 a 811,2
Kg/m3.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estao relacionados os resultados das analises fisico-quimicas do etanol que
foi obtido ap6s o processo de destilagao

Tabela 1: resultados obtidos das andlises do etanol produzido ap6s a destila¢do

Tempode Cor Aspecto Teor Médiateor Massa Média Média
ID  hidrélise Visual Visual alcodlico alcodlico especifica Massa pH pH
(%) (Kg/m®) especifica
1 07 dias  Incolor *L.LI 71,0 68,3 865,22 871,62 6,0 6,0
2 07 dias Incolor *L.LIL 65,6 878,03 6,0
1 21dias  Incolor *L.LI. 78,4 80,3 847,32 842,49 6,5 65
2 21dias Incolor *L.LI. 82,3 837,67 6,5

*L.I.I. = Limpido e Isento de Impurezas

Todos os resultados de pH ficaram dentro dos limites estabelecidos pela ANP para
etanol combustivel, quanto as analises visuais, todas as amostras apresentaram-se limpidas e
isentas de impurezas para o aspecto, € quanto a cor, todas estavam incolores.

Os teores alcodlicos obtidos em todas as hidrolises ainda estao baixos de acordo com o
exigido pela ANP, porém, pode-se perceber que houve um aumento no teor alcodlico obtido
com 21 dias de hidrdlise em comparagdo com o de 07 dias, indicando que o fungo estéd
cumprindo seu papel de decompositor e conseguindo liberar a celulose em forma de agticar para
posteriormente ser fermentada pela bactéria.

Como a massa especifica e o teor alcodlico sao fatores codependentes, e o teor alcoolico
ainda ficou abaixo do estabelecido para combustivel pela ANP, as massas especificas ficaram
todas acima dos limites, uma vez que esses fatores sdo inversamente proporcionais.

4 CONCLUSAO

Este trabalho comprovou que o fungo Grifola frondosa possui um grande potencial de
realizar hidrolise da biomassa de Eicchornia crassipes.

O maior fator limitante da hidrolise enzimatica para esta metodologia € o tempo, uma
vez que o fungo demorou 21 dias para crescer na biomassa e chegar a este resultado, mas
tratando-se de uma escala industrial, apds estes 21 dias pode-se estabelecer um sistema de fluxo
continuo diario dessas hidrolises, o que ndo afetaria a produgdo. Outro fator importante a ser
considerado, seria que por tratar-se de um organismo vivo, o fungo necessita de cuidados para
evitar contaminagdo de outros microrganismos e ndo afetar assim a sua ac¢ao hidrolitica.

Apesar dos fatores citados acima, vale salientar que a hidrdlise enziméatica ocorre em
condi¢des muito mais brandas que as quimicas, e sdo ambientalmente menos degradantes,
vantagem ainda que se estende perante a utilizagdo das enzimas brutas do fungo, que ¢ uma
técnica muito mais barata quando comparada a utiliza¢do de enzimas purificadas, o que poderia
deixar o processo economicamente inviavel.
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