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RESUMO - Nos dias atuais é evidente a necessidade de fontes energéticas renovaveis
visto que os combustiveis derivados do petroleo sdo fontes esgotaveis. A biomassa
lignocelulésica é fonte promissora, pois possui alto teor de celulose, que pode ser
convertida a bioetanol. O grande entrave dessa conversdo é sua dificil estrutura, que
necessita da realizacdo de um pré-tratamento para melhorar a digestibilidade desse
material. Este estudo avaliou o pré-tratamento 4&cido, através de planejamento
experimental em estrela com trés fatores da palha de milho. Os fatores estudados foram:
tempo, temperatura e concentracdo de H,SO, e as respostas, acidez e ART. Os ensaios
foram realizados em autoclave. As melhores condig¢des foram: 120°C, 15 min e 0,5% de
H,SO,4, onde obteve-se 50,9% de ART e a 110°C, 7 min e 2% de acido, com 59,4% de
ART. Para essas condigdes, realizou-se hidrolise enziméatica e fermentacdo. A maior
eficiéncia fermentativa foi dada na condi¢do a 120°C, 15 min e 0,5% de H,SO,: 92,9%.

1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com o desenvolvimento sustentavel vem dando énfase a busca por
fontes alternativas de energia, fazendo com que a utilizacdo de combustiveis fosseis seja reduzida
(CHEN, et. al., 2006). Dentro desse contexto, os residuos lignocelul6sicos estdo em posicdo de
destaque, uma vez que possuem alto teor de material que pode ser convertido a etanol (DAGNINO,
et. al., 2012). A palha de milho, que é um residuo normalmente desperdicado no campo, tém se
mostrado como alternativa promissora para a producdo de etanol 2G (GEORGIEVA; AHRING,
2007). A maior dificuldade apresentada por esse tipo de biomassa é sua estrutura rigida, que apresenta
como componentes principais celulose, hemicelulose e lignina (ROGALINSKI, et. al., 2008). A
celulose, que € o polimero de interesse, encontra-se na estrutura envolvida pela hemicelulose e
lignina, dificultando seu acesso, tornando necessaria a realizacdo de um pré-tratamento, que tera
como objetivo principal, alterar a estrutura dessa biomassa, tornando os aglUcares passiveis a
fermentacdo (PIENKOS; ZHANG, 2009). Nessa etapa, varios processos tém sido propostos e
desenvolvidos, incluindo-se os fisicos, quimicos e bioldgicos. O pré-tratamento com acido sulfurico
pode alcancar elevadas taxas de reacdo e, com isso atingir o objetivo de melhorar a hidrolise da
celulose (SUN; CHENG, 2002). O processo de obtencdo do etanol a partir da biomassa
lignocelultsica envolve a etapa de hidrdlise dos polissacarideos, expostos apds etapa de pré-
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tratamento, em acUcares de cadeias menores que sdo fermentesciveis. Um processo de hidrdlise
enzimética com prévia etapa de pré- tratamento pode ter o seu rendimento aumentado de 20% para
90%, o que faz com que o pré-tratamento seja etapa decisiva na producao do etanol (NOJIRI, 2009).
A fermentacdo alcodlica ocorre por uma série de reagles, que sdo catalisadas por um complexo de
enzimas, presentes no metabolismo de diferentes microrganismos, sendo o mais utilizado a levedura
Saccharomyces cerevisae (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996). Esse trabalho apresenta um estudo
do pré-tratamento acido da palha de milho, por um planejamento fatorial em estrela com trés fatores
(tempo, temperatura e concentracdo de H,SO,), em que o teor de agUcares redutores totais (ART) e de
acidez foram as respostas obtidas. A escolha dos niveis de cada fator foi devido a limitacdes dos
equipamentos ou baseados na literatura. Apos o pre-tratamento foram realizadas as etapas de hidrélise
com a enzima Acellerase 1500 e a fermentacéo etandlica com fermento comercial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A palha de milho in natura foi oriunda de espigas compradas na feira livre da cidade de
Maceid-AL. O extrato enzimatico (Accelerase 1500) foi gentilmente cedido pela UFSCar, através de
projeto de cooperacdo. Na etapa de fermentacéo foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae (na
forma liofilizada da marca Fermix). Os demais reagentes de laboratorio foram adquiridos em grau
analitico e ndo sofreram qualquer tratamento antes de sua utilizacao.

2.2. Métodos

Higienizacdo, secagem e trituracdo das palhas: As palhas sofreram processo de sanitizacdo, que
consistiu em lavagem com 100 ppm de &gua sanitaria por 15 minutos. Apds esse tempo, foram
lavadas em agua corrente. Em seguida, as palhas passaram por secagem em estufa (a 45°C). Apos se
apresentar com aspecto quebradico foi triturada em um moinho de facas tipo Willye.

Determinacdo do teor de umidade: A umidade da biomassa foi medida empregando-se um
determinador de umidade modelo ID50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda) a 100°C em
modo automatico.

Pré-tratamento com &cido sulfdrico: Um planejamento experimental com trés fatores, em estrela e
triplicata no ponto central foi realizado, com o objetivo de otimizar o pré-tratamento. Os trés fatores
estudados foram: tempo, temperatura e [H,SO4]. Os pontos em estrela estdo a uma distancia de V2
unidades codificadas do ponto central. As respostas avaliadas foram acidez e ART, onde as duas
melhores condi¢bes, em termos de ART obtido, foram escolhidas para seguir as etapas de hidrolise
enzimética e fermentacdo. A metodologia do pré-tratamento acido é descrita a seguir: a massa seca de
material foi pesada em balanca analitica de acordo com o teor de umidade; A raz&o foi de 1:10 (m/v),
como proposto por SILVA et al. (2010); As solucdes de acido sulfurico foram preparadas de acordo
com a concentracdo requerida; A massa do material foi adicionada ao Erlenmeyer e em seguida o
volume da solucdo de &cido; Os Erlenmeyers foram tampados e colocados na autoclave; Apds o
tempo de experimento, as amostras foram retiradas da autoclave e filtradas; O teor de ART e a acidez
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foram determinados do licor obtido desse pré-tratamento.

Determinacdo dos agucares redutores totais (ART) e acidez: A determinagdo dos acucares redutores
totais (ART) foi feita pelo método espectrofotométrico, proposto por Miller (1959), que utiliza a
solucdo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e leitura a 540 nm. A acidez foi determinada conforme
metodologia do Instituto Adolf Lutz (1985).

Hidrolise enzimatica: Os ensaios submetidos a hidrélise enzimatica foram realizados com a fracéo
solida do material pré-tratado, utilizando a enzima comercial Accellerase 1500. Os ensaios ocorreram
segundo Silva (2011), com 1,0% de carga de solidos. A solucéo para hidrélise continha 60 mL de
tampéo citrato, pH 4,8 (50 mM), 38 mL de agua destilada e 2 mL da enzima. A hidrélise enzimatica
ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL em Shaker, a 50°C e 150 rpm, por 72 horas. Apds a
hidrolise enzimatica, o ART foi determinado.

Fermentacdo do hidrolisado enzimatico: Foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae comercial.
Os ensaios ocorreram de acordo com Wolf (2011), onde o liquido contendo glicose resultante da
hidrélise enzimatica foi utilizado na fermentagdo. Para o preparo do indculo, foi utilizado o meio de
cultura YPD. Em frascos Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados: 30 mL do hidrolisado, 0,6 g de
peptona bacteriolégica e 0,3 g de extrato de levedura. O meio foi esterilizado a 121°C por 15 min.
Apobs isso, foi adicionada 6,7 mL da solugédo de sulfato de magnésio e fosfato de aménio e 0,3 g do
fermento. A fermentagdo ocorreu em Shaker a 30°C, 200 rpm por 24 horas. O teor alcodlico foi
determinado por destilacdo, utilizando-se o método espectrofotométrico a partir do dicromato de
potéssio. O rendimento da fermentacdo (Ry) foi calculado pela relacdo entre o etanol produzido e o
ART presente inicialmente. A eficiéncia da fermentacdo foi determinada pela relagdo entre o
rendimento real da fermentacéo e o tedrico de 0,51 (NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Matriz de Planejamento do Pré-tratamento Acido

A Tabela 1 apresenta todas as condicbes do pré-tratamento acido, de acordo com o
planejamento em estrela com triplicata no ponto central e as respostas obtidas. O teor de ART da
biomassa in natura foi de: 17,88%.

Tabela 1 - Matriz de planejamento: Resultados para a palha de milho

Fator 1 Fator 2 Fator 3
Ensaio (concentracéo ART (%) Acidez (%)
(tempo) (temperatura)
H2SO4)
1 15 (-) 100 (-) 0,5 () 18,8 0,6
2 120 (+) 100 (-) 0,5 () 45,4 0,7
3 15 (-) 120 (+) 0,5 () 50,9 0,6
4 120 (+) 120 (+) 0,5 (-) 42,7 0,7
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5 15(-) 100 (-) 3,5 (+) 33,6 3,0
6 120 (+) 100 (-) 3,5 (+) 25,5 2,0
7 15 (-) 120 (+) 3,5 (+) 33,4 3,1
8 120 (+) 120 (+) 3,5 (+) 32,4 1,6
9 67,5 (0) 110 (0) 2 (0) 37,5+0,3 1,0+0,1
10 67,5 (0) 110 (0) 2 (0) 38,60,3 1,1+0,1
11 67,5 (0) 110 (0) 2 (0) 37,70,3 0,9+0,1
12 7 (~\2) 110 (0) 2 (0) 59,4 1,6
13 142 (+\2) 110 (0) 2 (0) 31,7 1,4
14 67,5 (0) 96 (-\2) 2 (0) 14,8 1,2
15 67,5 (0) 124 (+\2) 2 (0) 7,3 1,5
16 67,5 (0) 110 (0) 0,1 (V2) 171 0,2
17 67,5 (0) 110 (0) 4 (+\2) 32,5 3,6

Pela Tabela 1, verifica-se que as duas condi¢cdes de maiores percentuais de ART foram a 3, com
50,9% de ART e 0,6% de acidez e a 12, com 59,4% de ART e 1,6% de acidez, seguindo portanto para

as etapas de hidrolise e fermentacao.

3.2. Andlise de Variancia — Modelo Estatistico

Para verificar se 0 modelo estatistico obtido é adequado ao sistema que se quer descrever, é
necessario adequa-lo a um modelo empirico que possa reproduzir com confianca os dados
experimentais. Para isso constrdi-se a tabela ANOVA — analise de variancia. Nesse trabalho, o ajuste
mais adequado se deu por um modelo cubico (BRUNS, et. al., 2001). As Tabelas 2 e 3 mostram 0s
resultados da ANOVA para cada resposta do planejamento experimental. Observa-se que para ambos
0s casos, 0 modelo cubico se adequou satisfatoriamente, visto que o percentual de variacdo explicada
esteve sempre bem proximo ao explicavel pelo modelo. As superficies de resposta dos modelos

cubicos também sdo apresentadas nas Figuras 1 e 2, considerando o nivel inferior do tempo.

Tabela 2 - ANOVA para o modelo cubico: ART palha

—_— [ N° de graus Média
Fonte de Variacgédo Soma quadratica de liberdade quadrética
Regressao 2748,30 13 211,41
Residuo 92,35 3 30,78
Falta de Ajuste 91,60 1 91,60
Erro Puro 0,75 2 0,37
Total 2840,65 16

% de variacdo explicada: 96,75; % de variacdo explicavel: 99,97
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Figura 1 - Superficies de resposta em 3 dimensdes para 0 ART da palha no nivel inferior de tempo.

Pela Figura 1, maiores percentuais de ART s&o obtidos ao utilizar baixas concentragdes de
H.SO, e altas temperaturas. A analise estatistica dos fatores mostra que neste caso, a concentracao de
acido reduz em meédia 4,11% do teor de ART quando se passa do nivel inferior para o superior desse
fator. Indicando que para trabalhar com maiores valores de ART (%) deve-se utilizar concentracdes
de H,SO, na faixa de 0,5%. J& o efeito da temperatura, que se mostrou o mais significativo dos trés,
indicou que um aumento médio de 4,50% no ART é obtido quando eleva-se a temperatura de 100
para 120°C. O tempo foi o que apresentou menor efeito no sistema. No entanto, o seu efeito
combinado com a temperatura e/ou com a concentracdo de H,SQO, indica que se deve trabalhar com
menores valores de tempo para se obter maiores percentuais de ART. Por uma analise quimica e
estrutural da biomassa, em relacdo ao acido, esse fato é facilmente entendido, visto que sua presenca,
em concentracGes elevadas, pode acarretar na formacao de produtos inibidores, que sdo responsaveis
pela degradacdo do material lignoceluldsico, e consequentemente dos agucares presentes na estrutura
(ALMEIDA, et. al., 2007). J& para o caso da temperatura, a faixa investigada néo foi ampla, de 100 a
124°C, por conta de restricbes do equipamento, logo é muito provavel que nao se tenha atingido uma
temperatura de degradacdo, onde ha perdas de massa. Portanto, ndo houve problemas ao se trabalhar
no nivel superior de temperatura, onde ocorrerd uma maior desorganizacdo na estrutura
lignocelul6sica, tornando os agucares fermentesciveis mais acessiveis, gerando maiores concentracoes
de ART apds pré-tratamento (DAGNINO, et. al., 2012).

Tabela 3 - ANOVA para o modelo cubico: Acidez palha

- e N° de graus Média
Fonte de Variagéo Soma quadratica de liberdade quadrtica
Regressao 15,12 13 1,16
Residuo 0,15 3 0,05
Falta de Ajuste 0,13 1 0,13
Erro Puro 0,02 2 0,01
Total 15,26 16
% de variagdo explicada: 99,04; % de variacdo explicavel: 99,88
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Figura 2 - Superficies de resposta em 3 dimensdes para a Acidez da palha no nivel inferior de tempo.

Pela Figura 2, os menores indices de acidez, ideal para um bom pré-tratamento, sao
identificados em baixas concentracbes de acido, porém sdo independentes da temperatura. E fato
indiscutivel que quanto maior a concentracdo de &cido, maior serd o teor final de acidez. Com a
andlise estatistica nota-se que, na faixa investigada, a temperatura ndo mostrou ser um fator
significativo na resposta da acidez, nem mesmo sua interacdo com os outros fatores. A concentracao
de 4&cido foi o mais significativo dos trés fatores nas condi¢bes estudadas. A interacdo da
concentracdo do acido com o tempo foi a que se mostrou mais significativa, e o efeito de interacao
mostra que o menor tempo aliado as menores concentracbes de &cido fornecem o0s menores
percentuais de acidez. Com a analise conjunta, para maiores valores de ART e menores de Acidez,
deve-se utilizar temperatura em torno de 120°C, tempo de 15 min e [H,SO,] em torno de 0,5%.

3.3. Etapas de Hidrdlise Enzimética e Fermentacao

A Tabela 4 mostra os resultados de ART apds as etapas de hidrolise enzimética e fermentacéo.

Tabela 4 — Resultados obtidos ap6s as etapas de hidrolise enzimatica e fermentacdo

Concentracao . Rendimento Eficiéncia
- Converséo Etanol
Condicéo do de ART no . i da da
. - Enzimaética | Produzido « «
Planejamento hidrolisado (%) (/L) Fermentacao Fermentacédo
(/L) ° ° (%) (%)
3 (15 min; 120°C;
0.5% de H,S0) 19,6 83,3 9,3 47,4 92,9
12 (7 min; 110°C;
2% de H,S0%) 10,4 59,0 4.4 42,3 82,9

Pode-se perceber que a maior eficiéncia fermentativa se deu na condi¢do 3 do pré-tratamento
acido (15 min; 120°C e 0,5% H,SO,), onde se obteve o maior teor de etanol: 9,3 g/L. Essa condicao
foi a que apresentou o menor teor de acidez, viabilizando em consequéncia, maior producédo de etanol.
A condicdo 12 por sua vez, apresentou menor teor de etanol. Nessa condi¢cdo do planejamento
experimental uma maior concentracdo de &cido foi utilizada, o que pode ter causado inibicdo nas
etapas posteriores, acarretando em menor teor de etanol produzido devido a maior concentracéo de
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compostos toxicos. Para 0 acompanhamento da fermentacdo o crescimento celular foi avaliado,
conforme Figura 3.
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Figura 3 - Crescimento celular apds 24 horas de fermentacao.

Verifica-se na Figura 3 que as condigdes fermentativas estiveram favordveis ao
desenvolvimento do microrganismo, onde apés as 24 horas de fermentacdo houve crescimento
celular. Esse crescimento foi mais acentuado para a palha de milho na condicdo 3 do pre-tratamento.

4. CONCLUSOES

O planejamento experimental foi uma ferramenta que permitiu avaliar as melhores condigdes
estudadas e assim otimizar as etapas subsequentes. Os maiores indices de ART e baixos teores de
acidez foram dados ao se utilizar altas temperaturas e baixas concentracBes de &cido, na faixa
investigada. Também na faixa estudada, o fator tempo ndo se apresentou como significativo. A palha
apresentou melhores rendimentos em ART nas condicdes de: 15 min, 120 °C e 0,5% de H,SO,4. A
acidez, nessa condicdo apresentou valores baixos; outra condicdo de bons resultados em ART foi
com 7 min, 110 °C e 2% de H,SO,, porém nessa condicdo, o teor de acidez foi mais acentuado. Nas
etapas de hidrolise e fermentacdo, obteve-se melhor resultado com a condicdo 3 do pré-tratamento:
15 min, 120 °C e 0,5% de H,SO4, onde obteve-se a maior eficiéncia de fermentacao.
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