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RESUMO

O agronegocio tem contribuido de forma efetiva para a economia brasileira como a producéo de grdos como o milho
que pode ser empregado em diferentes processos industriais incluindo a producéo de etanol combustivel. O estudo
visa realizar um levantamento do processo de producédo de etanol de milho e a produtividade deste grdo no Brasil,
aplicar tratamentos granulométricos e o consumo de sélidos soltveis. Uma pesquisa exploratéria descritiva foi
realizada a respeito do processo de producédo de etanol de milho. A moagem foi realizada com moinho manual e a
separacdo da granulometria por peneira de mesh, aos quais foi adicionado as enzimas e obtido um hidrolisado que
foi utilizado para a avaliacdo do consumo de sélidos sollveis pelas leveduras. A produtividade do milho vem
aumentando a cada safra principalmente na regido Centro-Oeste. O tratamento 3 apresentou um melhor rendimento
e propiciou 0 maior consumo de agucar pelas leveduras analisadas.

Palavras-chave: Hidrolisado; fermentacéo; leveduras.

ABSTRACT

Agribusiness has contributed effectively to the Brazilian economy as the production of grains such as corn that can
be used in different industrial processes including the production of fuel ethanol. The study aims to carry out a survey
of the corn ethanol production process and the productivity of this grain in Brazil, apply granulometric treatments
and the consumption of soluble solids. Descriptive exploratory research was carried out regarding the corn ethanol
production process. Grinding was carried out with a manual mill and the granulometry was separated by a mesh
sieve, to which enzymes were added and a hydrolyzate was obtained that was used to evaluate the consumption of
soluble solids by the yeasts. Corn productivity has been increasing with each harvest, mainly in the Center-West
region. Treatment 3 showed a better yield and provided the highest sugar consumption by the analyzed yeasts.
Keywords: Hydrolyzate; fermentation; yeast.
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RESUMEN

La agroindustria ha contribuido de manera efectiva a la economia brasilefia como la produccién de granos como el
maiz que pueden ser utilizados en diferentes procesos industriales, incluida la produccion de etanol combustible. El
estudio tiene como objetivo realizar un levantamiento del proceso de produccion de etanol de maiz y la productividad
de este grano en Brasil, aplicar tratamientos granulométricos y el consumo de solidos solubles. Se realizé una
investigacion exploratoria descriptiva respecto al proceso de produccion de etanol de maiz. La molienda se realizd
con un molino manual y la granulometria se separ6 por tamiz de malla, al que se le agregaron enzimas y se obtuvo
un hidrolizado que sirvi6 para evaluar el consumo de sélidos solubles por parte de las levaduras. La productividad
del maiz ha ido aumentando con cada cosecha, principalmente en la region Centro-Oeste. El tratamiento 3 mostro
un mejor rendimiento y proporciono el mayor consumo de azucar por parte de las levaduras analizadas.

Palabras clave: Hidrolizado; fermentacién; levadura.

INTRODUCAO

A demanda por combustiveis e por energia
vem crescendo a cada ano, entretanto, grande parte séo
provenientes de fontes fosseis que estdo se esgotando.
Este fato tem impulsionado a busca por novas fontes de
energia. Assim, as fontes renovaveis apresentam-se
como promissoras desempenhando um papel cada vez
mais importante para a sociedade e para a economia
(LIEW et al., 2014). Neste

biocombustiveis surgem como

contexto, 0s
alternativas
promissoras para reduzir a dependéncia do petréleo
como principal matriz energética. Um bom exemplo é
0 etanol, um combustivel produzido a partir de energias
renovaveis, as biomassas e que pode ser utilizado em
motores de combustao interna podendo substituir uma
parcela dos combustiveis fosseis (SUHAIMI et al.,
2012).
O etanol combustivel possui caracteristicas que
0 tornam promissor, pois pode ser misturado a gasolina,
possui vantagens como de propiciar uma redugdo nas
emissdes de monoxido de carbono, hidrocarbonetos e
enxofre na atmosfera (GOLDEMBERG;
GUARDABASSI, 2009), sendo
biodegradavel (JOHN et al., 2011). Sua producdo é

realizada principalmente através de processos de

também

biotransformacéo e podem ser de primeira ou segunda
geracdo (BAEYENS et al., 2015). Para a producéo de
etanol de primeira geragdo sdo utilizadas as matérias-

primas ricas em agucares fermentesciveis, como milho,

mandioca e cana-de-agucar (ZABED et al., 2017;
AZHAR et al., 2017).

De acordo com Manochio et al. (2017), as
matérias-primas ideais para a producdo de etanol
devem ter caracteristicas como: alta produtividade
agricola, curtos ciclos produtivos, baixo consumo
energetico, baixo custo de producéo entre outras. Neste
contexto, destaca-se o milho, uma cultura que
apresenta alta capacidade para ser empregada nha
producdo de bioetanol. Esta cultura é originaria do
México e vem sendo cultivada em todos os continentes,
ocupando o equivalente a 147 milhdes de hectares em
todo 0 mundo, sendo de grande importancia, pois além
de fornecer produtos alimenticios é utilizado como
matéria-prima para a indudstria, dada a natureza das
reservas de nutrientes acumuladas em seus graos
(CHIOCHETTA JUNIOR, 2020).

O Brasil tem se destacado como um celeiro de
alimentos para o mundo, produzindo e exportando os
commodities a partir de indmeras culturas. Neste
contexto o agronegdcio tem contribuido de forma
efetiva para a economia brasileira, com o milho se
destacando em produtividade. Nos altimos 20 anos,
este grdo apresentou um aumento de 193,55% em
relacdo a &rea de plantio. As cultivares plantadas no
Brasil estdo apresentando nimeros expressivos, Vvisto
que em 2017 foi de aproximadamente 97,84 milhdes,
em relacdo a safra de 2018/19 a producéao nacional de
milho foi de 29,37 bilhdes de toneladas, cultivados em

4,74 milhdes de hectares, alcangando produtividade
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média de 103,23 kg/ha de acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018).

Em virtude do Brasil ser um grande produtor
de milho, com recorde de safra a cada ano e devido a
composicdo dos seus graos, esta cultura pode ser
explorada como biomassa para diferentes seguimentos
industriais, como por exemplo na producéo de etanol.
Ademais, neste pais 90% da producdo deste
biocombustivel estd nas regides Sudeste e Centro-
Oeste (VIDAL, 2020). Os principais polos de produgéo
sdo 0 Mato Grosso, que tem produzido super safras
deste gréo e mais recente o Mato Grosso do Sul. Desta
forma o aproveitamento do milho como matéria-prima
para a producao de etanol pode alavancar os nimeros
de produtividade e rendimento de etanol no Brasil,
assim como colaborar para a producéo de energia limpa
e ambientalmente correta

O milho possui alto teor de amido o que torna
viavel a sua utilizacdo para diferentes processos,
inclusive de bioetanol. Contudo, para que haja um
rendimento e uma eficiéncia de processo é necessario a
utilizagdo de enzimas para um pré-tratamento do
amido, um carboidrato facilmente encontrado
resultante da unido de moléculas, insollvel em agua,
gue se aglomeram em tamanhos variados. Assim, este
estudo visa realizar um levantamento do processo de
producdo de etanol de milho, a produtividade deste
grdo no Brasil, bem como avaliar os tratamentos de
granulometria para a obteng&o do hidrolisado e analisar
o0 consumo de sélidos sollveis totais por linhagens de

leveduras industriais.

MATERIAIS E METODOS
Processo de producéo de etanol de milho

Foi realizada uma pesquisa exploratoria
descritiva a respeito do processo de producéo de etanol

de milho e de suas etapas. Foram utilizados

documentos  publicados como  artigos, teses,
dissertacdes e sites, os quais ofereceram respaldo a
discusséo e aprimoramento da pesquisa. Este método
caracteriza-se como uma revisdo sistematica da
literatura, na qual sdo classificados o0s estudos,
explorados os dados e apresentados os resultados de

forma descritiva (ROQUE et al., 2017).

Levantamento do comportamento da safra de
milho (2009/10 a 2018/19) no Brasil

Foi realizado uma pesquisa exploratéria
qualitativa e quantitativa para analisar o panorama do
comportamento da safra de milho no Brasil. Para tanto
foi realizado um recorte temporal e o periodo avaliado
foi entre as safras 2009/10 a 2018/19.

A coleta de dados foi em base documental
nacional de acesso livre e as informagdes foram
compiladas conforme o delineamento do artigo, assim
foram observadas e analisadas dentro do recorte
temporal quanto a &rea plantada e a producdo no
territorio nacional e em relacéo as regides brasileiras.

Para Araljo e Alvarenga (2011), a pesquisa
exploratdria auxilia na compreensdo dos fendmenos
pesquisados, uma vez que dentro deste contexto sdo
selecionados os materiais com ordem de importancia

documental quanto ao seu contetdo.

Enzimas e microrganismos

As enzimas pectinex, a-amilase e glucoamilase
foram obtidas junto a empresa de Biotecnologia
Latino-Americana - LNF, Rio Grande do Sul. As
leveduras utilizadas foram a FT858 e a Ragi Instam
fazem parte da colecdo de leveduras do Laboratorio de
Biotecnologia, Bioquimica e Biotransformagdo do
Centro de Estudos em Recursos Naturais-CERNA da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul-
UEMS/Dourados-MS.
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Hidrdlise e sacarificacdo do amido do milho

O milho utilizado foi obtido no comercio local,
sendo inicialmente triturado de forma mecénica com o
auxilio de um moinho manual e posteriormente passou
por um processo de separacdo de tamanho de material
triturado utilizando peneiras de mesh, as diferentes
granulometrias foram identificadas como Tratamento 1
(9 mesh); Tratamento 2 (16 mesh); Tratamento 3 (32
mesh) e Tratamento 4 (80 mesh).

Para a obteng&o do hidrolisado foram pesados
100g de cada tratamento e adicionado cinco litros de
agua. A mistura permaneceu sob aquecimento por 30
minutos. Apos este periodo a temperatura foi elevada a
60 °C, sendo adicionada a enzima pectinex sob
agitacdo constante por 30 min, em seguida a
temperatura foi elevada a 90 °C e a a-amilase foi
adicionada e apds 60 min de agitacdo a temperatura foi
entdo reduzida a 60 °C e adicionada a Glucoamilase.
Apos 60 min de reacéo foi realizado o resfriamento do
hidrolisado. A sacarificagdo foi acompanhada por um
refratdmetro portatil e o pH por um pHmetro digital de
bancada. Apds o procedimento o caldo foi novamente
aquecido por 60 min a 100 °C para a concentra¢éo dos
s6lidos sollveis totais (°Brix). Posteriormente, o caldo
foi filtrado para ser utilizado nos experimentos
foram desenvolvidas

fermentativos. As etapas

conforme o esquema que segue:

Avaliacdo do consumo de solidos soltveis (°Brix)
Foram feitos pré-indculos utilizando o meio
YPD 2%, contendo 1,0% (m v ) de extrato de levedo;
1,0% (m v 1) de peptona; 2,0% (m v ) de glicose,
esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos, nos
quais foram inoculadas 0,10 gramas das leveduras
FT858 e Ragi Instam liofilizadas que permaneceram
incubadas a 30 °C por 12 horas a 250 rpm. Apoés este

periodo as células foram recuperadas por centrifugacéo

(800rpm/20min), ressuspendidas e lavadas por trés
vezes consecutivas em solu¢do salina (0,85%),
resultando em uma concentracdo final de 10 mg mL™*
de massa Umida que prontamente foi utilizada nos
experimentos fermentativos que foram conduzidos em
frascos de erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL do
caldo esterilizado que foram dispostos para a incubagéo
a 30 °C. Em tempos pré-definidos foram realizadas as
andlises de assimilacdo de acgucar (°Brix) pelas
leveduras utilizando um refratdbmetro portatil. Foi
utilizado o caldo de cana nas mesmas condigdes
experimentais como padrdo de comparacdo entre 0s
tratamentos para avaliar a eficiéncia na assimilagéo dos

acucares e na fermentacao.

Figura 1. Fluxograma do processo de producéo do

hidrolisado de milho.

100g de milho + 5L de dgua
Agitacdo por 30 min. com de pH 5,0a 6,0

Pectinex
Temperatura de 60 °C e agitacdo por 30 min

g-amilase
Temperatura de 90 °C e agitacdo por 60 min

Glucoamilase
Temperatura de 60 °C ¢ agitacéo por 60 min

Concentracdo do caldo
Temperatura de 100°C por 60min e pH 5,0 a 5,5

Fonte: Elaborado pelos autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de etanol de milho passa por etapas
distintas para o preparo do substrato a ser fermentado
(Figura 2), tendo inicio com a moagem dos gréos para
facilitar a agdo das enzimas. Este processo resulta em
um licor rico em agucares conhecido como hidrolisado
que entdo é fermentado pelas leveduras. As etapas mais
importantes deste processo sdo o preparo dos graos e a

hidrolise deste material. Podem ser, ainda, empregados
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dois métodos para o tratamento dos grdo sendo o
processo por via Umida ou por via seca, sendo esta
Gltima a mais utilizada consistindo na moagem dos
grdos de milho e posterior adicdo de agua e enzimas,
as quais promovem a hidrélise do amido em cadeias
menores de acUlcar, neste caso, 0 Unico coproduto do
etanol é um suplemento proteico (DDGS - Distillers
Dried Grains with Solubles) e o diéxido de carbono
(Figura 2).

De acordo com Bortoletto e Alcarde, (2015),
na producéo de etanol a partir do milho sdo aplicadas
tecnologias modernas que incluem o tratamento de

moagem dos grédos e outras como as fermentacGes com

mosto de alta densidade a partir de milho moido ou
triturado que propicia a acdo das enzimas na hidrélise.

Na producdo de etanol por fermentacdo, duas
etapas sdo empregadas para hidrolisar o amido, a
liquefacdo e a sacarificacdo. Na liquefagdo, o amido é
primeiro gelatinizado em alta temperatura, seguido
pela conversdo de amido liquefeito em produtos de
cadeia curta, usando a enzima a-amilase, em seguida,
emprega-se a glucoamilase que atua nos granulos de
amido liquefeito promovendo a sacarificagdo que
consiste na formacao de glicose a partir de dextrinas
(ZABED et al., 2017).

Figura 2. Fluxograma geral do processo de obten¢do de bioetanol de milho (via seca).

[ Milho }—{ Moagem |-

(a-amilase)

Sacarificagdo

A andlise da producdo de milho no Brasil
demonstra que ao longo das safras de 2009/10 a
2017/18 manteve-se acima das 50 mil toneladas, ja na
2018/19 a producdo chegou a 100 mil toneladas, ndo
apresentando um aumento da area plantada (Gréfico 1).
Tal resultado sugere que o desenvolvimento de
tecnologias voltadas ao plantio e ao desenvolvimento
de cultivares tenha colaborado para este ganho em

producdo.

——
Liquefagdo

(Glicoamilase)

. .
Fermentacgdo

(Levedura)

Centrifugagdo ]—*[ Evaporagdo ]
i

Fonte: Adaptado de BNDES (2008).

A cadeia produtiva do milho (Zea mays L.)
constitui um dos segmentos econdmicos importantes
do agronegdcio brasileiro (CONAB, 2017). Seus graos
possuem alto valor nutricional amplamente utilizado na
composicdo de alimentos tanto para consumo humano
como animal, uma vez que se trata de uma cultura de
baixo custo que possui vantagens pois pode ser
cultivado em pequena e grande escala (GALVAO et al.,
2014). O milho é uma das principais culturas plantadas

no mundo e o Brasil ocupa a terceira colocacdo no
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ranking de produtividade deste grdo de acordo com a
Food and Agriculture Organization (FAO, 2020).

O milho, considerado como uma biomassa,

pode ser também uma matéria-prima para outros
processos industriais como a

biocombustiveis (MANOCHIO et al., 2017).

producdo de

além de uma fonte de nutrientes para a alimentagéo

Gréfico 1. Evolucdo da producdo de milho no Brasil em relacéo a area plantada entre as safras de
2009/10 a 2018/19.
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Fonte: Elaborada pelos autores. Adaptada de CONAB (2020). 112

Na anélise da produgdo de milho por regido
pode-se observar que a regido Centro-Oeste vem se
destacando, visto que houve um crescimento gradativo
ao longo das safras apresentando um crescimento de
212% na safra de 2018/19 em relagéo a 2009/10 (Figura
3). Possivelmente as condicdes edafoclimaticas desta
regido corroborem com 0s numeros de produtividade
desta cultura e também do desenvolvimento de
tecnologias aplicadas a esta cultura bem como nesta
regido se destaca os estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do sul como grandes celeiros de producéo deste
gréo.

De acordo com a CONAB (2017) o aumento da
producdo de gréo esté relacionado com fatores como a
utilizagdo de novas areas propensas ao cultivo em
novas fronteiras agricolas e ao desenvolvimento e

implementacdo de tecnologias que aprimoraram a

produtividade de gréos. Tais tecnologias desempenham
um papel importante na agricultura, pois propiciam o
aumento de producdo no campo sem aumento de area
plantada.

Outro fator que colabora com o aumento da
producdo deste grao é a sua utilizagdo na sucessédo de
culturas, sendo uma alternativa adotada para a quebra
do ciclo de algumas pragas e doengas como por
exemplo da cultura da soja (GIACHINI et al, 2017),
proporcionando, ainda, uma produgéo de palhada que
viabiliza o plantio direto e a ciclagem de nutrientes do
solo, entre outras. Estas praticas impulsionaram a
producdo de milho da regido Centro-Oeste,
principalmente no estado de Mato Grosso que assumiu
0 protagonismo na producéo deste gréo (SOUZA et al,
2018).



Figura 4. Mapa das regides do Brasil que apresentam o aumento da producdo de milho entre as safras de 2009/10 a 2018/19.

Regides do Brasil

Regido/UF 2009/10 2018/19 producio (%)
Norte 1.286.5 3.076.3 139
Nordeste 42736 6,676.8 56
Centro-Oeste 16,906.8 52,8259 212
Sudeste 10.715.6 12,1534 13
Sul 22.835.6 253103 11
0 250 500 1.000 Km fl'
1

Safras (em mil toneladas) Aumento da

Fonte: Elaborada pelos autores. Adaptada de Conab (2020).

A avaliacdo dos tratamentos de granulometria
aplicados aos grdos de milho apos a acdo enzimatica,
resultou em um hidrolisado com concentracdo de
solidos sollveis totais em torno de 20 °Brix e pH na
faixa de 5,0 e 55 (Tabela 1). O tratamento trés
apresentou melhor eficiéncia, visto que estava com
concentracdo de agucares e pH ideal para fermentacéo.
Neste sentido, sugere-se que o pré-tratamento é um dos
pardmetros a ser considerado para uma eficiente
disponibilidade de acUcares que estdo contidas nos
grédos de milho. O tratamento do grdo quanto a moagem
deve ser um processo bem estruturado e ajustado dentro
da planta industrial, uma vez que pode interferir
diretamente na qualidade do hidrolisado que deve
proporcionar uma condicdo favoravel para que ocorra
a fermentacdo.

Algumas biomassas apresentam cadeias
complexas de agucares necessitando de certos pré-
tratamentos antes de serem utilizadas nos processos
biotecnoldgicos, principalmente quando o objetivo é a
extracdo da glicose ou para a aplicagdo em

bioconversdo como o caso da produgéo de bioetanol

por fermentacdo. O pré-tratamento, geralmente, é
utilizado visando a hidrdlise que pode correr
separadamente antecedendo a fermentac&o ou de forma
simultanea, apresentando nesta Ultima economia e
agilidade no processo (GU et al., 2018; KWON et al.,
2016).

sacarificacdo enzimatica constitui

Neste sentido, pode-se inferir que a
0 gargalo do
processo (ALIO et al., 2020). No entanto, a eficiéncia
desta etapa garante rendimento e produtividade que
somente sera alcancada otimizando os parametros
operacionais, como carga enzimatica, carga solida,
velocidade de agitacéo, aditivos em meio hidrolisado e
tempo de hidrolise (ZHANG et al., 2018).

Estudos realizados por Ramirez-Cadavid et al.
(2016), apontaram que o tamanho da particula do gréo
de milho influencia no processo e na a¢do das enzimas
resultando no aumentar do rendimento de etanol, uma
vez que propicia uma melhora na acessibilidade da
enzima sobre o amido. De acordo com Naidu et al.
(2007), com particulas de milho menores apds a
moagem pode-se obter um incremento no rendimento

de etanol em torno de 20%.
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Tabela 1. Rendimento do hidrolisado e parametros tecnolégicos obtidos em cada tratamento ap06s a acdo enzimatica.

Tratamentos Rendimento (mL) Concentracédo de Solidos pH
Soluveis Totais (°Brix)

1 300 19 5,0

2 300 19 5,0

3 300 20 55

4 200 18 5,5

Fonte: Elaborada pelos autores com dados da pesquisa.

Na avaliacdo do consumo de solidos sollveis
pelas leveduras FT858 e Ragi Instam foi similar em
ambos os substratos analisados. No entanto, observou-

se que no tratamento 3 ocorreu maior consumo de

solidos soluveis (Gréafico 2). Salienta-se que todas as
etapas do processo foram desenvolvidas de forma
eficiente o que propiciou uma habil assimilacdo dos

agucares pelas leveduras.

Grafico 2. Assimilacdo de sdlidos sollveis totais (°Brix) pelas leveduras FT858 e Ragi Instam cultivadas em hidrolisado a
base de milho com diferentes tratamentos de granulometria.
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Fonte: Elaborada pelos autores com dados da pesquisa.
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Legenda: T1 (Tratamento 1); T2 (Tratamento 2); T3 (Tratamento 3) e T4 (Tratamento 4).

A levedura tem necessidades nutricionais

especificas que atuam no seu desempenho
fermentativo, assim o substrato a ser convertido deve
conter alguns nutrientes como carbono, nitrogénio,
vitaminas e minerais (WALKER; STEWART, 2016).

Nos estudos realizados por Barros et al.

(2019), utilizando um hidrolisado a base de residuo de

mandioca rico em amido, as leveduras Catanduva-1 e
Pedra-2 na forma de mix, apresentaram uma melhor
conversao do substrato. Nossos resultados em relacdo
ao hidrolisado corroboram com resultados da
literatura, uma vez que este substrato apresenta um
abundancia de amido. Sugerindo que o milho possui

um alto potencial a ser explorado pelo setor
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biocombustiveis para producdo de etanol, contudo,
devem ser aprimoradas novas tecnologias a serem
incorporadas ao processo de produgdo visando
aumentar a concentracdo de solidos soluveis.

O volume de produgéo de milho no Brasil na
safra de 2018/19 foi de 2,4% com estimativas de
alcancar 8,4% na safra 2020/21 e perspectivas de uma
producdo de 2,7 bilhdes de litros, vislumbrando um
crescimento na produgéo de etanol de milho em torno
de 60% de acordo com Vidal (2020).

CONCLUSAO

No processo de producédo de etanol de milho,
a etapa de tratamento dos gréos é relevante pois facilita
a abertura dos grdos para expor 0s agUcares
fermentesciveis para a acdo eficiente das enzimas,
sendo que o processo mais utilizado é a moagem dos
gréos a seco.

A produtividade do milho vem aumentando a
cada safra com a utilizag&o de tecnologias propiciando
uma reducgdo nos custos de producdo com destaque
para a regido Centro-Oeste que possui uma alta
produtividade do milho.

No tratamento 3 com granulometria de 32
mesh possibilitou um melhor rendimento do
hidrolisado em relacdo a concentracdo de soélidos
soluveis (°Brix) e pH. Este tratamento mostrou-se
eficiente, uma vez que houve um maior consumo de
acucar pelas leveduras analisadas. A trituracdo é uma
etapa importante para a ser considerada na execucdo
do processo que utiliza o0 milho como matéria-prima

para a producéo de etanol.
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