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RESUMO

A preocupacdo ambiental e a busca por alternativas energéticas renovaveis e sustentaveis para
substituir os combustiveis fosseis tem motivado a utilizagdo de novas matérias-primas para a
producdo de biocombustiveis. Materiais lignoceluldsicos, que sdao materiais que possuem
celulose, hemicelulose e lignina em sua composi¢do, representam excelentes matérias primas
para a producdo de biocombustiveis e compostos de valor agregado, porém ¢ um material
complexo que o torna resistente a digestdo microbiana e hidrdlise enzimatica, por isso €
necessario fazer um pré tratamento para aumentar sua biodigestibilidade. Sabendo disto, este
trabalho tem como objetivo, produzir etanol de segunda geragdo da palha e sabugo por meio de
hidrolise enzimatica com o fungo Ganoderma lucidum, e fermentagdo alcodlica com
Escherichia coli. A hidrélise das amostras foi realizada em 2 procedimentos disntintos: 1) pré
tratamento em autoclave a 121 °C por 30 minutose posterior hidrolise enzimatica, 2) pré-
tratamento em autoclave, tratamento acido. Resultados demonstraram que as biomassas
apresentam um teor de dgua de 10,8 % para palha e 14,45% para sabugo. Os resultados das
hidrdlises realizadas demonstraram que o tratamento com 4cido cloridrico a 10%(v/v) foi o
mais eficiente para liberacao de aglicares fermentaveis com um °Brix de 14 para palha e 21 para
sabugo seguido do acido nitrico a 8% (v/v) fornecendo um °Brix de 11,5, para palha e 12 para
sabugo e o o acido sulfurico 6% (v/v) apresentou valores semelhantes ao 4cido nitrico com 11
para palha e 12 para sabugo, sendo que sem o processo de tratamento acido o valor de °Brix foi
de 0.

Palavras-chave: Fermetacdo alcoodlica, Escherichia coli, Biomassa lignoceluldsica, Hidrolise
acida, pré tratamento.

1 INTRODUCAO

A Dbioenergia ¢ uma alternativa energética atraente para todas as fases de
desenvolvimento por ser flexivel nas diferentes formas de energias e produtos quimicos que ela
pode produzir, além de ter a possibilidade de fornecer energia que pode ser distribuida para
equilibrar as demandas dindmicas, com alto potencial de integragdo com infra-estruturas
existentes podendo fornecer energia com menos emissdes de gases de efeito estufa em
comparagdo com a energia de combustivel fossil (WELFLE; THORNLEY; RODER, 2020).

O setor sucroenergético possui uma grande importdncia no cenario econdmico
brasileiro, pois € responsavel pela na producao de agucar, alcool e energia elétrica (LOZANO
et al., 2020). O Brasil na década de 1970 implementou o Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), como uma iniciativa de produgdo e comercializagdo de combustiveis
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alternativos. O etanol ¢ o biocombustivel mais consumido no Brasil e considerado uma
alternativa a gasolina em motores do ciclo Otto (SCHIRMER; RIBEIRO, 2017).

Nesse contexto, com a preocupacdo ambiental, aquecimento global, aumento da
demanda energética, e com a previsivel escassez dos combustiveis fosseis no futuro, t€ém feito
paises a realizar pesquisa e desenvolvimento para a producao de biocombustiveis, em especial
o alcool (TAVORA, 2011).

Por isso este trabalho tem o objetivo de desenvolver um processo de obtencao de etanol
de segunda geracgao de palha e sabugo de milho utilizando diferentes pré-tratamentos e hidrolise
enzimatica usando o fungo Ganoderma lucidum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1. Teor de agua

As amostras foram caracterizadas quanto ao teor de agua utilizando balanca analitica e
cadinhos de ceramica. Foi realizada a pesagem de 3,5 g do triturado de sabugo e palha para a
obten¢do da massa timida, este valor foi anotado e na sequéncia a biomassa ficou por 4 horas
em estufa a 100°C, até atingir massa constante. O peso do vegetal seco foi novamente
quantificado em balanca analitica, obtendo assim o valor da massa seca.

2.2. Esterilizacio da biomassa e pré tratamento termico

Este processo foi realizado por meio da autoclavagem da palha e sabugo por 30 minutos
a 120 °C.

2.3. Hidrolise Enzimatica

Para a hidrolise enzimaticas a biomassa foi submetida a inoculagao de % de meio de
cultura do fungo Ganoderma lucidum desenvolvido em meio de cultura sélido, as amostras
foram vedadas e mantidas em estufa microbiologica no escuro 35°C até o desenvolvimento do
micélio e colonizacdo do substrato, nos periodos de 7, 14, 21 e 28 dias

2.4. Hidrodlise acida

Em um Béquer de 600 ml foram pesados 35 g da amostra da biomassa e acionada a
solucao acida, entdo apos o tempo de aquecimento as amostras foram filtradas medido o ° Brix
e o filtrado liquido foi neutralizado com Bicarbonato de sodio e colocado para a fermentagao
com E. coli por 48 horas.
2.5. Fermentacao alcoodlica

Para a fermentacao alcoolica sdo utilizados 10mL de meio liquido contendo a bactéria
Escherichia coli ATCC 25922 para cada 100 mL de mosto. O processo de fermentagdo
realizado um sistema anaerdbico onde um Kitassato de 250 mL, vedado com a saida lateral

ligada a um tubo com a saida dentro de um béquer com agua. Este kitassato vedado foi colocado
em um banho termostatico por 35° C durante 48h.

2.6. Avaliacao de °Brix e etanol

Para obteng¢do dos valores de brix foi utilizado um refratometro °Brix e para a
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quantificagdo de etanol foi utilizado um refratometro de etanol.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teor de umidade

A tabela 1 apresenta os valores de teor de dgua de palha e sabugo de milho moidos,
utilizado neste estudo.

Tabela 1: Teor de 4gua da biomassa de palha e sabugo de milho.

Biomassa Teor de agua (%)
Palha 10,8% £ 0,2
Sabugo 14,45% += 0,4

A tabela 1 mostra que as palhas de milho tiveram 10,8 % no teor de agua, e os sabugos
14,45%. Vieira et al. (2012), fizeram a caracterizacdo da farinha de palha e sabugo de milho in
natura e constatou os para umidade os valores menores que o da tabela acima sendo 6,95% para
a farinha de palha e 8,19% para a farinha de sabugo. Salazar et al. (2005) fez a anélise do teor
de umidade da palha de milho e verificou uma umidade proxima a deste trabalho com 12,96 %.
Silva e Ataide (2019) constataram valores a baixo dos demonstrados da tabela para sabugo de
milho onde eles constataram uma umidade de 7,09%. Aguiar et al. (2020) Registrou valores
bem proximos para a palha de milho com 9,9%.

E importante que o teor de umidade de uma biomassa que sera usada com combustivel
seja reduzido pois isso reduz o manejo e custo do transporte e agrega valor ao combustivel, pois
uma biomassa muito imida possui menor poder de combustdo. Sendo a umidade maxima de
uma biomassa em geral pode apresentar por volta de 65 — 70 % de base umida (VALE;
DANTAS; ZAMBRZYCKI, 2013).

Altos teores de umidade influenciam positivamente na recuperagdo dos principais
componentes da biomassa, mas interfere negativamente ao porcentual de hidrolise (PITARELO
et al., 2012). A umidade excessiva causa uma diminuic¢ao na atividade enzimatica e influencia
no processo de fermentagdo, no entanto uma baixa umidade prejudica o crescimento do
microrganismo, € no produto final de interesse (TEIXEIRA et al., 2019).

3.2. Avaliacio de °Brix apos tratamento térmico mais hidrolise enzimatica

Foi avaliado a capacidade de liberagdo de actcares redutores do fungo no periodo de 7,
14, 21 e 28 dias, na palha de milho apods o tratamento térmico, os resultados encontrados sdao
apresentados na tabela 2
Tabela 2. Determinacdo de °Brix da palha de milho nos periodos de 7, 14,21 e 28 dias com
hidroélise enzimatica fungica

Biomassa Agente hidrolisante = Tempo (Dias)  °Brix ETOH %
Palha G. lucidum 7 0 1
Palha G. lucidum 14 0 1
Palha G. lucidum 21 0 1
Palha G. lucidum 28 0 1

A tabela 2 demonstra que mesmo com a variagdo de tempo a porcentagem de liberacao
de acucares redutores permaneceu zero em todas as condi¢des. A hidrolise enzimdtica
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apresentou uma conversao nula, o que demonstra que o fungo Ganoderma lucidum nao teve
atividade enzimatica para a quebra dos polissacarideos da palha do milho.

Santos-Rocha et al. (2017) também apresentou uma conversdo baixa de acgucares
fazendo a conversdo enzimatica de palha e sabugo de milho tendo uma produgdo de etanol de
palha a 3,3 % e 5,5 para o sabugo, e uma producao de agucares redutores a 7,4 para palhae 12,4
para sabugo mesmo, sobre condigdes de hidrolise enzimatica com extrato enzimatico
Accellerase®1500, e fermentagdes com Saccharomyces cerevisiae. A principal espécie
utilizada para realizar a fermentacao alcoolica (MENEZES; DE CASTRO; ROCHA, 2022).

3.3. Avaliacio de °Brix e teor de etanol no ensaio da hidroélise acida com palha de milho

A tabela 3 mostra os valores de agucares redutores (ART) apds o ensaio da hidrolise
acida da palha de milho.

Tabela 3: Avaliagdo de °Brix do filtrado ap6s hidrodlise acida da palha de milho com acido
sulfarico (H2S0.4), acido nitrico (HNOs), acido cloridrico (HCI) e acido fosforico (H3PO4 )

Biomassa  Agente hidrolisante Tempo  aperatura (°C) °Brixfinal Etoh%
(Minutos)
Palha H>SO4 - 6% 90 90 11 25,6 £ 0,4
Palha HNO:s - 8% 90 90 11,5 29+ 1
Palha HCI-10 % 90 90 14 38,3+0,7
Palha H3PO4 - 6% 90 90 8 26

Os maiores valores de ART e etanol foram determinados com o 4cido cloridrico 10%
com um °Brix final de 14 e etanol 38,3%, seguido do acido nitrico com °Brix de 11,5 e etanol
29% e acido sulftrico o qual teve resultados semelhantes com um °Brix de 11 e etanol 25,6% e
por ultimo o &cido fosférico com um °Brix final de 8 porém o valor de etanol foi proximo aos
outros acidos com 26%.

Santos et al. (2015) fizeram o tratamento da palha de milho com 4cido sulfurico e obteve
a maior extracdo de ART com 4cido sulfurico a 2 % num periodo de tempo de 7 minutos a 110
°C conseguindo a extragdo de 59,4 % de ART valores bem superiores deste trabalho. O autor
observou também que concentragdes do acido inferiores a 0,5% ndo apresentaram resultados
efetivos e concentragdes acima de 3,5% tem um gasto muito grande de material e grande
geracao de residuos acidos.

Bevilaqua (2010) realizou a hidrélise 4cida de casca de arroz HCl e H2SO4 e observou
que o HCI é um melhor catalisador apesar do H2SO4 ser um 4cido mais forte as condi¢des de
tempo e temperatura fez com que o H2SO4 degradasse parte da matéria organica.

3.4. Avaliacio de °Brix no ensaio da hidrdlise acida com sabugo de milho

A tabela 4 mostra os valores de agucares redutores (ART) apds o ensaio da hidrolise
acida do sabugo de milho.

Tabela 4: Avaliacdo de °Brix apds hidrolise acida do sabugo de milho com &cido sulfurico
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(H2S0s4), acido nitrico (HNOs), 4acido cloridrico (HCI) e acido fosforico (H3PO4)
Biomassa Agente hidrolisante Tempo (Minutos) Temperatura (°C) °Brix final

Sabugo H2S0s - 6% 90 90 12
Sabugo HNO: - 8% 90 90 12
Sabugo HCI-10 % 90 90 21
Sabugo H3PO4 - 6% 90 90 8

A tabela 4 mostra os valores de agucares redutores (ART) apos o ensaio da hidrolise
acida, obtendo os maiores valores de ART com o acido cloridrico 10% com um brix final de
21, seguido dos acidos sulftirico e nitrico que tiveram um valor de 12 e o de menor resultado o
com o acido fosfoérico com um brix final de 8.

Santos et al. (2015) fez o tratamento do sabugo de milho com acido sulfurico e obteve
a maior extragdo de ART com &cido sulfurico a 0,5% num periodo de tempo de 15 minutos a
120 °C conseguindo a extragdo de 42,6 % de ART valores bem superiores deste trabalho, o
autor também constatou que ocorria uma diminui¢do nos valores de ART quando a
concentragdo de acido era maior. Obtendo os melhores resultados em menores concentragdo de
acido e elevadas temperaturas.

Silva (2018) realizou o tratamento com acido sulfurico em diferentes concentragdes
(2,5,5,0,7,5¢10,0%) em tempo de 15 e 30 min a 120 °C de sabugo de milho e obteve a maior
de valores com a concentragao 2,5% de 4cido por 30 min alcangando 30,79 g/L. de ART.

Gehlen (2013) realizou a hidrolise acido em bagaco de cana-de-agucar com acido
cloridrico em diferentes concentragdes e apresentou o maior resultado de conversao de agucares
redutores com 94,14% com a concentracdo de acido cloridrico 0,05% em uma temperatura de
120 °C por 60 minutos.

Lorencini (2013) obteve os resultados no pré tratamento de bagago de cana-de-agucar
com os acidos cloridrico e fosforico, obtendo os melhores resultados na extracao de ART 13,88
g/L com 4cido cloridrico 6% na temperatura de 90 °C em 360 minutos e para 4cido fosférico o
maior ART foi de 4,98 g/L a 90 °C e 360 minutos.

Dias et al (2019) realizaram a hidrélise 4cida de sorgo granifero com HCI ,H2SO4 e
H3PO4. Sendo o acido que apresentou uma maior concentragdo de glicose e sacarose foi o
HCI devido poder oxidante/corrosivo ser menor que H2SO4.

4 CONCLUSAO

A producdo de etanol de palha e sabugo de milho ¢ uma fonte alternativa de biomassa
lignocelulosica.. O pré-tramento acido com HCI 10 % (v/v) demonstra ser o com maior
rendimento isso devido a seu menor poder corrosivo. Apesar dos baixos resultados obtidos o
processo de hidrolise pode ser otimizado e elevar os valores de etanol produzido € com isso
apresentar uma alternativa para aumentar a demanda de etanol combustivel no mercado e com
vantagens econdmicas.
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