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1. INTRODUCAO

Atualmente, um dos grandes desafios enfrentados pela sociedade € conseguir
conciliar o crescimento da demanda energética com a grande necessidade de
sustentabilidade, pois o esgotamento gradual dos combustiveis fésseis e as
emissfes de gases de efeito estufa tem estimulado o uso de fontes de energia
renovaveis, sustentaveis e de baixo custo. Em vista disso, o etanol de segunda
geracdo (bioetanol) vem ganhando grande destague como uma alternativa aos
combustiveis derivados do petréleo, visto que € gerado a partir da biomassa
lignoceluldsica (SANTIAGO; RODRIGUES, 2017; ZHENG et al., 2008). Assim, o
objetivo desse trabalho foi produzir agicares redutores fermentesciveis e bioetanol
usando um processo que combina hidrélise enzimatica da celulose, fermentacéo e
destilagéo.

2. METODOLOGIA

A hidrélise enzimatica foi conduzida em um frasco de 250 mL contendo um
meio reacional preparado com 1,84 g de celulose em pé, 65,2 mL de solugéo
tampéao pH 4,8 e 32,6 mL de extrato 0,3% v/v da enzima Cellic Ctec 3, totalizando
a carga de (5,5 FPU/g celulose e 7,0 CBU/g celulose). A hidrdlise foi realizada em
agitador orbital 150 rpm a 50°C por 230 horas. Os ensaios foram realizados durante
230 horas em duplicata da unidade experimental, sendo que as andlises foram
realizadas em triplicata para acUcares redutores totais (ART) e total glicose
monoreagente (GMR).

A fermentacgdo do hidrolisado foi conduzido em frasco de 150 mL contendo
0,8 gramas de levedura comercial para cada 100 mL do hidrolisado, 1 g L™
(NH4)2S04, 2 g L™ KH2PO4, 0,5 g L™ MgS04.7H20, 5g L™ de FeSO4 e 5 g L™ de
peptona sob agitacao orbital (Quimis-Q816M22) a 150 rpm, a 30 °C por 24 h. Usou-
se um bolhémetro para controle da conducéo de fermentagcédo. Apos as 24 horas, 0
mosto foi centrifugado e analisado pH, Brix, AR e GMR. O centrifugado foi
armazenado a 4 °C, em tubos Falcon, para posterior destilacdo usando um
destilador automatico HERZOG HDA 627, com controle de vazdo, temperatura
ebulicdo e temperatura do vapor, a fim de obter uma melhor separacéo do alcool e,
consequentemente, melhor desempenho. No destilado foram determinados AR,
GMR e teor de alcool °INPM.

As determinagdes de ART, GMR e °INPM foram todas por espectrofotometria.
Os AR seguiu metodologia proposta por Ferreira et al. (2018) usando como
reagente cromogeénico o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), baseado em curva padrao
DNS-glicose e as leituras a 490 nm. Os GMR foram segundo metodologia proposta
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por Pereira (2024) usando monoreagente enzimatico colorimétrico (GOD-PAP,
bioclin), sendo feita as leituras em espectrofotdmetro UV/VIS a 505 nm. O teor de
alcool °INPM foi determinado como descrito por Tomé 2018, baseado na reacéo do
K2Cr207 em meio &cido com etanol e as leituras a 550 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra uma curva de concentracdo ART e GMR em funcéo do
tempo com os dois ensaios juntos mostrando uma concordancia na tendéncia da
curva tanto para ART como para GMR em ambos ensaios. Também observamos
qgue no intervalo de 0 a 117 horas de hidrélise ha um crescente aumento dos valores
de ART e GMR, culminando em um rendimento maximo de glicose de 60% e uma
conversdo de 59,4%. Apos 120 horas, os valores de ART e GMR estabilizaram,
indicando uma possivel limitacdo na reacdo devido ao ndo atingimento da
velocidade méaxima, possivelmente causada por uma baixa relagdo substrato (S)
versus constante de Michalis-Menten (Kwm) que foi de apenas S/Kwm de 1,4. Pereira
(2024), trabalhando com afinidade da Cellic Ctec 3 frente celulose, relatou um Kwm
dessa enzima de 13,2 mg mLt. Também tem que ser considerado o efeito inibit6rio
da celobiose e da glicose formada durante a hidrélise ja relatado por alguns autores
(RYU e Lee, 1985; PEREIRA, 2024). Tais fatos indicam que ainda existe espaco
para melhorar o rendimento da hidrolise. No estudo de Zheng et al. (2008),
trabalhando com hidrélise enzimatica de azevém selvagem pré-tratada e uma carga
enzimatica de 5 FPU/g e 5 CBU/g de celulose, foi obtido um rendimento
experimental de 55,2%.
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Figura 1. Hidrélise da celulose com Cellic Ctec 3: ART(e) e GMR ( m). Meio
reacional: 1,84g de celulose em pé, 65,2 mL de solucédo tampéo pH 4,8 e 32,6 mL
de extrato enzimatico 0,3% com uma concentragéo de 5,5 FPU/g e 7,0 CBU/grama
de celulose. Os valores médios dos ensaios 1 e 2 foram plotados juntos.
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Uma vez terminado o processo de hidrélise enzimatica, acompanhou-se
também o ART e GMT nas etapas subsequentes de fermentacao e destilacdo, bem
como o0s volumes obtidos em cada etapa. A Tabela 1 tem-se um resumo das
concentracfes média de ART e GMR no hidrolisado, mosto e destilado usando
celulose como substrato e observou-se que praticamente todo acucar disponivel na
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etapa da hidrolise foi fermentado. O baixo valor observado de ART deve ser
celobiose que ndo é fermentada por levedura comercial. Na etapa de destilacao
nao observamos ART e GMR.

Tabela 1. Concentracdo média de ART e GMR no hidrolisado, mosto e destilado
usando celulose como substrato.

Ensaio 1 Ensaio 2
Etapa ART GMR Vol. ART GMR Vol.
(9/L) (g/L) (mL) (g/L) (g/L) (mL)

Hidrolisado | 10,47 + 0,61 | 10,08 £+ 0,23 | 87 11,07 £0,12 | 9,12+ 2,66 | 132

Mosto 0,628 £ 0,01 | 0,049+0,02| 70 0,24+0,02 | 0,04 +0,08 | 106

Destilado | 0,039 + 0,03 0,00 3,0 0,05+0,01 0,00 2,7

Observacdo. O hidrolisado é o volume de sobrenadante obtido apds a hidrélise; o mosto é o
volume de fermentado obtido apds a fermentacéo; o destilado € o volume de destilado obtido apés
destilag&o simples.

No ensaio 1, o volume destilado foi de 3 mL com uma concentracdo de etanol
de 10,3 °INPM. O rendimento (R) calculado em relacdo ao méximo etanol produzido
se toda glicose antes da fermentacao fosse fermentada foi de 67,9% e o calculado
€ mostrado a seguir pela equacao 1:

Volume de destilado (ml).p (). INPM (555 9 ).1000. MMglicose (=23 "

R =

Cocentragdo de glicose (%) .Volume do hidrolisado (ml).2. MM etanol (ﬁ)

~3,0x0,984 x10,3 x 1000 x 180

10,077 x 87 x 2 x 46
A relacdo de producéo (RP) de bioetanol produzido em relagéo a celulose
inicialmente submetida a

=67,9 %

Volume de destilado (ml). p (ri;I) ) INPM(#%,E) (2)

RP =
massa de celulose (g)

~ 3,0x0,984 x10,3 45 g bioetanol

3,6 " 100 g celulose

Para o ensaio 2, usando as mesmas equacoes, o volume destilado foi de
2,7 mL com uma concentracéo de etanol de 14,9 INPM. A RP foi de 10,94% e o
rendimento foi de 64,0%.

Para ambos ensaios, comparando com a maxima producéo tedrica seria
de 56 gramas de bioetanol por 100 gramas de celulose, verificou-se que a
eficiéncia do processo (EP) foi de 15,1% e 19,5 respectivamente para ensaio 1
e 2. Na Figura 2 é feito um resumo comparativo dos dois ensaios para INPM do
destilado, R, RP e EP. A eficiéncia média global indica que existe espaco para
melhor o rendimento global do bioetanol reduzindo a concentracéo de acucares
nao fermentesciveis (ART-GMR), reduzindo a perda de volumes nas etapas de
hidrolise e fermentacdo, bem como melhorando a recuperacdo de bioetanol na
destilagéo.
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Figura 2. Resultados para INPM, R (%), RP e EP.

4. CONCLUSOES

E possivel produzir aclcares fermentesciveis por hidrolise enzimatica da
celulose usando Cellic Ctec 3 com uma carga de 5,5 FPU/g e 7,0 CBU/grama, pH
4,8 a 50°C com rendimento de 60%, porém h& espaco para melhorar esse
rendimento com novos estudos que levem em consideracéo inibicdo enzimatica e
um aumento S/Km. Por outro lado, os agucares fermentesciveis produzidos na
hidrolise da celulose foram praticamente convertidos, em sua totalidade, em
bioetanol durante a fermentacdo com um rendimento acima de 60%, porém a EP
meédia global obtida em relacdo a maxima producao indica que ha espaco para
melhorar o rendimento global reduzindo perdas de volume, melhorando a
recuperacdo de bioetanol na destilacdo e reduzindo a concentracdo de acglcares
nao fermentesciveis.
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