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RESUMO

As elevagdes no prego do petroleo e a producdo de carros flex fuel, alinhados a
expansdo no setor sucroenergético e a busca por solugdes que reduzam o impacto
ambiental e a emissdo de gases do efeito estufa, impulsionaram o consumo de etanol no
século XXI. Com o aumento do consumo, surge o interesse em novas rotas tecnologicas
e métodos alternativos de produgdo, como a producdo do etanol de segunda geragdo
(2G), produzido a partir de biomassas vegetais. Um outro mercado que apresenta
destaque nacional, sendo responsavel por 1,6% do PIB brasileiro, ¢ o de producdo de
cerveja, cujo principal residuo é o bagaco de malte, matéria-prima com composi¢do que
propicia a realizacdo de hidrdlise enzimatica e a obteng¢do de aglicares que podem ser
convertidos a etanol através da fermentacdo. Este trabalho objetivou a analise do
potencial energético desta biomassa na produgdo de etanol 2G, avaliando a influéncia da
granulometria do bagaco e do tempo de reacdo na producdo de glicose através de
hidrolise enzimatica, além da analise da quantidade de energia consumida para cada
grama de glicose gerada no processo. O bagago de malte foi previamente seco em estufa
a 60°C por 48h e moido em moinho de facas. Realizou-se a andlise granulométrica a
partir de um conjunto de peneiras de Mesh Tyler 16, 20, 32 e 42. Apos, foi realizada a
hidrolise enzimatica (pH 4,8; 50°C; 48 h) em frascos de Erlenmeyer (volume de meio
reacional 50 mL) com uma carga de 5% de bagaco e concentracdo enzimatica de 10
FPU/gbiomassa. Foram retiradas aliquotas do meio reacional nos intervalos de 1, 2, 4,
6, 8, 24, 30 ¢ 48h de reacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas ¢ a fase
sobrenadante coletada e armazenada em freezer até posterior andlise de glicose em
espectrofotometro pelo método de DNS. O diametro das particulas na faixa estudada
ndo apresentou influéncia estatisticamente significativa na produgado de glicose. Foram
alcangadas concentragdes maximas de glicose de 11,00, 9,55 ¢ 12,00 g/LL para os
meshes 20, 32 e 42, respectivamente. O melhor tempo de hidrélise foi de 8 horas, visto
que apresentou a melhor relagdo entre a quantidade de glicose produzida e a energia
gasta, com gastos energéticos de 9,149 kWh/g de glicose para o mesh 20, 9,547 kWh/g
de glicose para o mesh 32 e 7,658 kWh/g de glicose para o mesh 42. Os resultados
indicam que esta biomassa apresenta um grande potencial energético para a produgdo de
etanol, com rendimentos (g de agticares produzidos/g de biomassa) em torno de 20%.

Palavras-chave: Hidrolise Enzimatica. Consumo Energético. Granulometria. Agucares
redutores. Celulase



ABSTRACT

The rise in oil prices and the production of flex fuel cars aligned with the
expansion in the sugar-energy sector and the search for solutions that reduce the
environmental impact and the emission of greenhouse gases boosted the consumption of
ethanol in the 21st century. With the increase in consumption, there is an interest in new
technological routes and alternative production methods, such as the production of
second-generation (2G) ethanol, produced from plant biomass. Another market that
presents national importance, accounting 1.6% of the Brazilian GDP, is the production
of beer, whose main residue is malt bagasse, a raw material with a composition that
allows the realization of enzymatic hydrolysis and the obtaining of sugars that can be
converted to ethanol through fermentation. This work aimed to analyze the energy
potential of this biomass in the production of 2G ethanol, evaluating the influence of
bagasse particle size and reaction time on glucose production through enzymatic
hydrolysis, in addition to analyzing the amount of energy consumed for each gram of
glucose generated in the process. The malt bagasse was previously dried in an oven at
60°C for 48h and ground in a knife mill. The particle size analysis was carried out using
a set of Tyler Mesh sieves 16, 20, 32 and 42. Afterwards, enzymatic hydrolysis was
carried out (pH 4.8; 50°C; 48 h) in Erlenmeyer flasks (volume of reaction environment
50 ml) with a load of 5% of bagasse and an enzyme concentration of 10 FPU/g biomass.
Aliquots of the reaction environment were removed at intervals of 1, 2, 4, 6, 8, 24, 30
and 48h of reaction. Then, the samples were centrifuged and the supernatant phase
collected and stored in a freezer until further glucose analysis in a spectrophotometer
using the DNS method. The diameter of the particles in the studied range did not show a
statistically ~significant influence on glucose production. Maximum glucose
concentrations of 11.00, 9.55 and 12.00 g/l were reached for meshes 20, 32 and 42,
respectively. The best hydrolysis time was 8 hours, as it had the best ratio between the
amount of glucose produced and the energy spent, with energy expenditure of 9.149
kWh/g of glucose for mesh 20, 9.547 kWh/g of glucose for the 32 mesh and 7.658
kWh/g glucose for 42 mesh. The results indicate that this biomass has a great energy
potential for the production of ethanol, with yields (g of sugar produced/g biomass)
around 20%.

Keywords: Enzymatic Hydrolysis. Energy Consumption. Granulometry.
Reducing Sugars. Cellulase.
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1 INTRODUCAO

O século XXI vem sendo marcado pela expansdo do setor sucroenergético,
principalmente no que tange a producdo de etanol. A elevagdo do preco do petroleo e a
producdo de carros flex firel no inicio do século, junto a elevagdo gradativa do teor de etanol
anidro a gasolina, impulsionaram o consumo interno do produto, que conta hoje com a
vantagem de emitir uma quantidade significativamente inferior de gases do efeito estufa
quando comparado a gasolina (BUNDE, 2020).

Com o aumento do consumo, surge a necessidade de métodos alternativos ¢ novas
rotas tecnologicas visando atingir uma maior producdo. Dentre as novas rotas, tem-se a
produgdo de etanol de segunda geragdo, também conhecido como etanol 2G, produzido a
partir de biomassas vegetais, como bagaco e palha de cana-de-agucar.

Uma matéria-prima promissora para a produgdo de etanol de segunda geragdo ¢ o
bagago de malte, principal residuo gerado na producao cervejeira e frequentemente utilizado
para a nutri¢cdo animal, onde vem apresentando problemas de contaminagdo dos animais por
fungos e o desenvolvimento de botulismo. Sabe-se que o descarte incorreto € o ndo
aproveitamento de residuos como subprodutos ocasionam ao processo perdas tanto
econdmicas como ambientais (KLAGENBOECH; SILVA, 2017; CORDEIRO, 2011; BRUST
etal., 2015).

O bagaco de malte ¢ constituido majoritariamente por amido, proteinas e fibras,
composi¢do propicia para a realizacdo de hidrolise e para a obtengdo de acucares
fermentesciveis que podem ser convertidos a etanol (LUFT, 2016).

O presente trabalho realizou a andlise do potencial energético do bagago de malte para
a producdo de etanol de segunda geracdo, avaliando a influéncia da granulometria do bagago e
do tempo de reagdo na producdo de agucares através da hidrdlise enzimatica, ¢ avaliou
também a quantidade de energia consumida para cada grama de glicose produzida. Espera-se,
desse modo, encontrar as melhores condigdes fisicas e energéticas para a realizacdo da
hidrolise enzimatica desse material, além de comparar seu potencial para a produgdo de etanol
2G com biomassas provenientes de outras matérias-primas.

Os proximos capitulos apresentam uma revisdo bibliografica, trazendo um panorama
geral da producdo de etanol no Brasil, as caracteristicas e aplicagdes de diferentes biomassas,
o processo de producdo cervejeira, com a geracdo do bagaco de malte e suas principais
caracteristicas, e as tecnologias utilizadas na producdo de etanol de segunda geracdo e na
avaliacdo do consumo energético, além da metodologia utilizada nessa pesquisa ¢ de uma

discussao aprofundada a respeito dos resultados obtidos.

‘
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producao de etanol no Brasil

A cana-de-agucar ¢ uma matéria-prima importante para a economia brasileira desde
1532, quando o cultivo foi introduzido no pais a fim de ocupar ¢ desenvolver as terras
portuguesas recém descobertas. A principio, o produto era o agucar, produzido principalmente
na regido nordeste do pais (CORTEZ, 2016).

A producgdo de etanol teve inicio nos primeiros anos do século XX como alternativa a
gasolina importada e para usos farmacéuticos e quimicos. Na década de 1930, houve a cria¢do
do Instituto do Agucar e do Alcool pelo entio presidente Getalio Vargas, e tornou-se
obrigatoria a adicdo de 5% de etanol a gasolina importada; estas medidas foram tomadas
visando o financiamento de usinas, o aumento da producdo do acticar e do alcool no pais e a
superacao de uma crise no setor agucareiro.

A partir de 1938, com o inicio da operag@o da primeira refinaria de petréleo do Brasil,
toda gasolina comercializada no pais passou a receber a adi¢do de um teor de etanol, que hoje
equivale a 27% (SANTOS, 2013; NOVACANA, 2012).

Com o choque do petroleo em 1973 ¢ a oportunidade de reduzir a dependéncia do
petréleo importado, foi criado em 1975 o Programa Brasileiro de Alcool, conhecido por
Proélcool, com objetivo de promover diversos estudos e avancos nos processos de fabricacdo
e uso do etanol oriundo tanto da cana-de-a¢tcar quanto de outras matérias-primas, como a
mandioca e o sorgo sacarino. O programa teve fim em 1980, com a transi¢do do regime
militar para a Nova Republica, porém as politicas de apoio e incentivo a producdo de cana-de-
agucar ¢ ao uso do alcool combustivel foram continuadas (CORTEZ, 2016).

No fim dos anos 2000 houve o desenvolvimento de estudos avancados na area de
integracdo do processo de producdo de etanol de primeira geragdo com rotas bioquimicas e
termoquimicas de segunda geragdo, promovendo o uso integral da cana-de-acticar, além de
uma emissdo nula de CO; e da utilizagdo de correntes do processo consideradas residuos.
Atualmente, hd um interesse crescente nos estudos voltados a reducdo da emissao de gases de
efeito estufa e do impacto do consumo do etanol no aquecimento global (CORTEZ, 2016).

Na safra de 2019/20 a produgdo brasileira atingiu seu recorde, com 35,6 bilhdes de
litros de etanol produzidos, dos quais 34 bilhdes foram provenientes da cana-de-agucar, o que
coloca o Brasil na posicdo de maior produtor mundial de etanol de cana-de-agtcar
(JACINTHO, 2021). Outra matéria-prima alternativa para produg¢do do etanol que vem se

destacando no pais ¢ o milho, cuja producdo apresentou, segundo a Companhia Nacional de
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Abastecimento (2021), um crescimento expressivo de 80,35% na safra de 2020/21 em
comparagdo a safra anterior, atingindo uma producao total de 3,02 bilhdes de litros.

O principal uso do etanol é como combustivel substituto a gasolina, tendo como
vantagem uma emissdo de CO; aproximadamente 73% inferior (GLOBO RURAL, 2010).
Outro mercado que tem se mostrado promissor para o etanol é o de biocombustiveis para
aviagdo, cujas rotas de producdo e matérias-primas ainda estdo sendo analisadas. Um possivel
enfoque em materiais celuldsicos, derivados principalmente do bagago da cana-de-agucar,
acrescentaria um alto valor sustentavel ao produto, sem apresentar custos elevados (CORTEZ,
2014).

A produgdo do etanol de segunda geracdo ¢ mais uma alternativa aos desafios
contemporaneos de reducdo da dependéncia do petroleo e de seus derivados e a busca de
fontes energéticas renovaveis.

Além de proporcionar um aumento na producdo de energia e no volume de etanol para
uma mesma quantidade de material e area plantada, a producdo de etanol de segunda geracao
também impactara no desenvolvimento do mercado de polimeros verdes, que possuem alto
valor agregado, grande potencial comercial, e, ao contrario dos demais polimeros derivados
do petroleo, sdo produzidos a partir do etanol, portanto atuam na captura de CO> contribuindo
para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa (LORENZI; ANDRADE, 2019;
BRASKEM, 2021).

2.2 Biomassas

E considerado biomassa todo material organico, renovavel ¢ ndo fossil que possua
energia quimica em sua estrutura, podendo ser tanto de origem animal quanto vegetal. Com a
vantagem de absorver dioxido de carbono (CO») durante o ciclo de vida das plantas e a
capacidade de transformacdo em diferentes formas de energia, esta matéria-prima vem
atraindo a atengdo e o interesse mundial (BRASIL et al., 2021).

A Figura 1 apresenta os principais tipos de biomassa utilizados para a geracdo de

energia.
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Figura 1 — Diferentes fontes de biomassa
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Fonte: BRASIL et al. (2021)

A biomassa ¢ composta majoritariamente por trés polimeros — celulose, hemicelulose e
lignina - cujas quantidades variam de acordo com o tipo do material. A Figura 2 apresenta a

estrutura molecular da celulose, que é composta por um s6 mondmero, a glicose. (ROSA;
GARCIA, 2009).

Figura 2 — Estrutura molecular da glicose

CH, OH CH,OH OoH CH,OH
H o H 0
H 0., oH H -+
H 4 OH H H 9
on M — =0 OH H H o OH H
OH H H H o H
H OH OH
H OH CH OH

Fonte: ROSA; GARCIA (2009)

A hemicelulose, cuja estrutura é apresentada na Figura 3, é formada por cadeias

ramificadas de diferentes tipos de aguicares, como arabinose ¢ galactose.
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Figura 3 — Estrutura molecular da hemicelulose
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Fonte: ROSA; GARCIA (2009)
Ja a lignina possui uma estrutura de grandes dimensoes e ainda mais complexa que as

demais, e ¢ apresentada na Figura 4

Figura 4 — Estrutura molecular da lignina

CHOH

OH

Fonte: ROSA; GARCIA (2009)

A estrutura da biomassa consiste em longas cadeias de celulose unidas entre si por
ligacdes de hidrogénio e recobertas por camadas de hemicelulose e lignina. Estas camadas
tém por finalidade proteger a estrutura celulosica da agdo de agentes externos, o que dificulta
o processo de obtencdo de etanol a partir da biomassa, tornando necessaria a remogao ou
modificacdo dessas camadas através de pré-tratamentos (OGEDA; PETRI, 2010; ROSA;
GARCIA, 2009).

A conversao da biomassa em etanol pode acontecer tanto através da hidrolise seguida
da fermentacdo quanto por processos termoquimicos. Na hidrolise, a celulose e a
hemicelulose sdo transformadas em actlicares, que posteriormente serdo fermentados para a

geragdo do etanol (HAMELINCK; VAN HOOIJIDONK; FAALJ, 2005).
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2.3 Matéria-prima: Bagaco de Malte
2.3.1 A produgdo de cerveja no Brasil

A industria cervejeira possui um importante papel na economia brasileira, sendo
responsavel por 1,6% do PIB e colocando o pais na terceira posicdo mundial no mercado da
cerveja. Em constante expansdo, o ramo apresentou em 2020 um crescimento de 14,4% no
nimero de cervejarias no pais, que estdo presentes em todos os estados da federacdo (MAPA,
2021).

Os ingredientes essenciais para a producdo da cerveja sdo agua, malte, lapulo e
levedura, sendo o malte o principal, visto que ¢ a fonte de aguicares fermentesciveis utilizados
na fermentacdo alcoodlica, além de interferir diretamente nas caracteristicas sensoriais da
cerveja, como coloracdo e aroma (PORTO, 2011).

O processo produtivo da cerveja, representado no fluxograma da Figura 5, varia de
acordo com o tipo de cerveja a ser produzida, no entanto, independentemente do tipo, possui
quatro etapas caracteristicas, que sdo a malteagdo, a produgcdo do mosto cervejeiro, a

fermentagdo e o processamento final (REBELLO, 2009).

Figura 5 — Fluxograma do processo de produgdo da cerveja

MALTEAGAO 6 MOSTURACAO 6 FILTRACAO FERVURA

PASTEURIZAGAO/ MATURAGAO FERMENTACAO RESFRIAMENTO

ENVASE -
—

Na malteacdo, os graos de cereais, geralmente da cevada, sdo submetidos a um

e
e

Fonte: MICROAMBIENTAL (2021)

processo controlado de germinacdo, que tem o intuito de desenvolver enzimas que sdo
essenciais ao processo produtivo da cerveja e de modificar o amido presente nesse material,

tornando-o mais solivel e menos duro. A germinagdo ¢ cessada através da secagem dos graos
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em temperaturas controladas, com objetivo de reduzir a umidade sem inativar as enzimas. O
produto final é o grio germinado, conhecido como malte e utilizado como ingrediente na
producdo da cerveja (D. JUNIOR; VIEIRA; FERREIRA, 2009).

A produg@o do mosto cervejeiro abrange a mosturacdo, a filtracdo, a fervura e o
resfriamento. O malte é misturado a adgua em temperatura controlada com objetivo de
promover a hidrolise do amido presente, transformando-o em agucares fermentesciveis como
maltose, glicose ¢ maltotriose. Finalizada a mosturacdo ¢ realizada a separacdo das fases
solida e liquida através da filtragdo, que tem como produto o extrato aquoso, chamado de
mosto. A fase solida gerada ¢ o bagaco de malte, material equivalente a 85% dos residuos
gerados durante a producao (LUFT, 2016; VENTURINI FILHO, 2018).

Ap6s a filtragdo, ha a adigdo do lupulo ao mosto seguida pela fervura da mistura,
visando a inativacdo das enzimas e a esterilizacdo do mosto; ¢ também nesse momento que
ocorre a extragdo de compostos amargos e aromaticos do lupulo e a formacao de substancias
responsaveis pelo aroma e sabor da cerveja, além da remocdo de compostos volateis
indesejados através da evaporagdo (LUFT, 2016; VENTURINI FILHO, 2018).

O mosto ¢ entdo resfriado e segue para a etapa de fermentacdo, onde leveduras
consomem o0s agucares presentes no mosto, fermentando-os em etanol e gas carbonico. Apos a
fermentagdo principal tem-se a etapa de maturacdo, onde ocorre uma fermentagdo secundaria
a baixas temperaturas, em torno de 3°C, e por um periodo de 7 dias, com o intuito de
contribuir na clarificacdo e carbonatagdo da cerveja e na melhoria de seu sabor (LUFT, 2016).

O processamento final consiste em operagdes para remocdo do material insolivel
presente na cerveja e para aumento da vida de prateleira, como a pasteurizagdo, além do

processo de envase do produto (VENTURINI FILHO, 2018).
2.3.2 Bagaco de malte: Composi¢ao e principais usos

Também conhecido por residuo umido de cervejaria (RUC), o bagago de malte é o
principal residuo gerado na producdo cervejeira, sendo que para cada 100 litros de cerveja sdo
produzidos aproximadamente 20 kg de bagaco de malte (LUFT, 2016).

A composi¢do quimica do bagaco de malte é apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composi¢do quimica do bagaco de malte em porcentagem da massa seca

Componente Teor (%)
Celulose 15,99 + 0,88
Hemicelulose 29,92 + 1,60
Lignina 20,80 £ 0,42
Proteinas 21,16 £ 0,61
Extrativos 8,33+0,76
Cinzas 3,76 £ 0,05

Fonte: MASSARDI, MASSINI; SILVA (2020) adaptado

Apresentando uma umidade elevada, entre 75 e 80%, e sendo composto
predominantemente por fibras e proteinas, além de conter lipideos, minerais, vitaminas,
aminoacidos e compostos fenolicos, o bagago de malte é altamente suscetivel a degradagdo ¢
deterioragdo microbiana, tendo a secagem como principal alternativa para a sua preservagdo
(LUFT, 2016).

Por se tratar de um material com alto valor nutricional, com baixo custo de transporte,
precos competitivos e disponibilidade praticamente constante durante todo o ano, o bagacgo de
malte ¢ comumente utilizado na nutricdo animal, principalmente de bovinos. Apesar das
diversas vantagens, o consumo desse material tem sido responsavel por quadros de botulismo
e por contaminagdes dos animais por fungos, ocasionando problemas para os produtores
rurais (BRUST et al., 2015).

Outros possiveis usos para o bagaco de malte, segundo Massardi, Massini ¢ Silva
(2020), “sao para a producdo de etanol de segunda geragdo; de biocarvoes e de acidos
organicos por carbonizagdo hidrotérmica; de 5-hidroximetilfurfural (HMF); de acido latico e,

ainda, de suplementos que podem ser utilizados na nutricdo humana”.
2.4 Etanol de segunda geracio

Segundo Lorenzi (2018), o Brasil ocupa a quarta posi¢do mundial em capacidade
instalada para a produgdo do etanol de segunda geragdo, com expectativas de
desenvolvimento, visto que o grupo Cosan S.A., detentor da empresa integrada de energia
Raizen, pretende construir trés novas usinas de etanol celulosico (UNIAO NACIONAL DA
BIOENERGIA, 2021).

Com contratos para venda de 460 milhdes de litros de etanol de segunda geracdo nos
proximos nove anos, a empresa, que ja possui uma usina de etanol celuldsico com capacidade

de producdo de até 42 milhdes de litros do biocombustivel na cidade de Piracicaba (SP),

‘
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anunciou a constru¢do de uma segunda unidade na cidade de Guariba (SP), com capacidade
de até 82 milhdes de litros por ano (BOSSLE, 2021).

Com a expansdo do mercado, surge a necessidade de novos estudos para obtengdo de
rotas alternativas e otimizadas de producdo do etanol de segunda geracdo, visando alcancar
um volume de produ¢do ainda maior e um melhor aproveitamento das inimeras matérias-
primas disponiveis.

A principal rota tecnoldgica utilizada para a produgdo do etanol de segunda geragdo ¢é
apresentada na Figura 6, e consiste nas etapas de pré-tratamento, hidrdlise, fermentacdo e

purificacdo (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Figura 6 — Rota geral de producdo do etanol de segunda geracgao

Etanol HgO
A A
\
Biomassa —»| Pré-tratamento > Hidrélise | > Fermentacao Purificacao
& J
Residuos
sélidos
Corrente Geracdode
energia
v
Eletricidade

Fonte: HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, (2005 apud ROSA; GARCIA, 2009)

2.4.1 Pré-tratamento

Com a finalidade de facilitar o acesso das enzimas e d4cidos a celulose e a
hemicelulose, a etapa de pré-tratamento ¢ fundamental para as operagdes seguintes. Ela
consiste em processos fisicos, quimicos e/ou biologicos, que sdo definidos de acordo com o
tipo da biomassa utilizada, visando a obtencdo de uma maior quantidade de agticar ¢ menor
degradacdo do substrato (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAILJ, 2005).

O pré-tratamento fisico ¢ um dos mais simples, porém um dos que demanda mais
energia; ocorre através da moagem do material, no intuito de reduzir o tamanho das particulas
ocasionando uma maior area superficial e maior porosidade do material, podendo também
reduzir o grau de polimerizagdo e a cristalinidade da celulose (OGEDA; PETRI, 2010;
HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

As principais tecnologias de pré-tratamento encontram-se nos métodos quimicos, que

podem ser acidos, alcalinos ou oxidativos. Ocasionando modifica¢des estruturais e quimicas
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da parede celular do material, esse tipo de pré-tratamento busca a remog¢ao da lignina e da
hemicelulose (OGEDA; PETRI, 2010; ROCHA, 2017).

O pré-tratamento bioldgico envolve o uso de fungos e bactérias capazes de secretar
enzimas extracelulares que auxiliam na remocao de uma quantidade significativa de lignina.
Atualmente temos o chamado bioprocessamento consolidado, tecnologia na qual o
microrganismo responsavel pela fermentacdo também atua no pré-tratamento com a secre¢ao
de enzimas (OGEDA; PETRI, 2010).

Ha também os pré-tratamentos combinados, que envolvem mais de uma tecnologia,
afetando tanto as propriedades fisicas como as quimicas da biomassa; temos como exemplo os
pré-tratamentos hidrotérmico e de explosdo a vapor.

O hidrotérmico ¢ considerado ambientalmente amigavel, de baixo custo e ndo
apresenta problemas de corrosdo; trata-se do uso de agua quente ¢ em alta pressdo por um
determinado periodo de tempo. A temperatura varia entre 150 e 240°C e a pressdo entre 1 e
3,5 MPa, ocasionando a degradacdo seletiva da hemicelulose, sem impactar na lignina e na
celulose (ROCHA, 2017).

Ja na explosdo a vapor, a biomassa ¢ triturada e submetida ao contato com vapor
saturado de alta pressdo, com a temperatura numa faixa de 190 a 205°C, e a pressdo de 13 a
17 kgf, por um periodo entre 2 e 30 minutos, seguido de uma rapida despressurizacdo,
ocasionando a ruptura nas ligacdes da lignina, da hemicelulose e da celulose (ROCHA, 2017,

CORREA, 2016).
2.4.2 Hidrolise

A etapa de hidrdlise ¢ realizada com a finalidade converter a celulose em moléculas de
agtcares por meio da acdo de catalisadores quimicos ou enzimaticos, conforme a Equacao 1.
E essencial que, antes da hidrélise, o material seja submetido a pré-tratamentos que aumentem
a area superficial e favorecam a a¢do dos catalisadores, possibilitando conversdes superiores a
90%, enquanto que, sem a etapa de pré-tratamento, as conversdes sdo inferiores a 20%
(HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005; OGEDA; PETRI, 2010).

[CeH1005]n + nH,0 = n CsHy206 (1)

A hidrolise pode ser realizada por rota quimica, com o uso de acidos concentrados ou
diluidos, e por via enzimatica, com o uso de enzimas. S3o varios os modos de operacdo,
devendo-se considerar o tipo do material utilizado, o microrganismo que sera utilizado na

fermentagdo e os custos do processo (OGEDA; PETRI, 2010).
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Sabe-se que a hidrolise acida ocorre mais rapidamente, no entanto a hidrolise
enzimatica possui uma elevada seletividade e custos reduzidos em termos de equipamentos.
Além disso, grande parte dos esforgcos atuais concentram-se no desenvolvimento de
tecnologias para a hidrolise enzimatica (ROCHA, 2017; ROSA; GARCIA, 2009).

Deve-se ter em consideragdo que diversos fatores influenciam no rendimento da
hidrolise; uma alta carga de so6lidos no processo resultara numa elevada concentracdo de
aglcares, no entanto ocasionara dificuldades nas transferéncias de calor ¢ massa devido a
dificuldade de mistura. Outro ponto ¢ a degradacdo dos agucares ¢ a formacdo de compostos
inibidores ou desativadores de enzimas, que resultardo em uma menor conversio (ROCHA,
2017).

A Tabela 2 apresenta uma comparacdo dos processos de hidrdlise que serdo descritos

individualmente a seguir, bem como suas taxas de conversdo de agicares.

Tabela 2 — Comparagdo dos tipos de hidrdlise

Conversiao em
Tipo de hidrélise Catalisador Temperatura (°C) Tempo

glicose
Acido diluido < 1% H2S04 215 3 min 50 a 70%
Acido
30 a 70% H>SO4 40 2 —6h 90%
concentrado
Enzimatica Celulase 70 1,5 dias 75a95%

Fonte: HAMELINCK; VAN HOOIIDONK; FAALIJ, (2005)

2.4.2.1 Hidrdlise dcida
O uso do acido diluido para a conversdo da celulose ¢ uma tecnologia hd muito

utilizada; comumente utiliza-se o acido sulfurico (H2SO4) devido ao seu custo inferior e a
reducdo de problemas de corrosdo quando comparado ao acido cloridrico (HCI). O processo
ocorre em altas temperaturas, na faixa entre 180 e 230°C, o que torna necessario um estagio
separado para a hidrolise da hemicelulose, visto que seus agucares sdo rapidamente
degradados em altas temperaturas, podendo posteriormente inibir a fermentagdo (OGEDA;
PETRI, 2010).

Este primeiro estagio ocorre em condi¢des mais brandas, com a concentragao de acido
entre 0,7 e 1,2% (m/m) e temperaturas entre 170 ¢ 190°C, visando a recuperacdo dos agucares
gerados na conversdo da hemicelulose (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).
Os sdlidos restantes, com a fracdo de celulose, sdo tratados na segunda etapa em condigoes

mais severas de temperatura, mas com a concentragdo de acido inferior a 1%. Ambos os
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estagios possuem um tempo de residéncia de aproximadamente 3 minutos (HAMELINCK;
VAN HOOIIDONK; FAALJ, 2005).

A hidrdlise com acido concentrado pode ser aplicada a diversos tipos de biomassa,
acontece em temperaturas amenas (em torno de 30°C) e possui uma alta taxa de conversdo
tanto para a hemicelulose quanto para a celulose, alcancando resultados em torno de 90%,
com uma pequena degradacdo dos actcares (OGEDA; PETRI, 2010). O ponto critico desse
processo sdo os custos elevados no uso de uma maior quantidade de acido, tornando
necessarios estudos para a recuperagdo e o reuso desse acido de uma maneira que seja
economicamente viavel, além dos problemas ocasionados pela natureza corrosiva desse

material (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

2.4.2.2 Hidrolise Enzimatica
O catalisador da hidrolise enzimatica da celulose sdo as enzimas denominadas

celulase, que sdo compostas por um complexo enzimatico formado por endoglicanases,
exoglicanases e B-glicosidases. Essas enzimas podem ser produzidas por fungos e bactérias e
possuem uma alta especificidade (ROCHA, 2017).

O processo ocorre em um meio com condi¢des mais brandas, com a temperatura entre
40 ¢ 50°C e pH entre 4,0 ¢ 5,0, ¢ apresenta custos de manutengdo inferiores a hidrélise acida
por ndo apresentar carater corrosivo (CORREA, 2016; HAMELINCK; VAN HOOIJDONK;
FAAIJ, 2005). Em relacdo aos pré-tratamentos, sdo utilizados métodos que proporcionem a
remocdo da lignina e a exposicdo da hemicelulose e da celulose as enzimas. Os pré-
tratamentos exclusivamente fisicos nao sdo recomendados neste caso (OGEDA; PETRI, 2010;
HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAITJ, 2005).

A respeito do experimento de hidrolise enzimatica, pode-se afirmar que:

(...) é caracterizado no inicio por uma fase logaritmica, devido a liberagdo rapida de
agucares soliiveis na reagdo. Apos essa fase, ha uma taxa de declinio na produgdo de
acucares (GREGG e SANDDLER, 1996). Essa queda da produtividade pode estar
relacionada com inibi¢do pelo produto, perda da enzima por adsor¢do a lignina ou
inativacdo da enzima por diversos fatores, tais como desativagdo térmica e/ou
mecanica (GREGG e SANDDLER, 1996 ¢ DASARI ¢ BERSON, 2007). (apud
CORREA, 2016).

Os diferentes métodos de realizacdo da hidrdlise enzimatica, integrados com a
fermentagdo, sdo apresentados na Figura 7. O método SHF, do inglés Separate Hydrolysis
Fermentation, consiste na fermentacdo posterior a hidrolise, em reatores diferentes. O
obstaculo desse método esta no fato de que os produtos da reagdo enzimatica, a glicose ¢ a

celobiose, que sdo inibidores da celulase, permanecem no mesmo meio que as enzimas e que

‘
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a celulose, interferindo no rendimento da conversio (ROSA; GARCIA, 2009, OGEDA;
PETRI, 2010).

Uma maneira de contornar esse problema estd na adi¢do de uma maior quantidade de
enzimas, porém isto encareceria o processo. Surge entdo o método SSF, Simultaneous
Saccharification and Fermentation, que opera com a hidrolise ¢ a fermentagdo no mesmo
reator. Os agucares sdo fermentados a etanol, reduzindo a inibi¢do da enzima e contribuindo
também para evitar a proliferacio de microrganismos invasivos e, consequentemente, a

formagdo de produtos indesejaveis (OGEDA; PETRI, 2010).

Figura 7 — Métodos de integracao da hidrdlise enzimatica e da fermentagao
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Etanol
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Fonte: HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ (2005) apud ROSA; GARCIA (2009)

Diferentemente dos agucares redutores da hidrolise da celulose, que sdo hexoses, os
agtcares redutores provenientes da hidrdlise da hemicelulose sdo pentoses, cuja fermentagdo ¢
mais complexa e ocorre em reatores separados. O método SSCF, Simultaneous
Saccharification and Cofermentation representa um progresso no SSF, ja que nesse método
ha a oportunidade de cofermentacdo de ambos os agucares redutores em um mesmo reator
(HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

O método mais avancado em termos de integragdo ¢ o CBP, conmsolidated bio

processing, no qual todas as operacdes biologicas acontecem em um Unico reator, inclusive a
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produgdo de enzimas, ocasionando uma redugdo significativa nos custos do processo
(HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Quanto ao rendimento da hidrélise enzimatica, além dos fatores ja citados, tem-se
também a influéncia do tempo de reacdo, do pH, da agitacdo do meio e da termoestabilidade

das enzimas (CORREA, 2016).
2.4.3 Fermentacao

A fermentagdo ¢ uma técnica utilizada desde a antiguidade, inicialmente para a
producdo e paes e bebidas alcodlicas. Trata-se de um processo anaerobico de conversdo dos
aglicares em etanol e gas carbonico por meio da acdo de leveduras (LIMA et al., 2001).

Para a conversio da glicose comumente utiliza-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae, ja consolidada na producdo industrial do etanol visto que apresenta naturalmente
uma maior tolerancia a meios com altas concentragdes do produto. A reacdo de conversédo da
glicose em etanol e gas carbonico ¢ apresentada na Equacgdo 2 (LIMA et al., 2001; ROCHA,
2017).

C¢H,,04 - 2C,H50H + 2C0, 2)

Um dos maiores desafios da fermentacdo para producdo do etanol de segunda geracao
esta relacionado a conversdo dos agucares resultantes da hidrolise da hemicelulose. Esses
aglicares representam uma parcela significativa dos aglicares presentes no meio reacional, o
que tem estimulado o desenvolvimento de novas tecnologias na area de engenharia genética
para obtencdo de bactérias ou leveduras capazes de fermentar ambos os tipos de aglicares

(HAMELINCK; VAN HOOIJIDONK; FAAIJ, 2005).
2.4.4 Purificacdo

Apos a fermentagdo, ha a necessidade de purificagdo do etanol contido na corrente,
que ¢ composta majoritariamente por etanol e agua. Essa purificagdo ocorre através da
destilagdo, pela volatilidade relativa de cada componente. Findo o processo, tem-se o etanol
hidratado, que ¢ utilizado como combustivel, numa concentracdo entre 92,5 ¢ 94,7% em

massa (ROCHA, 2017; CORREA, 2016).
2.5 Consumo especifico de energia

O uso racional de recursos como matéria-prima, dgua e energia tem recebido a cada
dia um maior enfoque devido a uma demanda crescente do mercado em contrapartida as

fontes limitadas desses insumos. Torna-se constante, portanto, a busca por processos mais
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eficientes energeticamente, que possibilitem uma reducdo no consumo de energia sem afetar a
qualidade do produto final (MOREIRA, 2017).

Uma maneira de avaliar a quantidade de energia consumida em um processo € atraveés
do indicador de performance SEC, do inglés Specific Energy Consumption, que caracteriza o
gasto energético em relagdo a quantidade de produto produzida e ¢ dado em unidade de
energia por unidade de massa.

Esse indicador, cujo célculo ¢ apresentado na Equacdo 3, ¢ um dos métodos utilizados
em benchmarking entre industrias em nivel multinacional, regional, de planta ou de processo,
sendo frequentemente utilizado em estudos de desenvolvimento de novos processos

(LAWRENCE et al., 2019).

Energia Consumida

SEC =

- Quantidade de produto (3)
As unidades utilizadas sdo escolhidas arbitrariamente, de acordo com o processo
analisado.
Para calcular a energia consumida pode-se utilizar um wattimetro, instrumento que
permite medir a poténcia elétrica fornecida ou dissipada por um equipamento. O wattimetro
implementa o produto das grandezas tensdo e corrente elétrica no equipamento em que se

deseja conhecer o consumo de poténcia, com sua ligagdo ao circuito feita simultaneamente em

série e em paralelo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material

Para a realizacdo deste estudo o bagaco de malte foi fornecido pela empresa Cervejaria
do Funil, localizada na cidade de Lavras/MG, e conservado em geladeira. Na Figura 8 tem-se

uma amostra do material utilizado.

Figura 8 — Amostra do bagago de malte

Fonte: Do autor (2021)

3.2 Determinacio da Umidade e Secagem do Material

A umidade do material foi medida em dois momentos, antes e apds a secagem. Foi
utilizada uma balanca determinadora de umidade (Marca Weblaborsp, Modelo i-Thermo
163L) com precisdo de + 0,01 (% umidade). Em ambos os momentos, pesou-se
aproximadamente 1 grama de amostra e iniciou-se a medi¢do, onde a biomassa foi seca até
que ndo houvesse mais variagdo no seu peso.

Para a realizacdo da secagem, uma amostra do material foi disposta em uma bandeja

de aluminio e colocada em estufa a 60°C pelo periodo de 48 horas.
3.3 Pré-tratamento fisico do bagaco de malte

Ap0s a secagem do material, a amostra foi moida em um moinho de facas apresentado

na Figura 9, do tipo Willey, da marca Eco Educacional, com uma tela de 2 mm de didmetro.
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Figura 9 — Moinho de facas
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Fonte: Do autor (2021)

3.4 Analise granulométrica

A analise granulométrica foi realizada para fins comparativos do didmetro do material.
Para tal, peneiras de Mesh 16, 20, 32, 42 e um prato de fundo foram pesados individualmente
e sobrepostos em ordem crescente de mesh, com o prato de Mesh 16 no topo.

Uma amostra de bagaco ja seco e moido, com massa média equivalente a 117,37 +
68,53 g, foi pesada e colocada na peneira superior do conjunto, que em seguida foi agitado em
um agitador de peneiras da marca Bertel pelo periodo de 15 minutos, com o equipamento
operando na intensidade 8. O conjunto de peneiras acoplado no agitador ¢ apresentado na
Figura 10.

Apés a agitacdo, cada peneira e o prato de fundo foram novamente pesados
individualmente, a fim de determinar a massa de bagaco de malte retida em cada um. Todo o

procedimento foi realizado em duplicata.



27

Figura 10 — Conjunto de peneiras ¢ agitador de peneiras

Fonte: Do autor (2021)

Determinou-se o didmetro médio das particulas amostradas através do método
Didmetro Médio de Sauter, seguindo a metodologia utilizada por Cremasco (2018). A
Equacdo 4 ¢ utilizada para o célculo, onde Dys ¢ o Didmetro Médio de Sauter, x; ¢ a fragdo

massica retida na peneira de indice i e d; € o didmetro da peneira de indice i.
1

Dps = =y 4)
S

d;
3.5 Hidrdlise Enzimatica
As fragdes massicas retidas em cada peneira foram reservadas em frascos do tipo
béquer, de acordo com o Mesh. Para a realizagdo da hidrdlise enzimatica utilizou-se amostras

das fragcdes massicas retidas nas peneiras de Mesh 20, 32 e 42, apresentadas na Figura 11. A

fragdo massica retida na peneira de Mesh 16 nao foi utilizada.
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Figura 11 — Fracdo massica retida nas peneiras de Mesh 20, 32 e 42.

Fonte: Do autor (2021)

O complexo enzimatico utilizado foi o Cellic CTEC2, doado pela Novozymes Latin
America (Araucdria — PR). O complexo ¢ composto por uma mistura das enzimas celulases,
B-glucosidades e hemicelulases, proporcionando uma hidroélise agressiva em uma grande faixa
de materiais lignoceluldsicos (NOVOZYMES, 2021)

A atividade enzimatica do complexo possui valor de 241 FPU/mL, e foi determinada
por Corréa (2016) através da metodologia proposta por Ghose (1987).

Para a realizacdo da hidrdlise, amostras das fragdes massicas retidas nas peneiras de
Mesh 20, 32 e¢ 42 foram adicionadas a um meio reacional de 50 mL em frascos de
Erlenmeyer, contendo uma carga de 5% (m/v) em base seca de bagaco de malte, o extrato
enzimatico na concentracdo de 10 FPU/g de bagaco de malte e uma solucdo tampao de citrato
de sodio a 50 mM e pH 4,8. Os experimentos foram realizados em duplicatas.

Apbs, os frascos de Erlenmeyer contendo o meio reacional foram dispostos em uma
incubadora shaker (Marca Lucadema, modelo LUCA-223), conforme apresentado nas Figuras
12 e 13, onde permaneceram por 48h na temperatura de 50°C, com uma rotagdo de 150 rpm.
Aliquotas foram retiradas de cada um dos meios reacionais nos intervalos de tempo de 1, 2, 4,

6, 8,24, 30 e 48 horas e colocadas em microtubos.
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Figura 12 — Incubadora shaker utilizada

Fonte: Do autor (2021)

Figura 13 — Meios reacionais dispostos na incubadora

Fonte: Do autor (2021).

Com auxilio de uma centrifuga (Marca FANEM, Modelo Excelsa i2206), as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm pelo periodo de 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante de
cada amostra foi coletado, colocado em microtubos e congelado para posterior analise de

glicose.

‘
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3.6 Determinacao da Concentracao de Glicose

As amostras contidas nos microtubos foram descongeladas e agitadas em um agitador
mecanico para homogeneizagdo do material. Foi coletado 0,1 mL de cada amostra e colocado
em tubos de ensaio com 0,9 mL de agua deionizada. Para o branco, adicionou-se 1 mL de
agua deionizada no tubo de ensaio.

Para a analise dos acticares fermentesciveis, utilizou-se o método 3,5-dinitrossalicilico
acido (DNS), descrito por Vasconcelos et al. (2013), com a adi¢do de 1 mL do reagente DNS
em cada um dos tubos de ensaio, que foram dispostos em banho maria (Marca Warmnest,
Modelo HH-Si5) a 100°C pelo periodo de 5 minutos. A Figura 14 apresenta as amostras em

tubos de ensaio ap6s o banho maria.

Figura 14 — Amostras analisadas pelo método DNS

Fonte: Do autor (2021).

Posteriormente, adicionou-se 10 mL de dgua deionizada para a dilui¢do da amostra, e
as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (Marca BEL Photonics, Modelo V-M5)
com comprimento de onda de 540 nm.

A conversdo dos valores de absorbéancia para concentracdo de glicose foi realizada
seguindo a curva-padrao representada pela Equacdo 5, onde y € a concentragdo de glicose, em
g/L, e x € o valor da absorbancia fornecida pelo espectrofotometro.

y = 1,8443x — 0,1106 (5)

A concentracdo de glicose obtida através da Equacdo 5 foi multiplicada por 10, valor

equivalente a diluicdo utilizada.
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3.7 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software SISVAR através do teste de
analise de variancia de Scott e Knott (1974), com significancia de 5%. O teste compara as
médias de modo que se estas forem estatisticamente iguais serdo representadas pela mesma

letra no resultado, e caso contrario serdo representadas por letras diferentes.
3.8 Calculo do Consumo Especifico de Energia

Para a realizagdo do calculo do consumo especifico de energia, utilizou-se um
wattimetro (Marca Minipa, Modelo ET-4080), apresentado na Figura 15, para a aquisi¢cao dos

dados de poténcia fornecida pela incubadora shaker.

Figura 15 — Wattimetro utilizado para aquisi¢cao da poténcia

Fonte: Do autor (2021)
Para o célculo do indicador do consumo especifico de energia, considerou-se a
poténcia obtida pelo Wattimetro dividida por seis, visto que durante o periodo de hidrdlise

haviam seis frascos com amostras de diferentes granulometrias na incubadora.

Poténcia Ponderada X tempo

SEC =

(6)

O indicador de consumo especifico de energia foi calculado em kWh/g de glicose

Concentracgio de Glicose x0,05

através da Equacdo 6, onde a poténcia ponderada ¢ a poténcia média do wattimetro dividida
por seis, em kW, o tempo de hidrolise para a amostra analisada, em horas, a concentragdo de
glicose € a concentracdo média obtida para a amostra analisada, em g/L, e o valor de 0,05 ¢

equivalente aos 50 mL do meio reacional utilizado em cada frasco.
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3.9 Calculo do Rendimento de Acticares Redutores

Para calculo do rendimento percentual de agticares redutores foi utilizada a Equacgédo 7,
que relaciona a massa de agucares redutores convertidos, em gramas, ¢ a massa de biomassa
inicial, equivalente a 2,5 g.

g de aglcares redutores obtidos

Rendimento (%) = 5E x 100
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinaciao da umidade

Antes da realizagdo da secagem, fez-se a medi¢do de uma amostra do material
utilizando uma balanca determinadora de umidade, obtendo o resultado inicial de 76,50%.

Ap0s as 48 horas de secagem, realizou-se mais uma medi¢do da umidade, resultando
no valor da umidade do bagaco seco igual a 2,78%.

A redugdo da umidade foi essencial para uma melhor conservacdo do material e para

reduzir uma possivel proliferagdo de microrganismos.
4.2 Analise Granulométrica

As fragdes massicas retidas (xi) em cada uma das peneiras, seus respectivos diametros

(di) e o valor de % estdo disponiveis na Tabela 3. Os indices 1 e 2 subscritos indicam a
L

amostra a qual os dados referem.

Tabela 3 — Analise Granulométrica do Bagaco de Malte

Mesh Diametro Xi1 Xi1 Xi2 Xi2
es X; —_— —_ X — =
(nm) " di di 2 di; di;
16 1000 0,2059 0,000205 0,1635 0,000163
20 850 0,2103 0,000247 0,2016 0,000237
0,00143 0,00147
32 500 0,3267 0,000653 0,3606 0,000721
42 355 0,1146 0,000322 0,1238 0,000348
Fundo - 0,1424 - 0,1505 -

Fonte: Do autor (2021).
O Diametro de Sauter foi calculado para cada uma das amostras através da Equacdo 1,
onde obteve-se o valor de 699,44 um para a amostra 1 e o valor de 679,99 um para a
amostra 2, resultando no valor médio de 689,72 um, com desvio padrdo de 13,75 pm.
Ao analisar os dados da Tabela 3, observa-se que a maior quantidade de biomassa foi
retida na peneira de Mesh 32, o que ¢é coerente com o resultado do didmetro de Sauter, visto
que a peneira de Mesh 32 possui diametro de 500 um, retendo particulas de didmetro superior

a esse valor.
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4.3 Determinacao da Concentracao de Glicose

Os valores de absorbancia obtidos através da leitura das amostras em
espectrofotometro e a concentracdo de glicose correspondente estdo disponiveis nas Tabelas
4,5 ¢ 6 para os Mesh 20, 32 e 42 respectivamente.

Foi realizada a andlise estatistica comparando as concentra¢cdes médias de glicose em
cada um dos tempos de coleta da amostra. Os coeficientes de comparacdo do teste estatistico
estdo representados pelos indices sobrescritos nos valores das médias de concentragdo de

glicose.

Tabela 4 — Concentragdo de glicose por tempo de hidrolise enzimatica para o Mesh 20.

Concentragdo de  Concentracdo
Tempo

) Amostra Absorbancia Glicose Média de
(g/l) Glicose (g/L)
A 0,324 4,87
1 5,12+0,254
B 0,351 5,37
A 0,419 6,62
2 6,61 +0,018
B 0,418 6,60
A 0,508 8,26
4 8,18 +0,08¢
B 0,499 8,10
A 0,495 8,02
6 8,36 +0,34€
B 0,532 8,71
A 0,598 9,92
8 9,97 + 0,05P
B 0,603 10,02
A 0,618 10,35
24 11,00 + 0,65°
B 0,691 11,65
A 0,625 10,47
30 10,85+ 0,38 P
B 0,668 11,24
A 0,569 9,47
48 8,60+ 0,87€
B 0,472 7,74

Fonte: Do autor (2021).
Na Figura 16, que ilustra a variagdo da concentragdo de glicose em fung@o do tempo
de hidrolise enzimatica para o Mesh 20, observa-se um perfil crescente para a concentragdo de

glicose até o tempo de 24 horas. Entre 24 e 30 horas, ha estabilidade na concentracdo de
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glicose, com uma leve reducgdo de 1,36% em comparacdo com o tempo anterior, seguido por
uma queda na concentragdo de glicose para o valor de 8,60 g/L no tempo de 48 horas.

A andlise estatistica apresenta diferencas significativas entre a concentracdo média
amostrada nos trés primeiros tempos, de 1, 2 e 4 horas; o tempo de 6 horas apresenta
concentragdo de glicose média significativamente igual ao tempo de 4 horas.

Entre os tempos de 8, 24 ¢ 30 horas ha uma concentracdo média de glicose
significativamente igual, porém diferente da concentragdo média no tempo de 48 horas. Essa
diferenca indica que o tempo de 8 horas ¢ o mais adequado para a producdo de glicose nas
condicdes estudadas para o Mesh 20, visto que, apos mais 16 horas de hidrélise, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na concentragdo média de glicose do meio reacional

que justifique a utilizacdo do tempo de 24 horas.
Figura 16 — Concentragdo de glicose em fungdo do tempo de hidrolise para o Mesh 20
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Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 5 — Concentragao de glicose por tempo de hidrdlise enzimatica para o Mesh 32

Concentragdo de

Tempo Concentragdo Média
Amostra  Absorbancia Glicose )
(h) de Glicose (g/L)

(g/L)
A 0,359 5,52

1 5,70 0,184
B 0,379 5,88
A 0,449 7,17

2 7,17 £ 0,008
B 0,449 7,17
A 0,513 8,36

4 8,36 £ 0,00¢
B 0,513 8,36
A 0,553 9,09

6 9,07 £ 0,03P
B 0,55 9,04
A 0,584 9,66

8 9,55+0,11P
B 0,572 9,44
A 0,585 9,68

24 9,36 +0,32P
B 0,55 9,04
A 0,520 8,48

30 8,63+0,15€
B 0,536 8,78
A 0,363 5,59

48 5,520,064
B 0,356 5,46

Fonte: Do autor (2021).

Para a variagdo da concentragdo média de glicose em fun¢do do tempo de hidrodlise
enzimatica para o Mesh 32, ilustrada na Figura 17, hd um crescimento na concentragdo de
glicose até o tempo de 8 horas, com uma estabilidade no tempo de 24 horas, apresentando um
leve decréscimo de 2,00% em relagdo ao tempo anterior.

A partir das 24 horas, ha uma queda acentuada na concentra¢do média de glicose, com
uma possivel degradacdo ou consumo dos agucares presentes no meio, visto que a
concentragdo média no tempo de 48 horas ¢ inferior a concentragdo média no primeiro tempo,
de 1 hora.

A analise estatistica apresenta diferencas significativas entre as médias dos quatro
primeiros tempos, 1, 2, 4 e 6 horas. As médias dos tempos de 8 e 24 horas sdo
estatisticamente iguais a média do tempo de 6 horas. O decréscimo nos tempos de 30 e 48
horas torna as médias desses tempos estatisticamente iguais aos tempos de 4 e 1 hora,

respectivamente.

‘
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Figura 17 - Concentracao de glicose em fungdo do tempo de hidrdlise para o Mesh 32
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Fonte: Do autor (2021).

As concentragdes médias de glicose em fungdo do tempo para o Mesh 42 estdo
ilustradas na Figura 18. Novamente, observa-se um perfil crescente até o tempo de 8 horas,
com um leve decréscimo no tempo de 6 horas, apresentando um desvio em relagdo aos perfis
analisados para os outros meshes. Tal desvio pode ter ocorrido tanto por algum erro
experimental ou variagdo durante a execucdo dos experimentos, quanto por uma degradacao
ou consumo dos agucares.

O tempo de 8 horas apresenta o maior valor médio de concentragdo de glicose, com
um valor de 12,00 g/L e desvio padrao de 1,04 g/L, seguido por uma queda na concentragdo
média para o tempo de 24 e 30 horas, que apresentam uma concentracdo média de glicose
estavel, com uma pequena variagdo. No tempo de 48 horas, ha mais uma leve queda na

concentragdo média de glicose.



Tabela 6 — Concentragao de glicose por tempo de hidrdlise enzimatica para o Mesh 42

Concentragdo de

Concentracdo Média

Tempo (h) Amostra  Absorbancia ) )
Glicose (g/L) de Glicose (g/L)
A 0,435 6,92
1 6,94 + 0,034
B 0,438 6,97
A 0,578 9,55
2 8,71 £ 0,854
B 0,486 7,86
A 0,594 9,85
4 10,02 + 0,184
B 0,613 10,20
A 0,577 9,54
6 9,88 + 0,344
B 0,614 10,22
A 0,654 10,96
8 12,00 + 1,044
B 0,767 13,04
A 0,492 7,97
24 8,79 £ 0,824
B 0,581 9,61
A 0,541 8,87
30 8,90 + 0,034
B 0,544 8,93
A 0,551 9,06
48 7,77 £ 1,284
B 0,412 6,49

Fonte: Do autor (2021).
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Apesar da apresentacdo de valores numericamente diferentes, com variagcdes de até

57,83% entre as concentragdes de glicose para diferentes tempos, a analise estatistica ndo

apontou diferencgas significativas entre as concentragdoes médias de glicose para o Mesh 42.

Apesar dos desvios-padrdo com valores maiores, o que dificulta a identificacdo, ainda

¢ possivel observar que o perfil de conversdo da biomassa em glicose ¢ semelhante ao dos

outros meshes estudados.
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Figura 18 - Concentracao de glicose em fun¢do do tempo de hidrdlise para o Mesh 42
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Fonte: Do autor (2021).

Para os dados da comparacgdo das concentragdes de glicose para cada mesh no mesmo
intervalo de tempo, embora os valores e os perfis da concentracdo de glicose em funcgdo do
tempo sejam numericamente diferentes, ndo foram constatadas diferencas estatisticas, o que
sugere que o tamanho das particulas, nas condicdes estudadas, ndo influenciou
significativamente em uma maior eficiéncia da hidrolise enzimatica.

Em todos os meshes estudados é possivel notar um crescimento na concentragdo de
glicose até um valor maximo, localizado entre os tempos de 8 e 24 horas, seguido por uma
queda. Supde-se que esta queda na concentragdo de glicose possa ter sido ocasionada por
contaminacdo do material por microrganismos, que a partir de determinado instante
comecgaram a consumir os acgucares produzidos, ou também pela degradacdo dos aglicares
formados ao longo da reagao.

A secagem prévia do bagaco de malte, realizada a 60°C, pode nao ter sido suficiente
para eliminar focos de contaminacdo do material por algum tipo de microrganismo

indesejado.
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4.4 Ajuste matematico dos dados

Quando analisados os perfis da concentragdao média de glicose em fungdo do tempo de
hidrolise enzimatica, observa-se um crescimento na concentracdo média com tendéncia
logaritmica até o tempo de 8 horas. Essa tendéncia ¢ validada pelo ajuste dos dados nas
equagdes e pelo coeficiente de determinagdo, apresentados na Tabela 7 e na Figura 19. Nas
equacgoes, y representa a concentragdo média de glicose em g/L e x o tempo em horas.

Tabela 7 — Ajuste logaritmico e coeficiente de determinag@o dos perfis de concentracdo média
de glicose até 8 horas de hidrolise enzimatica

Mesh Equacao Coeficiente de Determinagao (R?)
20 y = 2,1446 In(x) + 5,0955 0,9623
32 y = 1,8358 In(x) + 5,785 0,9975
42 y =2,0973 In(x) + 7,0138 0,9088

Fonte: Do autor (2021).

Figura 19 — Ajuste logaritmico dos pontos até o tempo de 8 horas.
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Os dados para a amostra de Mesh 32 apresentaram o melhor ajuste, com o coeficiente
de determinagdo igual a 0,9975. Os dados para as amostras dos outros dois meshes analisados,
apesar de apresentarem coeficientes de determinacdo inferiores ao do Mesh 32, ainda
apresentam um ajuste consideravel.

Quando se exclui os dados de concentracdo média de glicose para o Mesh 20 e 42
referentes ao tempo de 6 horas, que podem ter sido alvo de maiores erros experimentais, 0s
ajustes as equagdes apresentam coeficiente de determinag@o superior a 0,99 em ambos os

casos.
4.5 Calculo do Consumo Especifico de Energia

Para a realizag@o do calculo de Consumo Especifico de Energia, mediu-se a voltagem,
a amperagem e a poténcia da incubadora shaker utilizada durante o processo de hidrolise
enzimatica, para obter a quantidade de energia fornecida as amostras. Os resultados obtidos

com o auxilio do Wattimetro sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Voltagem, amperagem e poténcia da incubadora shaker

Medida Voltagem (V) Corrente (A) Poténcia (kW)
1 227 3,5 0,58
2 225 3,6 0,57
3 226 3,9 0,56

Fonte: Do autor (2021).

Os resultados obtidos para o Consumo Especifico de Energia estdo apresentados para
cada mesh e tempo de hidrdlise na Tabela 9.

Foi utilizada a poténcia média de 0,57 = 0,01 kW no calculo do Consumo Especifico
de Energia, e considerou-se que essa poténcia foi igualmente distribuida entre os seis frascos
amostrais, considerando assim o valor de 0,095 kW como a poténcia consumida para cada
amostra.

Como ja observado na analise da concentracdo média de glicose, o tempo 6timo de

hidrélise aconteceu entre 8 € 24 horas.
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Tabela 9 — Consumo especifico de energia médio na produgdo de glicose

Energia
Mesh 20 Mesh 32 Mesh 42
Tempo (h) consumida
(kWh/g glicose) (kWh/g glicose) (kWh/g glicose)
(kWh)
1 0,57 0,372 £ 0,026 0,334 £ 0,015 0,274 £ 0,001
2 1,14 3,448 + 0,007 3,178 = 0,000 2,644 + 0,363
4 2,28 5,575 + 0,080 5,458 £ 0,000 4,550 £ 0,112
6 3,42 8,191 £ 0,473 7,545 + 0,033 6,931 £0,337
8 4,56 9,149 £ 0,060 9,547+ 0,156 7,658 £0,939
24 13,68 24971 £2,093 28,264 +1,427 31,400 + 4,143
30 17,1 31,552+ 1,578 39,632 +0,958 38,427+ 0,183
48 27,36 64,253 +9,144 99,068 + 1,637 72,356 + 16,912

Fonte: Do autor (2021).

Nota-se através dos dados da Tabela 9 que em 24h hd um aumento no consumo
especifico de energia de, aproximadamente, 173% para o mesh 20, 196% para o mesh 32 e
310% para o mesh 42, quando s6 houve aumento na concentracdo média de glicose para o
Mesh 20, que foi de aproximadamente 10%. Para os Meshes 32 e 42, houve uma reducdo de
2% e de 26,75%, respectivamente, nas concentragcdes médias de glicose.

Deste modo, esse indicador demonstrou que ocorre um melhor equilibrio entre a

producdo de agucares redutores e o consumo energético no tempo de 8§ horas.
4.6 Rendimento da hidrdlise

Para a analise do rendimento da hidrélise e da conversdo da biomassa, considerando-
se a carga de 5% de bagaco de malte em cada meio reacional, o que equivale a 2,5 g de
bagago de malte, calculou-se o rendimento de glicose em fungdo da massa inicial de material
utilizada para cada tempo de hidrolise. Os valores médios e o desvio padrdo obtidos sdo

apresentados na Tabela 10.



Tabela 10 — Rendimento percentual (%) da hidrélise do bagaco de malte

Tempo (h) Mesh 20 Mesh 32 Mesh 42
1 10,24 £ 0,70 11,40 + 0,52 13,89 £ 0,07
2 13,22 +£0,03 14,35+ 0,00 17,41 £2,39
4 16,36 + 0,23 16,71 £ 0,00 20,05 + 0,49
6 16,73 £ 0,97 18,13 + 0,08 19,76 £ 0,96
8 19,94+ 0,13 19,11+ 0,31 24,00 £2,94
24 21,99 + 1,84 18,72 £ 0,91 17,58 £2,32
30 21,71 £1,09 17,26 + 0,42 17,80 £ 0,08
48 17,21 £2,45 11,05+ 0,18 15,55 £ 3,63

Fonte: Do autor (2021).

Comparando os melhores resultados de conversdo obtidos por meshes, temos os
valores de 21,99% para o Mesh 20, 19,11% para o Mesh 32 e 24,00% para o Mesh 42. Nota-se
que, quando comparados os rendimentos para o tempo de 8 horas, houve um aumento de 20%
no rendimento médio de glicose da hidrdlise para o Mesh 42 em relagdo ao mesh 20, e de 25%
em relacdo ao mesh 32.

Tais resultados indicam que o bagaco de malte possui um potencial promissor na
produgdo de etanol de segunda geracdo, visto que foram alcangadas conversdes maximas em
torno de 20% apenas com a aplicagdo de um pré-tratamento fisico.

Luft (2016) comparou trés tecnologias alternativas para a realizagdo da hidrolise
enzimatica do bagago de malte, com agitacdo mecanica, sonda de ultrassom e CO:
supercritico, utilizando o complexo amilolitico STARGEN™ (02 e diferentes variaveis para

cada tecnologia. Obteve os rendimentos massicos de 7,55% para a agitagdo mecanica, 37,09%
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para ultrassom com sonifica¢do direta, 16,58% para ultrassom com sonificagdo indireta e
21,94% para COz supercritico.

Salla (2008) apresentou um rendimento industrial de 343 kg de acticares para 1000 kg
de raizes de mandioca, equivalente a um rendimento de 34,3%. Ferreira et al. (2013)
analisaram a hidrolise acida e a hidrélise enzimatica de farinha de arroz, obtendo os resultados
de 2,25 mg/g de farinha no tempo de 9 horas para a hidrélise acida e 46,60 mg/g de farinha
para a hidrdlise enzimatica no tempo de 2 horas, equivalentes a 0,225% e 4,66%

respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Nas condig¢des estudadas, constatou-se que o didmetro das particulas ndo apresentou
influéncias estatisticamente significativas na produ¢do de glicose, com o tempo de 8 horas
sendo o ideal para a hidrdlise, tanto em relagdo a producdo de glicose quanto ao gasto
energético. Além disso, pode-se observar que a conversdo da biomassa em glicose segue um
padrio que se ajusta em equacdes logaritmicas até certo intervalo de tempo.

O bagago de malte apresentou um alto potencial como matéria-prima para a produgao
de etanol de segunda geracdo, visto que, apenas com um pré-tratamento fisico simples como a
moagem, apresentou uma boa conversao de agucares, com valores em torno de 20%.

Sugere-se que outras variaveis do processo sejam analisadas futuramente, objetivando
uma maior produgdo de glicose e melhores valores para o indicador de consumo energético,
além da analise completa do bagaco de malte para produgdo do etanol 2G, levando em

consideragdo os rendimentos das etapas de fermentacao e purificagao.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sugerem-se a analise de outros pré-tratamentos, principalmente
pré-tratamentos capazes de inibir a acdo de microrganismos, o uso de outros tipos e
concentragcdes de enzimas, bem como andlises com diferentes cargas de bagago no meio
reacional. Além disso, dar sequéncia neste trabalho, com um scale-up para analisar o

rendimento na etapa de fermentagdo na producdo de etanol 2G.
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