ENDEQ

ESTADO DA ARTE DA PRODUCAO DE ETANOL DE MILHO: UMA
MINI-REVISAO

D. Tindcol, Y. S. Lourenco?, L. S. Alves?, P. H. M. S. Machado?, H. S. Gongcalves?, C.
P. Barreto?

!Departamento de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil (dtinoco@eq.ufij.br)
’Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

O milho ¢ promissor na transi¢do energética via bioetanol, embora a estrutura do amido
exija complexas etapas de solubilizagéo e hidrdlise. Este estudo revisou o estado da arte da
producdo de etanol amilaceo nos tltimos 25 anos. As principais abordagens identificadas
foram o desenvolvimento de transformantes amiloliticas, caracteriza¢do do amido,
configuracdes do bioprocesso e outras estratégias operacionais, o que forneceu um
arcabouco teodrico para a producdo de etanol de milho em larga escala.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é um dos cereais mais cultivados
e consumidos globalmente, segundo a Organizagéo
das Nagoes Unidas para a Alimentagéo ¢ a Agricultura
(FAO). Suas principais aplicagdes incluem a
alimentagdo humana ¢ animal, produgdo de
biocombustiveis (etanol, principalmente) e outros
processos industriais a base de amido, sendo, portanto,
um pilar central para a seguranca alimentar e o
agronegocio (FAO, 2026). Com uma produgdo de
cerca de 1,2 bilhdo de toneladas em 2024, o milho é
considerado a segunda commodity mais importante do
mundo, cuja producdo perde apenas para a cana-de-
agucar. Os maiores produtores sdo os Estados Unidos
da América (EUA), China e Brasil, respondendo por
mais de 785 milhdes de toneladas somente em 2024
(FAOSTAT, 2026). O mercado de milho foi estimado
em aproximadamente US$ 310,8 bilhdes em 2025,
com projecdes de US$ 372,4 bilhdes para 2031, o que
representa uma taxa de crescimento anual composta
(do inglés, CARG) de 3,06% no periodo 2026-2031.
Essa previsdo se justifica por fatores estruturais
favoraveis, como o aumento de dietas com maior teor
proteico, desenvolvimento de culturas hibridas de alto
rendimento, ampliacdo do armazenamento de graos
nas propriedades rurais, e metas de mistura de
biocombustiveis a gasolina para reduzir a dependéncia
de combustiveis fosseis e as emissoes de gases de
efeito estufa (Mordor Intelligence, 2026).

Nesse contexto, o milho tem ganhado cada vez mais
expressividade enquanto matéria-prima para a geragao
de biocombustiveis como o etanol, principalmente em
mercados onde tradicionalmente outros recursos
naturais t€m dominado a produgdo de bioenergia.
Atualmente, Brasil ¢ EUA respondem juntos por mais

de 80% da producdo mundial de etanol combustivel a
partir de cana-de-agticar e milho, respectivamente
(EPE, 2025). O mercado de etanol foi estimado em
USS$ 97,5 bilhdes em 2025, com projecdo de US$ 141
bilhdes para 2033, a uma CARG de 4,6% no periodo
2026-2033. O apoio regulatério por meio de
incentivos fiscais ¢ subsidios para combustiveis
renovaveis tem incentivado a expansao da capacidade
produtiva e mnovos investimentos em projetos
envolvendo a geracdo de bioetanol (Grand View
Research, 2026).

Em 2024, dos 122 bilhdes de litros de etanol
combustivel produzidos, 45,1 bilhdes foram
atribuidos ao Brasil. Desse montante, 7,8 bilhdes de
litros foram originados do milho, o que representa um
aumento de 32% em relagdo ao ano anterior (EPE,
2025). O interesse no milho para a produgdo brasileira
de etanol decorre, principalmente, da sua capacidade
produtiva e possibilidade de manter o setor
competitivo ao longo de todo o ano, especialmente no
periodo entressafra da cana. Uma tonelada de milho é
capaz de gerar de 400 a 460 L de etanol, e responder
por mais de 70% da producdo total de etanol
combustivel no periodo de dezembro a margo
(entressafra da cana), como verificado para a regido
Centro-Sul do pais em 2024. Portanto, o etanol de
milho tem apresentado grande relevancia para o
mercado nacional de bioenergia (MAPA, 2025).

No Brasil, a participacdo do milho na produgdo de
etanol combustivel tem sido também estimulada pela
Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio),
de dezembro de 2017, como estratégia para atender
aos compromissos globais sobre mudangas climaticas,
seguranca energética, descarbonizagdo do setor de
transportes e desenvolvimento sustentavel (BRASIL,
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2017). Além disso, o etanol de milho representa uma
oportunidade de negocio de rapido retorno (payback),
implantacdo e crescimento de mercado (ramp-up),
requerendo um menor custo de capital (CAPEX)
comparado ao etanol de cana de 1% geracdo. A
infraestrutura das tradicionais destilarias brasileiras
pode ser otimizada para receber o milho, o que reduz
a ociosidade das unidades de produgdo no periodo
entressafra. Por fim, o portfolio industrial pode ser
diversificado com o aproveitamento do 6leo de milho
e das fragdes proteicas, como DDG (do inglés, Grios
Secos de Destilaria) e DDGS (do inglés, Graos Secos
de Destilaria com Soluveis) (EPE, 2018).

Apesar das vantagens, o bioprocesso de producdo de
etanol de milho enfrenta limitagdes associadas as
caracteristicas estruturais e cinéticas do amido.
Diferentemente do caldo de cana-de-agtcar, rico em
sacarose, um agucar de facil solubilizagdo pelos
tradicionais produtores microbianos de etanol, o
amido requer uma etapa de desestruturagdo de seus
granulos formadores para disponibilizagdo dos
acucares fermentesciveis (glicose). A digestibilidade
do amido depende da composi¢do de amilose e
amilopectina, comprimento das cadeias formadoras, e
cristalinidade, o que afeta diretamente o processo de
hidroélise. Como resultado, etapas adicionais incluindo
a gelatinizacdo e liquefacdo do amido a elevadas
temperaturas sdo necessarias. Além disso, uma etapa
de sacarificagdo enzimatica do amido, posterior ao
pré-tratamento, ¢ requerida, o que ¢é alcancada a partir
da aplicag@o de enzimas amiloliticas, principalmente,
a-amilase e glucoamilase (Niu et al., 2023). Do ponto
de vista cinético, a estrutura macromolecular do amido
¢ incapaz de penetrar nas células microbianas
industriais tipicas, o que exige o desenvolvimento de
novas linhagens por engenharia genética (Wei ef al.,
2024). Por fim, diferentes configuragdes do
bioprocesso podem ser estabelecidas visando a
maxima eficiéncia de producao de etanol, o que inclui
os sistemas SSF (do inglés, Sacarificacdo e
Fermentag@o Simultaneas), SHF (do inglés, Hidrolise
e Fermentagdo Separadas), SScF (do inglés,
Sacarificagdo e Co-fermenta¢do Simultaneas) e CBP
(do inglés, Bioprocesso Consolidado) (Tindco, 2022).

O objetivo deste estudo foi determinar o estado da arte
da producdo de etanol amilolitico a partir de milho,
destacando as principais abordagens investigadas nos
ultimos 25 anos para a sua viabilizagdo técnica e
econdmica. Alguns dos documentos cientificos
indexados na plataforma Scopus (Elservier),
publicados no periodo 2000-2025, foram analisados e
as suas informacdes sumarizadas nesta breve revisao.
As investigagdes se concentraram principalmente em
estudos envolvendo engenharia genética para o
desenvolvimento de transformantes amiloliticas,
caracteriza¢do do amido para otimizagdo do seu pré-

tratamento e hidrélise, configuracdes operacionais das
etapas de sacarificacdo e fermentagao, aproveitamento
de fracdes lignoceluldsicas em sistemas de co-
fermentacdo com o amido, e aplicacdo de estratégias
de processo para aumento da eficiéncia econdmica e
energética do sistema. As informagdes apresentadas
neste estudo poderdo contribuir para os avangos
necessarios a producdo industrial de etanol de milho,
especialmente pelo Brasil, servindo como um
referencial tedrico para a consolidag@o do bioprocesso
em larga escala.

DESENVOLVIMENTO DE
TRANSFORMANTES AMILOLITICAS

Para reduzir as operagdes unitarias do bioprocesso,
tornando-o mais eficiente e econdmico, diferentes
estudos tém investigado a construgdo de linhagens
celulares capazes de hidrolisar e fermentar
diretamente o amido de milho, a partir da expressdo
das enzimas a-amilase e glucoamilase por Engenharia
Genética. A Figura 1 apresenta um esquema das
principais estratégias de melhoramento genético dos
produtores microbianos adotadas nos estudos
analisados.

Shigechi et al. (2004) avaliaram comparativamente
trés sistemas recombinantes formados por linhagens
floculantes  engenheiradas de  Saccharomyces
cerevisiae YF207, coexpressando glucoamilase de
Rhizopus  oryzae e a-amilase de  Bacillus
stearothermophilus, ancoradas a superficie celular,
para a fermentagdo direta de amido de milho cozido
em baixa temperatura (80 °C). Os sistemas foram
denominados YF207/pGAll (exibindo apenas
glucoamilase  ancorada a parede celular),
YF207/pGA11/pSAALL (exibindo apenas
glucoamilase ancorada superficialmente, e secretando
o-amilase no meio), e YF207/pGAll/pAAl12
(exibindo ambas as enzimas ancoradas a superficie
celular). As fermentagdes foram conduzidas em
frascos agitados em batelada sob condigdes anaerdbias
a30°C. A cepa YF207/pGA11/pAA12 destacou-se ao
produzir 18 g/L de etanol em 36 h a partir de 50 g/L
de amido de milho cozido a 80 °C, o que correspondeu
a um rendimento de 97,2% do valor tedrico. Esse
resultado foi considerado equivalente ao verificado
em sistema convencional de cozimento a 120 °C,
porém sem as severas limitagdes de gelatinizagdo e
viscosidade impostas pelas altas temperaturas.
Aproveitando o menor intumescimento do amido a 80
°C, o sistema de coexpressdo permitiu ainda elevar a
concentragdo inicial de substrato para 90 g/L, inviavel
no processo convencional devido a gelatinizagdo do
amido, o que resultou em 30 g/L de etanol ap6s 36 h,
com rendimento de 98% do valor teérico. Os autores
concluiram que a sinergia enzimatica promovida pela
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coexpressdo de glucoamilase e a-amilase a partir do
ancoramento junto a superficie celular representou
uma estratégia promissora para a redugdo de custos
energéticos e operacionais do sistema, contribuindo
para uma producdo eficiente de etanol a partir de
amido de milho cozido a baixa temperatura.

Khaw et al. (2006) propuseram uma abordagem de
engenharia de superficie celular (cell-surface
engineering) focada no desenvolvimento e avaliagdo
comparativa de 4 sistemas distintos de leveduras
amiloliticas (sistemas A, B, C e D), construidos para a
producdo direta de etanol a partir de amido de milho
cru. Os sistemas foram desenvolvidos utilizando
linhagens de S. cerevisiae ndo-floculantes (YF237) e
floculantes (YF207), modificadas geneticamente para
expressar glucoamilase ancorada a parede celular e, de
forma combinada, secretar a-amilase livre no meio de
cultivo (sistemas A ¢ C) ou coexpressar co-amilase
também ancorada a superficie celular (sistemas B e
D). As fermentagdes foram operadas em modo de
batelada e batelada repetida (ao longo de 3 ciclos de
60 h) a 30 °C, em biorreator de bancada contendo 1,5
L de volume tutil de meio. Durante as bateladas
simples, o sistema A destacou-se significativamente
ao alcancar uma taxa de produgdo especifica de etanol
de 0,18 g/gcsiulas secas’h, superando os valores de 0,06,
0,06 e 0,04 g/gcélutas secas’h Obtidos pelos sistemas B, C
e D, respectivamente. Além disso, o monitoramento
das fermentagdes repetidas demonstrou que o sistema
A manteve uma hidrolise de substrato amilaceo
superior (convertendo 81, 89 e 60 g de amido por litro
em cada ciclo sucessivo) impulsionada por altas
atividades enzimaticas especificas celulares, enquanto
os demais sistemas sofreram limita¢Ges cinéticas de
transporte e impedimento estérico por parte do amido
granular insoluvel.

Yamakawa ef al. (2012) desenvolveram uma linhagem
de levedura capaz de expressar o-amilase e
glucoamilase na superficie celular para a producio de
bioetanol diretamente a partir do amido cru, sem a
necessidade de realizar a sua hidrolise prévia,
contribuindo para a reducdo dos custos e tempo do
bioprocesso. A a-amilase foi originada da bactéria
Streptococcus bovis, enquanto a glucoamilase foi
isolada do fungo filamento Rhizopus oryzae. A
expressdo de quatro tipos diferentes de a-amilase foi
testada: SBA (o-amilase nativa), SBAI (a-amilase
com um dominio adicional de ligagdo ao substrato),
SBAII (SBAI com a extremidade C-terminal do
dominio catalitico removida) e SBAIII (SBAI com um
dominio catalitico adicional). Um rendimento médio
de 76,6% do valor teérico e uma produtividade de
etanol de 1,61 g/L/h foram obtidos pela linhagem
diploide expressando SBAI e contendo um
transportador de maltose AGT1, apos 23 ciclos de
bateladas repetidas, com reutilizagdo dos residuos

insoluveis apdés cada ciclo. Nenhuma perda de
atividade enzimatica foi observada durante o processo.

Favaro et al. (2015) construiram duas transformantes
amiloliticas robustas de S. cerevisiae por integragdo 6
de multiplos genes codificantes de glucoamilase de
Thermomyces lanuginosus (TLG1) e o-amilase de
Saccharomycopsis fibuligera (SFA1). O desempenho
fermentativo das cepas recombinantes M2n[TLGI-
SFA1] e MEL2[TLGI1-SFA1] foi testado em um
processamento biologico consolidado (do inglés,
CBP) conduzido em biorreator de bancada (1 L de
volume util) operando em batelada a 30 °C e 100 rpm.
Uma alta carga de substrato cru (sem pré-tratamento
ou adicdo de enzimas exogenas) de 200 g/L foi usada,
juntamente com uma alta densidade de indculo inicial
de cerca de 50 g/L de células imidas. Outras fontes
naturais cruas como sorgo doce e triticale (originario
do cruzamento entre trigo e centeio) foram também
avaliadas. Altos valores de atividade enzimatica em
amido soluvel bruto foram verificadas para ambas as
cepas, o que resultou em uma produgdo de cerca de 64
g/L de etanol pela transformante M2n, correspondente
a 55% do rendimento teorico, e de aproximadamente
52,4 g/L de etanol (45,1% do rendimento tedrico) por
MEL2. Uma vez que os melhores resultados foram
obtidos por M2n, os ensaios avaliando os demais
substratos agricolas crus foram conduzidos usando
essa levedura engenheirada. Como resultados, foram
obtidos aproximadamente 51,5 g/L de etanol a partir
de triticale (73% do rendimento teodrico ¢ 99% de
amido degradado) e 50,7 g/L a partir de sorgo doce
(62% do rendimento tedrico e 85% de amido
degradado), o que comprovou a eficacia da engenharia
genética na melhoria do bioprocesso de produgdo de
etanol.

Seong et al. (2017) avaliaram os efeitos da
superexpressio de um mutante do gene SPTIS5
(variante SPT15-M3, contendo as mutagdes S42N,
S78R, S163P e 1212N) sobre o ganho de robustez
celular e eficiéncia de producdo de etanol por S.
cerevisiae BY4741. Os autores compararam o
desempenho da cepa engenheirada BSPT15-M3 com
o do controle selvagem expressando o gene SPT15
(denominado BSPT15wt) em ensaios conduzidos em
batelada, batelada alimentada e SSF (Sacarificacdo e
Fermentagdo Simultaneas) a 30 °C. Em cultivos em
batelada sob alta carga inicial de glicose (280-310
g/L), a transi¢do para uma condi¢do microaerdbica
controlada (200 rpm e 0,1 vvm) revelou-se um fator
limitante ideal, permitindo que a cepa mutante
BSPT15-M3 consumisse 275 g/L de substrato em 41
h e atingisse taxas de consumo (6,71 g/L/h) e
produtividade de etanol (2,50 g/L/h)
aproximadamente 1,4 vezes superiores as reportadas
por BSPT15wt. Nos ensaios em batelada alimentada,
a cepa BSPT15-M3 exibiu maior tolerancia osmotica
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frente aos choques de glicose aplicados sob
concentragdes elevadas de etanol (50-80 g/L), o que
permitiu indices de consumo e produtividade de 9,5 a
13,4% maiores que os encontrados para BSPT15wt. A
viabilidade técnica de BSPT15-M3 foi ratificada em
processos de SSF usando substratos complexos de
amido liquefeito de mandioca e milho, nos quais uma
massa final de etanol de 162,5 g, a uma produtividade
de 1,67 g/h, foi alcangada, superando os resultados
encontrados para a cepa BSPT15wt. Esse estudo
validou a engenharia global do maquinario de
transcricdo como uma estratégia eficaz para o
desenvolvimento de linhagens industriais robustas
para a producdo eficiente de bioetanol.

Cripwell et al. (2019) realizaram a construcio e
otimizacdo gendomica de duas linhagens de S.
cerevisiae Y294 (denominadas ER e M2n) para
aplicagdo em CBP de amido de milho cru contendo
elevado teor inicial de substrato, em torno de 200 g/L.
O estudo baseou-se no uso de genes de fungos

filamentos amiloliticos, responsaveis pela degradacio
de amido granular. Os genes de glucoamilase
otimizada por cddons (femG_Opf) e a-amilase nativa
(temA) de Talaromyces emersonii foram selecionados
e inseridos simultaneamente nos genomas das
leveduras industriais por meio de cassetes de
integracdo o. Os ensaios fermentativos foram
conduzidos em biorreator de 2 L, operado em batelada
a 30 °C e 300 rpm. Nessas condi¢des, producdes de
cerca de 89,3 ¢ 98,1 g/L de etanol, com conversdes de
carbono de aproximadamente 87 e 94%, foram
alcancadas pelas cepas ER e M2n, respectivamente. A
conversdo direta de amido de milho cru em etanol em
uma Unica etapa por essas leveduras recombinantes
reduziu a necessidade de utilizagdo de enzimas
exogenas em 90%, o que contribuiu para a economia
de produgdo. As transformantes obtidas no estudo
foram consideradas eficientes vias de secregdo
enzimatica integrada ao metabolismo energético
celular, capazes de produzir etanol a um menor custo
total do bioprocesso.
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Figura 1. Principais estratégias de construcao de transformantes amiloliticas por engenharia genética reportadas
nos ultimos 25 anos na plataforma Scopus (Elsevier). A imagem foi gerada com auxilio de inteligéncia artificial.

CARACTERIZACAO DO AMIDO

Diferentes estudos tém investigado as caracteristicas
estruturais (composi¢ao) e morfologicas do amido de
milho, responsaveis por afetar a eficiéncia de hidrolise
e, consequentemente, o rendimento do processo
fermentativo de produgdo de etanol. A Figura 2
apresenta um esquema das principais informagdes
sobre a estrutura e morfologia dos granulos de amido
de milho, e a sua relagdo com a eficiéncia de hidroélise,
reportadas nos estudos analisados.

Caracteristicas estruturais e morfologicas do
amido de milho

Wu et al. (2006) avaliaram os efeitos da composi¢ao
de diferentes matérias-primas amilaceas (milho, trigo
e sorgo) em termos de amilose, proteinas e fibras,
sobre a disponibilizagdo e conversio de amido em
etanol. Em amostras com alto teor de amilose, a etapa
de cozimento (pré-tratamento) foi investigada a
elevadas temperaturas (120, 140 e 160 °C) para se
determinar a condi¢do de maior digestibilidade do
amido. A fermentagdo foi conduzida em frascos
agitados a 30 °C, pH 4,2-4,3 e 150 rpm por 72 h,
usando a levedura S. cerevisiae ATCC 24860. Os
resultados encontrados mostraram pouca influéncia
das proteinas e fibras sobre o processo fermentativo,
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enquanto a amilose atuou de forma negativa,
reduzindo a eficiéncia de producdo em elevadas
concentragdes. Os autores atribuiram esse efeito a
formagao de complexos amilose-lipidios,
particularmente resistentes a hidrolise, resultantes do
aumento da concentracdo de amilose no amido. O
cozimento de matérias-primas contendo até 70% de
amilose a 160 °C foi considerado ideal para romper a
barreira adicional imposta pelo complexo amilose-
lipidio, o que aumentou a eficiéncia do bioprocesso.
Ao contrario, as amostras com baixo teor de amilose,
inferior a 35%, apresentaram leve redugdo na
eficiéncia da fermentagdo, possivelmente devido a
ocorréncia de reagdes quimicas paralelas em altas
temperaturas, responsaveis por consumirem parte da
matéria-prima utilizada para a produgdo de etanol.

Naguleswaran et al. (2012) investigaram os efeitos das
caracteristicas morfologicas, estruturais e fisico-
quimicas sobre o grau de amilolise de granulos de
amido de diferentes tamanhos e fontes, incluindo
triticale, trigo e milho. Os granulos pequenos ¢
grandes desses materiais foram fracionados por
sedimentacdo centrifuga e hidrolisados por uma
preparacdo enzimdtica, contendo oa-amilase e
glucoamilase, a temperaturas de sub-gelatinizagdo. Os
granulos grandes apresentaram uma menor propor¢ao
em peso em relacdo ao total de granulos no amido de
milho. Um maior nimero de poros de superficie e

Estrutura molecular

canais internos foi também verificado para o amido de
milho em comparagdo com as demais fontes naturais,
a partir da analise de imagens geradas por MEV
(microscopia eletronica de varredura). O grau de
hidrolise de amido de milho foi cerca de 17,7% maior
nos granulos pequenos, alcangando um valor final
médio para granulos grandes e pequenos de 80,8-
83,4% apés 72 h. O estudo foi considerado
fundamental para o controle da liquefagdo e
sacarificagdo de amido por SSF, visando a uma
producdo eficiente de bioetanol.

Yangcheng et al. (2013) investigaram o efeito das
estruturas e propriedades do amido de milho nao
cozido sobre as taxas de hidrolise para a producdo de
etanol por fermentacdo a frio. Dois tipos de amido
foram avaliados, diferenciando-se pela composicao de
amilose e amilopectina: normal e ceroso. O amido
normal continha maior concentra¢do de amilose,
enquanto o amido ceroso apresentava elevado teor de
amilopectina. A menor quantidade de amilose e o
menor comprimento médio da cadeia ramificada de
amilopectina do amido ceroso foram responsaveis
pelas altas taxas de hidrdlise verificadas. A eficiéncia
média final de conversdo do amido em etanol foi de
aproximadamente 88,2% (milho normal) e 93%
(milho ceroso), o que resultou em producdes na faixa
de 34,2-37,5 e 34,6-37,9 g/100 g graos moidos a seco,
respectivamente.
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Figura 2. Principais informagdes estruturais e morfologicas dos granulos de amido de milho e sua relagdo com a
eficiéncia de hidrolise reportadas nos tltimos 25 anos na plataforma Scopus (Elsevier). A imagem foi gerada
com auxilio de inteligéncia artificial.

Pré-tratamento do amido de milho

Myat et al. (2013) investigaram a extrusdo com
inje¢do de a-amilase termoestavel em diferentes
temperaturas de fusdo (95, 115 e 135 °C) como
método de pré-tratamento do amido de milho para a
producdo de etanol. Usando uma extrusora de rosca
dupla operando a 115 °C, os autores conseguiram

melhorar as propriedades funcionais do amido e
eliminar a necessidade da etapa de sacarificagdo.
Como resultado, o processo fermentativo conduzido
em frascos agitados em batelada a 30 °C, pH 3,8 ¢ 200
rpm foi favorecido, o que levou & uma produgao por S.
cerevisiae ATCC 24858 de aproximadamente 288 g/L
de etanol, com rendimento de 85,75%, em 36 h de
cultivo.



CONFIGURACOES DO BIOPROCESSO

Diferentes estratégias de operacdo do bioprocesso t€ém
sido avaliadas nos ultimos 25 anos para o aumento da
eficiéncia de producdo de etanol de amido de milho.
Os  trabalhos  publicados tém  investigado
principalmente a Sacarificagdo e Fermentacdo
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Figura 3 apresenta um esquema das principais
estratégias de configuragdo do bioprocesso, reportadas
nos estudos analisados.
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Figura 3. Principais estratégias de configurag@o do bioprocesso de producdo de etanol de amido de milho
reportadas nos ultimos 25 anos na plataforma Scopus (Elsevier). A imagem foi gerada com auxilio de
inteligéncia artificial.

Sacarificacio e fermentacio do amido de milho

Szymanowska e Grajek (2009) propuseram um
sistema aprimorado de produgio de etanol que incluia
o processo de SSF em batelada alimentada e uma
preparagdo enzimatica comercial contendo a-amilase

e glucoamilase, capaz de hidrolisar amido de milho
granular cru nativo. Os autores investigaram os efeitos
de algumas variaveis operacionais sobre o rendimento
de bioetanol, que incluiram temperatura, taxa de
agitacdo do mosto, tempo de fermentagdo e dosagem
da farinha de milho. A levedura industrial S.
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cerevisiae Red Star FEthanol Red (linhagem
termotolerante comercial, capaz de crescer entre 30 e
40 °C e resistir a concentragdes de etanol de até 18%
v/v) foi utilizada, juntamente com o complexo
enzimatico comercial Stargen 001, formado por o-
amilase de Aspergillus kawachi e glucoamilase de A.
niger (ativada abaixo da temperatura de gelatinizagdo
do amido). Os ensaios experimentais foram
conduzidos em biorreator de bancada com volume 1til
de 4 L e pH inicial de 5, sob condi¢des anaerobias ndo
estéreis. As melhores condigdes reportadas foram:
temperatura de 37 °C, agitacdo de 200 rpm, tempo de
72 h, e dosagem de amido disponibilizado em duas
porcdes (2/3 no inicio e 1/3 apés 24 h). Como
resultado, uma concentragao final de etanol de 10,4%
(m/v), correspondendo a 90% do rendimento tedrico,
foi verificada. Os autores concluiram que o processo
SSF em batelada alimentada com amido granular
nativo e a preparagdo enzimatica contendo a-amilase
e glucoamilase eliminaram a necessidade da etapa de
liquefagdo térmica, responsavel por um alto consumo
energético. Com isso, uma maior viabilidade técnico-
econdmica, com satisfatorios rendimentos
fermentativos, pdde ser alcangada, o que devera
contribuir para a producdo de bioetanol em larga
escala.

Bialas et al. (2014) avaliaram os efeitos quantitativos
da concentragdo de mosto contendo amido de farinha
de milho, carga enzimatica de amiloglucosidase do
tipo GSHE (do inglés, Enzima Hidrolisante de Amido
Granular), e pH do meio sobre a produgdo de etanol
em processo de SSF usando a levedura S. cerevisiae
Ethanol Red. Os autores realizaram a otimizagdo
dessas variaveis por meio da aplicagio de um
delineamento experimental do tipo composto central
rotacional (do inglés, DCCR), o que permitiu a
constru¢do de um modelo cinético ndo estruturado
relacionando as taxas de consumo de amido e glicose
e de formagdo de biomassa celular e etanol para
previsdes de produgdo do bioprocesso. Uma
concentragdo maxima de aproximadamente 110,4 g/L
de etanol, com rendimento de 85,7% do valor tedrico,
foi alcangada sob condi¢des de 25% em massa de
mosto, 2,05 mL/kg de carga enzimatica, e pH 5 nos
ensaios finais de validagdo do modelo. Perfis
temporais de consumo de amido, liberacdo transiente
de glicose residual proxima a zero e acumulo de
biomassa celular puderam ser estimados pelo modelo
cinético proposto. Por fim, os autores identificaram
modificagdes fisicas nos granulos residuais de amido,
caracterizadas por furos distribuidos aleatoriamente
em suas superficies por meio da analise de imagens
geradas por MEV, o que comprovou a eficiente
conversdo do carbono verificada no estudo.

Co-fermentacio e aproveitamento de residuos
proteicos

Tang et al. (2011) investigaram a fermentagdo
conjunta de amido de milho e residuos
lignoceluldsicos do processo produtivo comercial de
furfural (RLFs) para a producdo melhorada de
bioetanol. Os autores conduziram ensaios de SScF,
que foram responsaveis por converterem a celulose,
presente nos grdos de milho e RLFs, em etanol. O
aproveitamento concomitante dessas duas matérias-
primas foi considerado vantajoso devido aos
beneficios mutuos alcangados. Enquanto os grios de
milho forneceram importantes nutrientes as células
microbianas, o que contribuiu para a reducdo da
mortalidade celular do bioprocesso, os RLFs
disponibilizaram enzimas celuldésicas para a
conversdo de polissacarideos presentes no milho, que
convencionalmente ndo seriam convertidos em etanol.
Além disso, o hidrolisado de milho contribuiu para a
diluicdo dos inibidores enzimaticos presentes nos
RLFs, o que resultou em maiores rendimentos de
etanol. Uma concentragdo final de 73,1 g/L de etanol
(rendimento de 101,1% com base na celulose do milho
e dos RLFs) foi obtida ap6s 120 h, empregando-se
cerca de 14,5 %(m/v) de graos de milho e 7,5 %(m/v)
de RLFs, em meio contendo sais minerais.

Li et al (2022) propuseram uma abordagem
integrativa para otimizar a producdo de bioetanol de
milho (fragdo glicidica), reaproveitando a torta
residual (fragdo proteica) gerada no processo de
moagem a seco. Ao combinar a extragdo de proteinas
de alta qualidade para ragdo animal com a reciclagem
de residuos solidos e liquidos, os autores aplicaram um
pré-tratamento quimioenzimatico em duas etapas, em
que os solidos foram inicialmente extraidos com acido
diluido, seguido da hidrdlise utilizando coquetel
enzimatico. Amido comum foi utilizado, juntamente
com oa-amilase e glucoamilase, além de celulase e
xilanase para a torta residual. Um processo de SSF
usando uma linhagem de S. cerevisiae foi conduzido
em frascos agitados em batelada. A massa final de
etanol gerada foi de 357,33 kg por tonelada de milho
seco. O milho residual foi usado como rag@o animal,
enquanto a vinhaga gerada foi reaproveitada no
processo.

Kukielski et al. (2023) avaliaram o impacto da adi¢ao
de celulases na fermentacdo do amido de milho,
comparando a producdo de etanol 1G e 1,5G in situ
(G=geragdo). Por meio da aplicacdo de métodos
analiticos validados, os autores reportaram um
aumento de 2% na producdo de etanol no processo
1,5G, impulsionado pela maior conversdo de amido
resistente (amido total menos amido fermentavel) e
celulose. Os autores utilizaram amido de milho regular
e com alto teor de amilose, que foram submetidos a
um pré-tratamento caracterizado por uma etapa de
liquefacdo térmica a 85 °C por 90 min. A hidrolise
enzimatica foi realizada usando o-amilase,
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glucoamilase e celulase em um processo do tipo SSF,
conduzido em frascos agitados em batelada. A
producdo final de etanol 1G e 1,5G foi de cerca de
116,5 e 117,9 g/L, respectivamente.

OUTRAS ESTRATEGIAS OPERACIONAIS

O consumo ¢ a geragdo de agua no bioprocesso de
etanol de milho representam um importante impasse
ambiental e econdmico, capaz de afetar a sua produgéo

em larga escala (Mekonnen et al., 2018). Outros
fatores como a natureza das fontes de carbono e
energia podem comprometer a viabilidade economica
do bioprocesso, uma vez que sdo responsaveis por
pelo menos 50% em média dos custos de produgdo
(Tinéco et al., 2020). A Figura 4 apresenta um
esquema de outras estratégias  operacionais
investigadas para o aumento da viabilidade técnico-
econdmica ¢ ambiental da produgdo de etanol de
amido de milho, reportadas nos estudos analisados.

OUTRAS ESTRATEGIAS OPERACIONAIS
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Figura 4. Outras estratégias operacionais para o aumento da viabilidade técnico-econdmica e ambiental do
bioprocesso de produgéo de etanol de amido de milho reportadas nos tltimos 25 anos na plataforma Scopus
(Elsevier). A imagem foi gerada com auxilio de inteligéncia artificial.

Bialas et al (2010) investigaram o efeito do
reaproveitamento da vinhaga (principal subproduto
liquido e pastoso gerado no final da destilagdo
fracionada do etanol) na produgdo de etanol
combustivel a partir de amido granular nativo de
farinha de milho, visando mitigar a geragdo de
poluentes industriais. O bioprocesso foi conduzido por
SSF em modo de batelada repetida de longo prazo
(composta por 3 ciclos sucessivos), utilizando a
levedura S. cerevisiae Ethanol Red ¢ um complexo
comercial de enzimas hidroliticas de amido granular
(do inglés, GSHE). As fermentagdes foram operadas
em biorreator de bancada com volume de trabalho de
3 L, mantendo-se a temperatura a 35 °C e pH 4,2, com
uma carga inicial de substrato correspondente a 25%
em peso. Os resultados demonstraram que a
substituicdo de até 75% da 4gua fresca por vinhaga
reciclada ndo afetou negativamente o rendimento do
processo, mantendo uma eficiéncia média estavel de
cerca de 83,4% do valor tedrico, e sem apresentar
tendéncias de queda na concentragdo final de etanol ou
acumulo de amido residual ao longo das corridas
consecutivas. Os autores concluiram se tratar de uma

tecnologia limpa, com elevado potencial ecoldgico e
técnico, responsavel por reduzir consideravelmente o
consumo de agua e a geragdo de vinhaca e outros
poluentes organicos.

Szymanowska e Grajek (2011) desenvolveram uma
tecnologia para a produgdo de etanol a partir da
digestdo enzimatica direta do amido nativo presente
em amostras de farinha de milho, sem a necessidade
das etapas de gelatinizagdo e liquefagdo. Baseada na
combinacgdo entre o processo SSF e a recirculagdo da
fragdo liquida da vinhaga, os autores conseguiram
produzir cerca de 91,9 g/l de etanol a partir da
utilizagdo de mais de 90% de amido nativo, o que
representou um rendimento de 87,5% do valor teorico.
Paralelamente, os autores puderam otimizar o
consumo de energia e reduzir consideravelmente a
quantidade de dgua demandada como insumo e o
efluente liquido gerado no processo fermentativo.

Li et al. (2017) investigaram fontes de nitrogénio de
baixo custo, alternativas ao tradicional e comumente
usado extrato de levedura, em fermentagdo de amido
de milho de alta concentragdo inicial de agucar (do
inglés, VHGF — very high gravity fermentation), em



ENDEQ

torno de 340 g/L. Esse composto foi parcialmente
substituido por ureia e sulfato de amonio, apos
otimizacdo da producdo de etanol por planejamento de
experimentos do tipo DCCR. A suplementacdo do
meio de cultura com 0,6 %(m/v) de extrato de
levedura, 69 mM de urecia e 26 mM de sulfato de
amonio resultou em um rendimento médio de etanol e
eficiéncia de fermentagdo de 20,2% (v/v) e 84,2%,
respectivamente, o que foi comparavel aos resultados
encontrados usando 2,0 %(m/v) de extrato de levedura
como Unica fonte de nitrogénio.

CONCLUSAO

Esta breve revisao do estado da arte da producao de
etanol de amido de milho revelou que as principais
abordagens investigadas nos ultimos 25 anos para
garantir a viabilidade técnica, econdmica e ambiental
do bioprocesso incluiram a engenharia genética dos
tradicionais produtores microbianos, a caracterizagao
completa do amido em termos de estrutura,
morfologia e propriedades fisico-quimicas, as
diferentes configuragdes de conducdo das etapas de
sacarificagdo e fermentacdo, e outras estratégias
operacionais voltadas a ecoeficiéncia do processo
industrial. A consolida¢do de linhagens microbianas
transformantes capazes de expressar enzimas
amiloliticas de forma eficiente, aliada a otimizacao de
configuragdes integradas, como SSF e SScF, tém sido
determinantes para a reducdo de custos com insumos
térmicos e enzimaticos. Adicionalmente, a viabilidade
de longo prazo do processo tem exigido estratégias de
mitigagdo da pegada hidrica ¢ dos custos energéticos
associados a hidrdlise e fermentagdo do amido de
milho, resultante da sua complexidade estrutural e
cinética. Portanto, este estudo forneceu um referencial
teorico capaz de subsidiar o planejamento técnico e
direcionar novas pesquisas focadas no escalonamento
sustentavel desse bioprocesso, especialmente no
contexto brasileiro de descarbonizagdo e seguranga
energética da industria de combustiveis.
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