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RESUMO

O desenvolvimento de um processo de producdo deldignocelulésico competitivo
industrialmente é necessario para a substituicAocdmbustiveis fosseis, 0s quais causam
muitos problemas ambientais. Neste trabalho, a ptédd de etanol a partir de
BrachiariaBrizantha cv. Marandu foi investigada.t&$iomassa foi submetida a um pré-
tratamento com soluc¢des do tipo Organosolv (eta@goia) com catalisador &cido ¢8Qy),
seguido de hidroélise enzimatica. O hidrolisado giinconcentracédo de glicose de 26g/L. A
este meio foi adicionado complemento em acucamestura foi mantida sob fermentacao
durante 4,5 horas. Sinais de inibicdo ndo se moatrasignificativos, e houve uma producéo
de etanol de aproximadamente 27g/L para 60g/L dmsgg consumida, demonstrando um
grande potencial para a producao de etanol a pattirforrageira.

Palavras-chave: Etanol lignoceluldsico, fermentagéodlica, pré-tratamento, organosolv
INTRODUCAO

Nos ultimos anos, cada vez mais atencao tem sidicatia as praticas ditas “verdes”,
com o objetivo de mitigar as emissdes de gasesdares do efeito estufa, bem como evitar
o0 aumento dos niveis de poluicdo mundial. Dentsse&leontexto, a utilizacdo cada vez maior
de combustiveis provenientes de biomassa (por atigen renovaveis) vem com o0 objetivo
de substituir, mesmo que em parte, a utilizacaacdogoustiveis derivados do petréleo.

O etanol produzido de cana-de-agucar é o principabustivel de biomassa na matriz
energética brasileira. Apesar de consolidada augém a cana-de-agucar, principalmente por
sua produtividade e rendimento em producdo do cstival, ainda apresenta limitagdes
como o aumento dos precos e a falta de disporadiéidno periodo da entressafra
(PACHECO, 2011).

O etanol produzido a partir de matérias-primas dogitulésicas ndo apresenta 0s
problemas relativos a sazonalidade e ndo competeagaroducado de alimentos, podendo ser
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produzido a partir de residuos de producao ou kssende plantas inteiras, como forrageiras e
capins (JURADCet al, 2009; NIGAM e SINGH, 2011). Por outro lado, ceevolvimento

da tecnologia apresenta dificuldades que aindaaliizam sua utilizacdo em escala de
producdo competitiva, apesar dos esfor¢cos daguigsies de pesquisa (MARGEGCE al,
2009).

A estrutura intrincada do material celuldsico, esgntada pela hemicelulose, lignina e
a propria celulose, dificulta a acdo de agentésoBs quimicos e biolégicos na liberacéo dos
acucares fermentesciveis (SIL\& al, 2009). A composi¢cdo da matéria-prima pode ser o
diferencial para a viabilidade da tecnologia, quaoonsideradas as hipoteses de reducéo dos
niveis de lignina e hemicelulose e conseqlienteabgidade da estrutura, que facilitariam a
conversao de celulose em glicose.

O melhoramento das forrageiras do gén@machiaria visando a producdo de
combustiveis pode ser uma alternativa interesspata a viabilizacdo de um processo
competitivo de producdo de etanol lignocelulésiBaoas caracteristicas vantajosas, como a
baixa porcentagem de lignina em sua composicaalistanciamento da tradicional disputa
alimento-energia (CARVALHet al, 2009), vém reforcar a idéia de que o melhoramento
voltado ao desenvolvimento de uma matéria-primargétiea pode ser decisivo na
consolidacéo da tecnologia de segunda geracaopardco mercado interno (em regides nao
produtoras de cana-de-acucar) quanto para 0 meesaeimo.

O pré-tratamento da biomassa é uma etapa fundanpanégao maximo aproveitamento
na producdo de etanol. As tecnologias testadasp ampré-tratamentos com solugédo acida
diluida, organosolv, solucdo basica e explosdgarygromovem a liberacdo de produtos de
degradacdo da matéria-prima que inibem as etamddgizas subsequentes (quer sejam
enzimaticas ou fermentativas). Dentre os princigaibidores, estdo os acidos fracos,
furfurais (provenientes da degradacao de acucaresinpostos aromatico3lflG, ZHANG e
BAO, 2009)

O processo organosolv, utilizado na industria deepa celulose, tem sido adaptado
para o pré-tratamento de biomassas para a prodigcétanol e utiliza uma solu¢cdo contendo
um solvente organico, geralmente etanol, respohg&le solubilizacdo de parte da lignina e
aumento do acesso a celulose para a etapa enantzsie pré-tratamento pode ser realizado
na presenca de catalisadores acidos ou basicosjuas aumentam a eficacia no
fracionamento da biomassa (SOARES e ROSSEL, 2011).

Neste trabalho,BrachiariaBrizantha cv. Marandufoi submetida apré-tratamento
organosolv com catalisador acido e o material @&do foi hidrolisado enzimaticamente
para posterior producdo de etanol utilizando leve&sigomerciais. Vale ressaltar que esta é
uma abordagem nova para a producéo de etanol sielul&isto que nédo foram encontrados
relatos na literatura para aplicacdoBtachiariaBrizantha cv. Marandpara a producao de
etanol.

MATERIAL E METODOS

Materiais

Os principais materiais utilizados neste traballwwarh: Bachiariabrizantha cv.
Marandu ¢roduzidas nos campos da Embrapa Cerrados), Gsdulésedidas pela
Novozymes), levedura CAT-1 (cedida pela Usina dalachado).

Pré-tratamento
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Amostras dBachlarlabrlzantha cv. Maranddpram secas a 70°C durante 48 horas. Em
seguida o material foi moido utilizando moinho desfs (granulometria maxima de 2mm).

O material seco e moido foi pré-tratado com soludécacido sulfurico 1,5 % vi/v.
Foram utilizados 7,5 mL de solucdo para cada gideraiomassa (peso seco) e a amostra foi
mantida por 30 minutos em autoclave a 121 °C. Eestaslicbes foram previamente
estabelecidas através planejamento experimeheairg trés (3) réplicas no ponto central.

Apoés a reacao, a amostra foi filtrada e a fracgoida (contendo a hemicelulose) foi
armazenada a 4°C. A fragdo sOlida, contendo aigeitd parcialmente hidrolisada, foi
submetida a duas lavagens com agua destiladaapataada de inibidores e neutralizacao.
Uma parte da fracdo sélida foi utilizada para deteacdo de umidade em estufa de secagem,
a 92°C.

Hidrolise Enzimatica

Antes de realizar a hidrdlise da biomassa, condi¢iienas para a atividade enzimatica
foram estabelecidas utilizando o método de Ghd@&7(1 variando-se o pH e a temperatura.

Para a etapa de hidrélise enzimatica da celuligiunatilizado um extrato enzimatico
comercial (Novozymes, 200 FPU/mL), composto delinake, exo e endo-glucanases. Para
cada grama de biomassa (peso seco) foram adicierZiléd-PU. O sdélido proveniente da
etapa de filtragem foi novamente diluido em agustildela (na proporcdo 1:10, em base
seca), seu pH ajustado para 5,0 (utilizando soldedudréxido de sédio). Apds acréscimo do
extrato enzimatico, a hidrdlise foi realizada emer@neyers de 250mL, durante 18 horas, em
agitador (shaker rotativo) de bancada, a uma teatyerde 55 °C e sob agitacdo constante de
200rpm.

O material hidrolisado foi centrifugado e a fradéquida foi armazenada a 4°C. O
material seco, as fracbes de hemicelulose (prowenido pré-tratamento) e a celulose
hidrolisada (sobrenadante da hidrélise enzimaficem analisados utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sedo metodologia descrita por Gouveta
al.(2009), e adaptada para a analise de fracdes dgjuils amostras foram diluidas e
clarificadas em cartuchos C18, em seguida forarfisadas utilizando coluna aminex HPX
87 H e detector de indice de refracao.

Fermentacgéao

Para a fermentacgao foi utilizada a levedura corab@AT-1, na concentragao inicial de
15g/L em base seca. As fermentacdes foram conduada diferentes concentracdes de
glicose, realizando-se o0s devidos ajustes em caeia. Mmostragens periddicas foram
realizadas para acompanhamento do consumo deglipagducdo de etanol e concentracao
celular por método espectrofotométrico que relaciabsorbancia com concentracao celular
em base seca, no comprimento de onda de 650nm.

FermentagBes comparativas utilizando um meio gntébm a mesma concentragédo de
glicose da forrageira pré-tratada e o proprio nE@tratado com e sem suplementacao de
nutrientes (0,25¢g/L de Mggl1g/L de KHPO, e 0,5¢g/L de (NH).PO,) foram realizadas para
avaliacao do efeito inibitério do tratamento soéssa etapa.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacdo da enzima
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O estabelecimento das condicbes de pH e temperdtimeos para a hidrolis
enzimética é fundamental para garantir a maximandgédo de produto com a mei
quantidade de enzima possivel, reduzindo assinosdst process

Os gréficos da Figura 1(a,b) apresentam o perfidtiiedade das celulases utilizac
neste trabalho em funcéo do pH e da temper.
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Figura 1 —Perfil da atividade enzimatica eungédo do pH (a) e da temperatura

Os dados da Figura 1(b) indicea temperatura 6tima de 60°C ta para a mistura de
enzimas (atividade FPAsgjuanto para atividade de k-glicosidase (atividade celobias
Experimentos de inatacdo térmica nea temperatura indicam que quase toda ativic
catalitica € perdida num intervalo de 1 hora (dadmsmostrados). Portanto neste trabalh
utilizada a temperatura de 55 °C para a hidrokskidmassi

Na Figura 1 (a) pode ser observado que o pH otigra as celulases ¢,0. Este valor
foi utilizado em todos os experimentos de hidroli
Hidrélise da Biomassa

Os dados parciais da composidessa braquiéria forantignina insolavel (17,00%
Lignina Soluvel (0,85%); Cinzas (2,36%); Celob(4,40%); Glicose (32,60%), Xilos
(22,20%); Arabinose (2,41%), Acido Acético (2,0t

Os dados indicam que o baixo conteudo de lignirdeeado conteudo de celobic
(glicose) apontam a braquiaria como uma fonte psana para producdo de etanol. E
dados também permitirdo, para trabalhos futuros,timasva de rendimentos de etanol
funcao do teor de glicose na bioma

Neste trabalho foi possivel atingir concentrac@eagroximadamente 26 g/L de glicc
a partir de uma solucdo de 100 g/L demassa prératada, a qual contém aproximadame
50 g/L emcelulose. Vale ressaltar que a hidrdlise foi realizada somente em agua c
solvente, o que do ponto de vista industrial é eniriteressante, pois ndo € utilizado s¢
consequentemente ha vedo de custo e ndo ha geracao de residuos si
Fermentacgéo

A concentracdo de 26 g/L em glicose, obtida dadkigl de braquiaria, ndo é suficie!
para a producdo de etanol, pois a destilacdo -se economicamente inviavel. Corr
objetivo de invstigar o efeito do meio (biomassa-tratada e hidrolisada enzimaticamen
ao hidrolisado obtido faacrescentadglicose até se atingaoncentracdo de 60 g/L e ense
de fermentacéo foram realizac

A Figura 2 apresenta as curvas de crescimentdar, consumo de glicose e produc
de etanol durante o processo fermente
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Figura 2 —Perfil de acompanhamento da fermentagcdo, com aununde glicoseconcentragé celular e
producéo de etanol em fung&o do tempo.

A fermentacédo teve a duracdo aproximada de 5 lmorasuma fase Lag curta, 0 g
mostra uma adaptacdo bem rapida dos microrganiamoseio hidrolisado. A concentrag
final de etanol foi 27¢g/L.

A Figura 3 mostra o perfil de consumo de glicosecrescimeto celular das
fermentagdes comparativas utilizando o meio ricosehidrolisados suplementado e -
suplementado com sais. E possivel observar queh@dwariacdo significativa entre
velocidades de consumo de glicose entre os trésspaigerindo quo hidrolisado, memo
nao suplementado, apresentanposicao rica e adequada para a fermentacacs Edeecs
contradizem a expectativa de que uma quantidadefisggiva de inibidores tivesse sit
formada e desempenhasse um papel relevante nadeeaiciéncia do processo fermentati
(JING, ZHANG e BAO, 2009
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Figura 3—Perfil de acompanhamento de trés diferentes felagéas (meio rico sintético, meio hidrolisado ¢
suplementacédo de sais e sem suplementacao) quacémsumo de glicose e viabilde celular.

CONCLUSOES
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O tratamento Organosolv utilizado nesse trabalresgmtou resultados satisfatorios,
principalmente no que diz respeito a ndo inibicd® etapas enzimética e fermentativa.

A etapa fermentativa apresentou resultados animeagdguois ndo houve inibicdo
significativa do processo como um todo. Mesmo qoacmimparada diretamente com uma
fermentacdo em meio rico sintético ou com o hidemlo suplementado, a fermentacéo
somente do hidrolisado apresentou velocidade samelhde consumo de acucares e
crescimento celular.

O tempo total de fermentacéo a presenca de uma fésa lag de crescimento e um
aumento na concentracdo celular evidenciam uma tagip rapida e eficiente do
microrganismo ao meio hidrolisado, sem que hajaigéo significativa por parte dos residuos
da quebra da hemicelulose e lignina. A concentréipabde etanol, de 27g/L, para 60 g/L de
glicose consumida, com um rendimento final de 8&Yréximo teodrico, demonstra que a
utilizacao de forrageiras é promissora para prooldedetanol.
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