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PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO UTILIZANDO BAGACO DE
SORGO SACARINO, FORRAGEIRO E BIOMASSA

RESUMO - O etanol de cana-de-acUcar vive uma crise devido, principalmente, a
nao expansdo dos processos fermentativos que terminam por depender de apenas
uma fonte e que ainda apresenta o agravante de ter que ser segregado a producao
de acucar. Desta forma, o sorgo surge como cultura energética, como matéria-prima
para producdo de etanol, tanto do ponto de vista agrondémico quanto industrial. O
sorgo apresenta colmos ricos em acuUcares fermentéaveis, semelhantes a cana-de-
acucar. Objetivou-se com a presente pesquisa avaliar a potencialidade de 3
gendtipos de sorgo (sacarino, forrageiro e biomassa) para producéo de etanol 2G,
com énfase na caracterizacdo do bagaco antes e apds pré-tratamento acido e
hidrélise enzimatica, e na fermentacao dos hidrolisados por duas leveduras, sendo a
LJ3, fermentando as pentoses e as hexoses com Saccharomyces cerevisiae (PE-2).
Avaliou-se a composicdo dos bagacos dos 3 gendétipos de sorgo em relacdo aos
nutrientes, além da andlise de microscopia eletrbnica para visualizacdo das
biomassas apds os tratamentos realizados. Os resultados evidenciaram a eficiéncia
do pré-tratamento e da hidrolise enzimatica possibilitando a recuperacdo dos
aclcares presentes no bagaco de sorgo para composicdo do mosto a ser
fermentado; a cepa LJO3 foi classificada como Pichia kudriavzevii, que apresentou
habilidade para metabolizar pentoses e hexoses a etanol. A hidrélise enzimatica foi
eficiente e possibilitou a producédo de 11,83; 12,28 e 7,799 etanol/kg bagaco m.s.,
para os gendtipos sacarino, forrageiro e biomassa, respectivamente empregando a
levedura PE-2. Observou-se nas andlises de nutrientes dos bagacos dos diferentes
genaotipos de sorgo, que estes reduziram significativamente das biomassas in natura,
para biomassa pré-tratada e apés hidrélise enzimatica. O poder calorifico (PCS, PCI
e PCU) dos residuos gerados na producdo de etanol 2G, foi de 3811; 3902 e
3953Kcal.kg™ respectivamente para o sorgo sacarino, forrageiro e biomassa. Para a
producado de etanol 2G obteve-se rendimento total de 59,38; 45,33 e 25,53 litros de
etanol.t™ de massa seca respectivamente, e producédo de 1.301,48, 964,82 e 805,52
litros de etanol/ha, respectivamente. O genétipo BRS508 (sacarino) foi o que
apresentou maior producdo de etanol de segunda geracdo em comparagcdo aos
BRS610 (forrageiro) e BD7605 (Biomassa).

Palavras-chave: Sorghum bicolor; Pré-tratamento; Pichia kudriavzevii; Hidrélise
enzimatica; Hidrolisado acido; Bioenergia.



PRODUCTION OF SECOND GENERATION ETHANOL USING SWEET, FORAGE
AND BIOMASS SORGHUM BAGASSE

ABSTRACT- Sugarcane ethanol is experiencing a crisis, mainly due to the non-
expansion of the fermentation processes that end up depending on only one source
that still presents the aggravating factor of having to be segregated to the sugar
production. In this context, sorghum emerges as an energy crop, as a raw material
for the ethanol production, both from an agronomic and industrial point of view.
Sorghum has stalks rich in fermentable sugars, similar to sugarcane. The objective of
this research was to evaluate the potentiality of 3 genotypes of sorghum (sweet,
forage and biomass) for the production of 2G ethanol, with emphasis on the
characterization of bagasse before and after acid pretreatment and enzymatic
hydrolysis, and in the fermentation of the hydrolysates by two yeasts, the LJ3
fermenting pentoses and Saccharomyces cerevisiae (PE-2) fermenting hexoses. The
composition of the three sorghum genotypes in relation to the nutrients was
evaluated, as well as the analysis of electron microscopy to visualize the biomass
after the treatments. The results evidenced the efficiency of the pretreatment and the
enzymatic hydrolysis allowing the recovery of the sugars present in the sorghum
bagasse for the composition of the must to be fermented. The LJO3 strain was
classified as Pichia kudriavzevii, which showed ability to metabolize pentoses and
hexoses to produce ethanol. The enzymatic hydrolysis was efficient and allowed the
production of 11.83; 12.28 and 7.79g ethanol/kg bagasse, for the sweet, forage and
biomass genotypes, respectively, employing yeast PE-2. It was observed in the
nutrient analyzis of the bagasse of the different sorghum genotypes, that nutrients
reduced significantly of the in natura biomasses, for pretreated biomass and after
enzymatic hydrolysis. The calorific value (HHV, LHV, and UHV) of the waste
generated in the 2G ethanol production was 3811; 3902 and 3953Kcal.kg-1,
respectively, for sweet, forage and biomass sorghum. The production of 2G ethanol
there was a total yield of 59.38; 45.33 and 25.53 liters of etanol.t-1 of dry mass,
respectively, and production of 1301.48, 964.82 and 805.52 liters of ethanol/ha,
respectively. The BRS508 (sweet) genotype showed the highest production of
second generation ethanol compared to BRS610 (forage) and BD7605 (biomass).

Index terms: Sorghum bicolor; pretreatment, Pichia kudriavzevii, enzymatic
hydrolysis; acid hydrolysis; bioenergy.
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1. INTRODUCAO

A atual crise energética requer solucdes urgentes, para garantir a demanda e
a sustentabilidade mundial de energia.

A utlizagdo do etanol tem-se destacado pelo crescente consumo,
impulsionado pelo aumento do uso de veiculos automotivos leves “flex-fuel”, além do
incremento em mistura com a gasolina e da producdo de biodiesel, no qual ele é
utilizado no processo de transesterificacdo. Neste sentido, as perspectivas do
aumento de producdo devido a demanda nacional e internacional é realidade
promissora (FERREIRA, 2015).

O etanol é produzido por via bioquimica, em um processo fermentativo,
utilizam-se matérias-primas renovaveis que contenham carboidratos passiveis de
serem transformadas em &lcool, como a glicose, sacarose, frutose, amido, dentre
outras, denominando-se etanol de primeira geracao (E1G).

Neste sentido o etanol é produzido prioritariamente a partir de grdos de milho
e/ou sorgo nos Estados Unidos, que é o maior produtor mundial, seguido pelo Brasil,
que utiliza predominantemente a cana-de-acucar, responsavel pela producdo de
99% do etanol anidro e hidratado na safra 2016/17. Deve-se destacar que nos
altimos anos outras matérias-primas como o milho (gréo) e sorgo tém surgido como
alternativa promissora.

Para suprir as necessidades de consumo de biocombustiveis estabelecidas
para 2025, o Brasil precisara avancar na moagem de cana, na modernizacdo e
integracdo das producdes de etanol de primeira e segunda geracdo nas usinas
existentes (UNCTAD, 2016). Com este propésito, é de fundamental importancia o
desenvolvimento de estudos com culturas alternativas e complementares a cana-de-
acucar, que possam fornecer matérias-primas adequadas, ampliando o periodo de
processamento industrial, com custos e eficiéncias compativeis com o mercado
(MASSON et al., 2015).

Dentre as alternativas promissoras para a producao do etanol destaca-se o
sorgo, que pode atuar como uma matéria-prima complementar a cana-de-acucar,

tanto do ponto de vista agrondmico quanto industrial. O sorgo sacarino é constituido
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de colmos ricos em acgucares fermentesciveis, amido (armazenados nos graos),
além do material lignoceluldsico presente no bagaco (QUILHO, 2011).

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulosicos, denominado
etanol de segunda geracédo (E2G) € uma tecnologia desafiadora, pela necessidade
de se dominar o conhecimento e os processos de transformacdo da biomassa em
acucares fermentesciveis, os quais precisam ser fermentados a custos compativeis
com o mercado (CHEN e FU, 2016).

Os materiais lignocelulésicos apresentam estrutura complexa e compacta
sendo necessario submeté-los a pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da
hidrélise. Este processo é um passo-chave na via da remoc¢ao/modificacdo da lignina
e hemiceluloses, reducéo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do
material, tornando—o mais passivel da hidrélise enzimatica (LOSORDO et al., 2016).

O pré-tratamento é uma das etapas mais caras do processo de conversao da
biomassa em acgucares fermentesciveis. Segundo Rocha (2014), diversas pesquisas
tém sido realizadas buscando o desenvolvimento do pré-tratamento mais eficiente e
econdbmico, capaz de disponibilizar a maior quantidade de acuUcares possivel
(pentoses e hexoses). De modo semelhante, destacam-se a selecdo de
microrganismos que apresentem habilidade para fermentar pentoses e/ou hexoses
(KIM et al., 2013), assim como a integracdo de processos que buscam minimizar o
namero de operacdes unitarias e reduzir a demanda energética (ERDEI et al., 2013).

O desafio da producdo economicamente viavel do E2G baseia-se em
determinar a melhor opcéo de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose
em termos de custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado,
visando perfeita integracdo energética do processo, com aproveitamento dos
residuos, hemicelulose e lignina (RABELO, 2010).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a potencialidade de 3 gendtipos de sorgo
(sacarino, forrageiro e biomassa) para producdo de etanol 2G, com énfase na
caracterizacdo do bagaco antes e apos pré-tratamento acido e hidrolise enzimatica,
e na fermentacao dos hidrolisados por duas leveduras, sendo a LJ3, fermentando as
pentoses e as hexoses com Saccharomyces cerevisiae (PE-2). Avaliou-se a

composicao dos bagacos dos 3 gendtipos de sorgo em relagcdo aos nutrientes, além
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da andlise de microscopia eletrénica para visualizacdo das biomassas apds o0s

tratamentos realizados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O melhoramento na qualidade de vida da populacdo demanda por uma
solucéo para os problemas relacionados com a caréncia de alimentos, a escassez
energética e a poluicdo (RABELO, 2010). Neste sentido, o aproveitamento dos
materiais lignocelulésicos pode ser solucdo alternativa para estes problemas,
contribuindo para a educacdo da sociedade num contexto ecologico e sustentavel,
assim como a manutencéo destes valores. A biomassa € riqueza natural renovavel,
com elevada disponibilidade e relativa facilidade de uso. Entre as biomassas
lignocelulésicas que podem ser empregadas para a producdo de etanol, destaca-se
o bagaco de sorgo, matéria-prima interessante tanto do ponto de vista agronémico,

guanto industrial.

2.1 Sorgo- Aspectos gerais da cultura

O sorgo é planta da familia Poacea, do género Sorghum, e da espécie
Sorghum bicolor (L.) Moench. E originaria da Africa, provavelmente da regido da
Etibpia e do Suddo. Foi inicialmente difundida na Africa, depois Asia e mais
recentemente nas Américas.

E o quinto cereal mais cultivado do mundo, sendo a base alimentar de mais
de 500 milhdes de pessoas que vivem em mais de 30 paises. Os grdos sao
amplamente utilizados na alimentacdo humana em paises da Africa e Asia, sendo no
ocidente empregado na alimentacdo animal e na elaboracdo de xarope, éalcool e
acucar (SOUZA, 2011).

De acordo com Borém, Pimentel e Parrella (2014), esta se adaptada a climas
tropicais e em regides cuja precipitacdo é de 375 a 625 mm. Na estrutura radicular
apresenta raizes que contém silica na endoderme, grande quantidade de pélos
absorventes e altos indices de lignificacdo de periciclo, conferindo a cultura maior
tolerancia a seca do que as demais plantas cultivadas (DINIZ, 2010). O caule do tipo
colmo é dividido em nos, entrends e folhas ao longo de toda a planta. Sua
inflorescéncia € uma panicula e o fruto € uma cariopse ou grao seco, possuindo

espécies anuais e espécies vivazes (FREITA, 2013). A planta pode atingir de 1 a 4
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metros de altura, tendo vérios caules por pé (perfilhamento), em que cada um dos
colmos apresenta infloréscencia terminal. A flor & constituida por espiga séssil, fértil,
acompanhada por duas espiguetas estéreis pedunculadas, caracteristica do género
(DINIZ, 2010).

A planta produz varios compostos fenélicos que atuam como defesa quimica
contra passaros, patdégenos e outros competidores, podendo interferir direta ou
indiretamente sobre os microrganismos fermentadores. Entre esses compostos,
destaca-se no grdo, o tanino condensado, conferindo resisténcia ao ataque de
passaros. Esta substancia é adstringente e pode dificultar a digestibilidade dos graos
(MAGALHAES et al., (2000); VON PINHO e VASCONCELOS (2002).

Outro composto presente na planta de sorgo € a durrina, um glicosideo
cianogénico que em altas concentracdes pode provocar morte em animais e seres
humanos. Esse fator tem prejudicado muito o cultivo e a comercializagdo do sorgo
frente aos outros cereais (DINIZ, 2010). No aparelho digestivo dos animais por acao

enzimatica, pode produzir &cido cianidrico, glicose e p-hidroxibenzaldeido.

2.1.2 Fenologia do Sorgo

O sorgo é planta de metabolismo C4, de dias curtos que proporciona altas
taxas fotossintéticas e demanda temperaturas superiores a 21°C para bom
crescimento e desenvolvimento (MURRAY et. al., 2008; MAGALHAES et al., 2010).

Caracterizada por ser cultura de ciclo fenolégico curto (de 90 a 120 dias)
alcancando maturacéo fisiolégica em periodo aproximado de 4 meses, capaz de
produzir teores de acucares proximos aos da cana-de-aclcar em menor tempo.
(FONTES et al., 2011).

Pode ser cultivado onde a precipitacdo anual se situa entre 375 e 625 mm ou
sob irrigacdo suplementar (RIBAS, 2008). Devido as caracteristicas xerofiticas, o
sorgo mantém-se dormente durante o periodo de seca, retomando o crescimento
assim que as condicdes se tornam favoraveis (LANDAU e SANS, 2009). A
temperatura otima varia entre 16°C e 38°C conforme a cultivar (EMBRAPA, 2010).

Durante a fase de instalacdo da cultura, é importante que a germinacao,

emergéncia e crescimento inicial da plantula, ocorram em menor tempo possivel
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garantindo estande ideal de plantas. E fundamental também o controle eficiente das
plantas daninhas até a fase de inducéo floral, para que a produtividade ndo seja
reduzida significativamente (DINIZ, 2010).

Por outro lado, a Embrapa (2010) destaca que néo existem dados acerca de
como os estadios iniciais da cultura podem afetar o rendimento, entretanto, com um
bom estande, com rapida formacdo da parte aérea e do sistema radicular, a planta
se torna mais apta a enfrentar possiveis estresses ambientais durante o ciclo.

O estadio de desenvolvimento da planta pode ser dividido em trés fases:
desde a fase vegetativa até o florescimento. Através da Figura 01, pode-se observar
as fases: 1-) Vegetativa — desde a germinacdo até a iniciagdo da panicula; 2-)
Reprodutiva — desde o surgimento da panicula até o florescimento, exibindo varios
processos de crescimento, que se afetados poderdo comprometer o crescimento e
desenvolvimento da area foliar, sistema radicular, acumulacdo de matéria seca e o
estabelecimento de um namero potencial de sementes; 3-) Maturacdo — fase que
ocorre a floracdo e a maturacéo fisioldgica dos graos. Esta fase € a mais importante
considerando-se o enchimento dos graos (FERREIRA, 2015).

O rendimento da cultura pode ser comprometido se os processos fisioldgicos
forem afetados, dentre estes a area foliar, o desenvolvimento do sistema radicular, o
acumulo de massa seca e 0 estabelecimento de nimero potencial de sementes
(DINIZ, 2010).

A resisténcia das plantas a seca € caracteristica complexa, envolvendo
simultaneamente caracteristicas de morfologia, fisiologia e bioquimica. Existem trés
mecanismos basicos relacionados a seca: resisténcia, tolerancia e escape. O sorgo
apresenta os mecanismos de escape, através de um sistema radicular profundo e
ramificado, que é eficiente na extracdo de agua do solo, além de tolerancia, de
acordo com Diniz (2010).

Diversos insetos e patdgenos podem atacar a cultura de sorgo. Dentre esses
destacam-se duas espécies de pulgao (pulgdo de trigo e o pulgdo de milho), broca
da cana-de-aclcar e as de solo (lagarta elasmo, lagarta rosca e as formigas)
(SILVA, 2014). Dentre as doencas, se destacam: a podriddo das sementes pode
afetar a germinagao e o desenvolvimento vegetativo da cultura; doencas foliares tais

como a antracnose, ferrugem, virus do mosaico da cana-de-acgucar e o mildio do
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sorgo; doengas do colmo, podriddo de Macrophomina e a podriddo vermelha do

colmo, e a doenga agucarada do sorgo “ergot” (Sphacelia sorghi) (EMBRAPA, 2009).

Fase vegetativa - Estadio 0 - emergéncia - Estadio 1 — colar da folha 3 visivel - Estadio
2 — colar da folha 5 visivel. Fase reprodutiva - Estadio 3 — diferenciag&o da panicula -
Estadio 4 — visivel a ponta da ultima folha - Estadio 5 — emborrachamento. Fase de
Maturacéo - Estadio 6 — florescimento (50% de florag&o) - Estadio 7 — gréos leitosos -
Estadio 8 — gréos pastosos - Estadio 9 — maturacéo fisiologica.

Figura 01. Fenologia da cultura do Sorgo- Estagios de crescimento da fase de
emergéncia até a fase de maturacéo.
Fonte: http://weedsoft.unl.edu/documents/GrowthStagesModule/Sorghum/Sorg.htm

2.1.2.1 Tipos comerciais de sorgo

O sorgo pode ser classificado em cinco genotipos: granifero, forrageiro,
sacarino, biomassa e vassoura. Dentre estes genoétipos, o granifero € o mais
expressivo economicamente.
2.1.2.2 Sorgo Granifero

O sorgo granifero (Figura 02) possui grande importancia econémica no Brasil,

sendo utilizado como substituto do milho em ragbes animais, principalmente para

aves e suinos, proporcionando, redugdo significativa nos custos de producdo em
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virtude do preco do sorgo ser de 20% a 30% inferior ao do milho (COELHO et al.,
2002).

O aumento na producdo deste sorgo no Brasil ocorreu principalmente pelo
aumento do consumo per capita de proteina animal (CASTRO, 2014). O grande
impulso veio do aumento do consumo da carne de frango, acarretando assim
crescimento no consumo de rac¢des balanceadas, tornando o sorgo muito valorizado
pelas industrias de racdes (COELHO et al., 2002).

Outra forma de utilizar os gréos de sorgo € por meio da producao de farinha,
que pode substituir parcialmente a farinha de trigo na confeccéo de varios produtos.
Essa substituicho nédo altera significativamente a qualidade do produto,
principalmente pelo mesmo apresentar cor branca, ndo alterando assim o sabor e a
cor dos produtos finais (VON PINHO, VASCONCELOS, 2002).

2.1.2.3 Sorgo Forrageiro

O sorgo forrageiro (Figura 03) é utilizado para silagem na alimentacdo de
bovinos. Apresenta caracteristicas fenotipicas que determinam facilidade de plantio,
manejo, colheita e armazenamento, alto valor nutritivo, alta concentracdo de

carboidratos sollveis que garantem adequada fermentacdo latica, bem como altos
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rendimentos de massa seca por unidade de area (NEUMANN et al.,, 2002;
OLIVEIRA et al., 2005).

Por essas razbfes, a importancia do sorgo como cultura forrageira tem
crescido em diversas regides do mundo (TEIXEIRA et al., 2014). No Brasil, o sorgo
forrageiro ocupa aproximadamente 40% do total da area cultivada de sorgo,
principalmente devido a expansao da producédo de leite e confinamento de bovinos
(COELHO et al., 2002).

Dentre os hibridos forrageiros destaca-se o BRS610, pela produtividade de
massa seca, excelente sanidade foliar e resisténcia ao acamamento. A alta
digestibiidade da massa seca confere qualidade a silagem do BRS610,
completando o valor agronémico e tornando-o um dos mais atrativos hibridos de
sorgo para silagem do mercado (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2005).

Figura 03. Sorgo forrageiro. Fonte: Imagem da pesquisa.
2.1.2.4 Sorgo Sacarino
Empregado como cultura energética, por apresentar potencialidades

atraentes como matéria-prima, o sorgo sacarino (Figura 04) tem na constituicao trés

grupos de materiais susceptiveis a serem fermentados em etanol — os agucares (no
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caule), o amido (nos grédos), e o material lignoceluldsico (bagaco resultante apés
extracdo do aclcar) (QUILHO, 2011).

A producado de sorgo sacarino no Brasil vem ganhando destaque atualmente
por se assemelhar a cana-de-acUcar quanto a fisiologia e caracteristicas
tecnoldgicas, ou seja, também acumula agucar no colmo e fornece bagago para a
industria (FREITA, 2013). Este surge como uma alternativa de matéria-prima para
producdo de etanol no periodo de entressafra da cana, periodo em que as
destilarias permanecem paradas, sobretudo nos meses de marco e abril, ou em
casos de pouca oferta do produto no mercado (CORSINO, 2011).

O hibrido BRS508 (sacarino) apresenta alto teor de acuUcar no caldo, que
aliado ao elevado potencial de produzir colmos, torna-o muito cultivado. Os teores
de acucares fermentesciveis dessa cultivar podem atingir 18 a 22.9 °Brix,
possibilitando preparo de mosto adequado ao processo fermentativo (EMBRAPA
MILHO E SORGO, 2012).

Figura 04. Sorgo sacarino. Fonte: Imagem da pesquisa.
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2.1.2.5 Sorgo Biomassa

O sorgo biomassa (Figura 05) apresenta grande quantidade de massa verde,
colmos grossos e fibroso, pequena producdo de grdos e porte muito alto
(EMBRAPA, 2014). Possui a particularidade de ser menos sensivel ao fotoperiodo, o
gue possibilita a ampliacao do ciclo vegetativo, ao mesmo tempo, que proporciona o
aumento da producdo de biomassa por hectare/ciclo, em comparacdo com as
cultivares sensiveis ao fotoperiodo (PARRELA et al., 2010; PEREIRA et al., 2012).

O sorgo biomassa é matéria-prima energética ideal devido a versatilidade
como fonte de amido e fibras. Por estas caracteristicas, pode se destacar como
matéria-prima energética, gracas a flexibilidade de uso. Pode ser empregado em
combustdo direta em caldeiras, assim como para a producdo de biocombustiveis
através de novas tecnologias (energia verde), além da producdo de quimicos
renovaveis (CARRILLO et al., 2014).

A obtencdo de variedades com maior producdo de biomassa tem sido uma
meta de diversos programas de melhoramento genéticos. Neste sentido, o sorgo
Alta Biomassa Blade® (BD7605) surgiu como alternativa competitiva para aumentar
a quantidade de matéria-prima para a bioeletricidade nas usinas.

Figura 05. Sorgo biomassa. Fonte: Imagem da pesquisa.
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2.1.2.6 Sorgo Vassoura

E planta muita alta, de porte de 2 a 3 metros de altura. O sorgo vassoura (Figura
06) apresenta como caracteristica principal panicula com um eixo central bem
desenvolvido, bem como inumeros eixos secundérios, panicula aberta e erata e
pequena quantidade de grdos. Tem importancia econdmica regionalizada,
principalmente no Sul do Brasil e no interior de S&o Paulo, para pequenos
produtores. Sua panicula ou raquis é a parte mais importante da cultura, sendo que
apos ser colhida e seca é empregada na fabricacdo de vassouras (brancas), como
produto artesanal (DIPAP, 2010).

Figura 06. Sorgo vassoura. Fonte: Mfrural.

http://www.mfrural.com.br/detalhe/sementes-de-sorgo-vassouras-155808.aspx.

2.2 Macro e micronutrientes nas plantas

N&o somente na cultura do sorgo, considera-se que a fertilidade dos solos, a
nutricdo e adubacdo sdo componentes essenciais para a obtencdo de maiores
produtividades. Assim, o conhecimento da marcha de absorcdo dos nutrientes deve
estar sincronizada com a disponibilizagdo desses nutrientes em quantidade, forma e
época adequada (PIVETTA, 2014).


http://www.mfrural.com.br/detalhe/sementes-de-sorgo-vassouras-155808.aspx
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O nitrogénio constitui um dos elementos essenciais ao desenvolvimento e
crescimento das plantas pelas funcdes relevantes na producdo e sintese de
aminoacidos, proteinas, aminas, amidas, amino acUcares, purinas e pirimidinas,
alcaloides, coenzimas, vitaminas e pigmentos. O nitrogénio € absorvido durante
quase todo o ciclo vegetativo do sorgo, sendo que o periodo de maior necessidade
inicla-se entre os 30-40 dias ap6s a emergéncia das plantas. A deficiéncia de
nitrogénio nas plantas de sorgo manifesta-se por apresentar plantas com reduzido
desenvolvimento vegetativo e com coloracao verde-palida, inicialmente nas folhas
baixeiras, ou seja, as mais velhas.

O fosforo é macronutriente essencial para que a planta possa atingir maiores
produtividades de biomassa. Esta presente nas plantas em quantidades menores do
gue as de nitrogénio, potassio e calcio. Ele desempenha funcdo importante no
crescimento do sistema radicular e no perfilhamento das gramineas (SANTOS et al.,
2002).

O potassio é nutriente muito exigido pelas plantas, embora nédo faca parte de
qualquer composto organico no sorgo, nao apresentando, portanto, funcéo
estrutural. Assume papel importante nas plantas como ativador enzimatico, de mais
de 60 enzimas, tais como as sintetases e as quinases, para as quais o potassio €
indispensavel (VIEIRA, 2014). A maior parte do potassio absorvido pela planta do
sorgo forrageiro e/ou biomassa, € exportada para parte aérea, e outra parte
permanece na area como residuo vegetal (PRADO, 2008).

O aluminio é elemento que pode ser téxico as plantas, especialmente quando
em excesso no solo. A toxidez deste elemento € fator importante que limita a
produtividade do sorgo em solos acidos. O calcério, além de eliminar o aluminio, que
precipita na forma de AI(OH)s, fornece calcio e magnésio ao solo e as plantas.

O célcio é elemento imovel na planta, tendo como principais funcbes a
estruturacdo da planta, aumentando a resisténcia mecanica dos tecidos e a
formacao da parede celular, constituindo-se no principal composto do ponto de vista
guantitativo Malavolta et al. (1996) e Prado (2008). Pode atuar ainda como
neutralizador de acidos organicos no citosol (VIEIRA, 2014).

O magnésio tem como principal funcdo nas plantas a participacdo na

constituicdo da molécula de clorofila, da qual o magnésio é o elemento central
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(PRADO, 2008). Também atua como ativador enzimatico, que juntamente com o
potdssio apresentam-se como elementos de maior expressdo para a ativacdo de
diversas enzimas.

O cobre é elemento que atua principalmente como ativador enzimatico,
podendo ser constituinte de enzimas como as platicianinas e polifenoloxidades. De
acordo com Prado (2008), a deficiéncia este nutriente ndo é facil de ser identificada.
Em plantas anuais, como o sorgo, nos estadios iniciais de desenvolvimento, a
deficiéncia severa pode levar a morte das plantulas. Esta deficiéncia pode contribuir
para o0 incremento da incidéncia de doencas em plantas, uma vez que o Cu
apresenta importante agao fungistatica (VIEIRA, 2014).

O zinco € um micronutriente limitante para a maioria das culturas devido a sua
baixa concentracdo no solo e a praticas agricolas inadequadas, como 0 excesso de
emprego do calcario (PRADO, 2008). Observa-se a deficiéncia de zinco na cultura
do sorgo, principalmente com maior frequéncia em solos sob vegetacéo de cerrado.
A deficiéncia de zinco é normalmente caracterizada pelo encurtamento dos
internddios e da folha pequena, entretanto, tém-se faixas amareladas (ou brancas)
entre a nervura e as bordas das folhas. Também podem levar a clorose induzida por
deficiéncia de ferro, entretanto os sintomas nas folhas pequenas caracterizam a
deficiéncia de zinco. (PRADO, 2008).

Ao contrério do zinco e do boro, o ferro € o micronutriente mais abundante em
solos tropicais, sendo importante na biossintese de clorofila e faz parte de classes
de proteinas, e nos constituintes enzimaticos que transportam elétrons, e também na
ativacdo de enzimas. (PRADO, 2008). Ele é essencial para sintese de proteinas e
ajuda a formar alguns sistemas respiratérios enzimaticos, assim, sua deficiéncia
caracteriza-se inicialmente pela reducdo no tamanho dos cloroplastos, na sintese de
proteinas e no conteudo de clorofilas (VIEIRA, 2014).

O manganés participa na planta de um composto organico como ativador
enzimatico, que desempenha fun¢des vitais e, consequentemente, a producédo de
massa seca das plantas (VIEIRA, 2014). Ao contrario do boro e do zinco, o
manganés é o segundo micronutriente mais abundante em solos tropicais, perdendo

apenas para o ferro, sua deficiéncia é caracterizada por clorose da superficie das
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folhas jovens, podendo progredir entre as nervuras, conhecida por um reticulado
grosso (PRADO, 2008).

Segundo Fornasieri Filho & Fornasieri (2009) o sorgo é uma planta eficiente
na utilizacdo dos nutrientes presentes ou adicionados ao solo pela adubacao, em
funcd@o do seu desenvolvido sistema radicular. A adubacdo do sorgo granifero tem
sido intensamente estudado, e em segundo lugar o do sorgo forrageiro. A adubacéo
do sorgo sacarino e biomassa carecem de informacdes especificas, verifica-se que
estas tém sido adaptadas através das informacgdes obtidas para o sorgo forrageiro,
considerando-se a produtividade esperada. Entretanto, os novos hibridos de sorgo
sacarino e biomassa podem apresentar exigéncias nutricionais especificas, devido
ao seu metabolismo voltado ao acumulo de acucares nos colmos e alta
produtividade de matéria seca (PIVETTA, 2014).

Diante do exposto, é fundamental o conhecimento sobre nutricdo de plantas
de sorgo para se aplicar adequadamente o manejo nutricional, visando a
manutencdo de altas produtividades. Através desta operacdo evita-se o0
empobrecimento do solo e/ou o desbalanco de nutrientes, possibilitando obter

eficiéncia e a qualidade do processo de producéo de etanol (SANTOS et al., 2015).

2.3 Producdo de Biocombustiveis de Primeira e Segunda Geracgao

O termo biocombustivel se refere a combustiveis liquidos, soélidos ou gasosos
oriundos de varios tipos de biomassa (FERREIRA, 2010). E de acordo com a origem
desta biomassa, os biocombustiveis podem ser classificados como de primeira e de
segunda geracéo (FIGUEIREDO; FARIAS FILHO, 2009).

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo combustiveis produzidos por
tecnologias estabelecidas e comprovadas, e pelo uso de matérias-primas de culturas
agricolas (FIGUEIREDO; FARIAS FILHO, 2009). Enquanto os de segunda geracéao,
sdo produzidos a partir de materiais lignoceluldsicos presentes em residuos de
origem vegetal. Entretanto para a producao do segundo, as tecnologias existentes,
encontram-se ainda em processo de desenvolvimento e aperfeicoamento
(PACHECCO, 2011).
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O etanol, ou élcool etilico, é liquido incolor, volatil, inflaméavel, totalmente
solavel em &gua, apresenta formula molecular C,HsO, podendo ser obtida por via
quimica e por via fermentativa (LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M,
2015). Por via quimica, obtém-se o etanol a partir de hidrocarbonetos nao saturados,
como o eteno e o etino, e de gases de petroleo e da hulha (LEHNINGER, A. L.;
NELSON, D. L.; COX, M. M, 2015). Porém, a via fermentativa é a maneira mais
importante e econdmica para obtencdo do etanol no Brasil devido, principalmente,
ao grande numero de matérias-primas naturais existentes em todo o pais (LIMA et
al., 2001).

Com a crise do petréleo, em 1975, foi criado o Pro-alcool (através do decreto
n® 76.593), com a implantacdo de diversas destilarias de etanol em todo o Brasil,
visando o uso alternativo deste combustivel em substituicdo ao petréleo e seus
derivados (BARCELOS, 2012). O governo brasileiro passou a investir grandes
quantias no cultivo da cana-de-acucar a fim de se obter o etanol a partir da
fermentacao da sacarose (LORA e ANDRADE, 2009).

Mesmo com a interrupcao da trajetéria virtuosa do etanol (Prodlcool) no inicio
da década de 1990, em resposta a queda nos precos relativos do petréleo e aos
problemas de natureza fiscal do governo, que eliminaram os subsidios e levaram a
uma perda de espaco relativo para a gasolina; um novo impeto foi garantido ao
etanol combustivel gracas aos novos veiculos bicombustiveis (flex fuel) (BASTOS,
2007; CHANDEL et al., 2014).

Nesse novo cenario, as atencdes voltadas para o etanol ndo estdo mais
restritas ao etanol combustivel, mas incorpora o etanol como matéria-prima para
obtencdo de diversos produtos quimicos (alcoolguimica), tais como o0 eteno
(derivado do petréleo), o qual é matéria-prima para resinas, além de produtos hoje
importados derivados do etanol, como 0s acetatos e o éter etilico (SILVA, 2014).

Atualmente, com o crescimento do pensamento sustentavel, a alcoolquimica
vem recebendo destaque no setor industrial, fazendo com que o etanol substitua
gradativamente o petroleo como fonte de matérias-primas (BASTOS, 2007;
RODRIGUES, 2011).
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2.4 Biomassas Lignoceluldsicas

Dentre os materiais lignocelulosicos para producdo de etanol destacam-se
seis grupos principais: coniferas e folhosas, residuos de celulose (papel de jornal,
papel de escritorio), biomassa herbacea (feno, gramineas), residuos municipais
sélidos e residuos de agricultura (bagaco de cana, palha de milho, palha de trigo,
palha e casca de arroz, palha de cevada, bagaco de sorgo, carocos de azeitona e
celulose) (BARCELOS, 2012).

Os materiais lignocelulésicos sdo caracterizados por serem fibrosos e
capazes de formar uma estrutura vegetal complexa devido ao entrelacamento entre
0s principais constituintes, como a celulose, hemiceluloses e lignina (ASSUMPCAO,
2015). A Figura 07 apresenta um modelo da estrutura macromolecular dos principais

constituintes do material lignoceluldsico.
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Figura 07. Modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material
lignoceluldsico (parede secundaria) (BIDLACK et al., 1992 apud RABELO, 2010).
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Analisando a Figura 07 observa-se que 0s componentes sdo arranjados de
modo que as cadeias de celulose e hemiceluloses sejam fixadas pela lignina.
Paralelamente, as cadeias de celulose se mantém compactadas através de ligacdes
de hidrogénio que promovem a rigidez da planta, enquanto que a lignina circundante
estrutura 0s componentes e age como uma barreira fisica para o ataque de
microrganismos e &gua (RABELO, 2010). As hemiceluloses, por sua vez,
proporciona a ligacao entre a celulose e a lignina formando assim a rede fibrosa.

Entretando estes materiais apresentam uma complexa estrutura morfolégica
dificultando a conversdo deste tipo de biomassa em biocombustiveis ou outros
produtos de interesse (BARCELOS, 2012).

2.4.1 Celulose

A celulose, (CsH1005)n, € classificada como um carboidrato e destaca-se por
ser o polimero natural mais abundante da terra, sendo obtido a partir de fontes
renovaveis, com producdo anual de mais de 50 bilhGes de toneladas (SILVA et al.,
2009).

A celulose é formada por unidades de glicose unidas por ligagdo f1-4 sendo
um substrato perfeito para processos fermentativos. A rigidez e sustentabilidade
estrutural das paredes celulares dos vegetais é garantida por interacbes entre 0s
polissacarideos de celulose, reforcados dentro de uma matriz de hemiceluloses e
pectinas. Essa sustentacdo estrutural € uma importante funcédo da celulose que sé
se faz possivel pela sua extrema insolubilidade em agua sob condigBes normais
(BANERJEE et al., 2016; OGEDA; PETRI, 2010).

A ligacao [ resulta na rotacdo de 180° do plano das unidades alternadas da
glicose, essa ligacao glicosidica € do tipo 1,4 (pois envolve os carbonos 1 e 4). Duas
unidades de anéis glicosidicos invertidos entre si, com um angulo de 180° em
relagdo a um mesmo plano, formam uma unidade de celulose denominada celobiose
(Figura 08) (KLEMM et al., 2005).
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Figura 08. Estrutura molecular do polimero natural celulose e da sua unidade

monomérica celobiose (KLEMM et al., 2005).

Na celulose, as cadeias de glicose sdo unidas por forcas de Van der Waals e
por ligacdes de hidrogénio na estrutura cristalina, sendo esta estrutura chamada de
fribila elementar, que consiste em aproximadamente 40 cadeias de glicana
(BIDLACK et al., 1992 apud RABELO, 2010). A juncao destas fibrilas elementares,
gue essencialmente apresentam comprimento infinito e uma largura de
aproximadamente 250 A, d4 a formacdo das microfibrilas (FAN et al., 1982 apud
BARCELOQOS, 2012).

As regibes dentro das microfibrilas que apresentam elevada ordem sao
denominadas de regides cristalinas e as regides menos organizadas, denominadas
amorfas (RABELO, 2010). As duas formas ocorrem em propor¢cdes caracteristicas
em celuloses de diferentes origens, e o atagque enzimatico pode ser preferencial em
um dos tipos de estrutura (GAMA, 1996). Na regiao cristalina a fibra tem maior grau
de flexibilidade (FENGEL e WEGENER, 1989 apud BARCELOS, 2012). A
cristalinidade pode ser estudada por varias técnicas, como, por exemplo, raios-X,
espectroscopia no infravermelho, Raman dentre outros (BRISTOW e KOLSETH,
1986 apud RABELO, 2010).

O material amorfo é definido como o material que é disforme ou néao
apresenta uma forma definitiva, entretanto, a celulose amorfa, provavelmente, ainda
possui algum grau de ordem (O'SULLIVAN, 1997). Larsson et al. (1997)

investigaram molecularmente a celulose e relataram que a maioria das regides
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amorfas correspondia as cadeias situadas na superficie, visto que os componentes
cristalinos ocupam o nucleo do microfibrila como apresentado na Figura 08.1(B).
Uma arquitetura molecular diferente da celulose cristalina e amorfa € sugerida
por Mosier et al. (2005) e por Tenkanen et al. (2003). Ambos descrevem a celulose
como sendo semicristalina, com regides de elevada cristalinidade, com uma
quantidade de aproximadamente 200 residuos de glicose, separadas por regides

amorfas, como apresentado na Figura 08.1(A).

Amorfa Cristalina Amarfa
(a)
CH50H OH CH,OH H OH CH5OH
8] 0 O
——0 OH 0 —0 OH O H o4 O OH 0—
O O
OH CH,OH H ©OH CH,OH OH

— Glicose —pm

- Celobiose

(b)

Figura 08.1: (A) Rede de microfibrilas de celulose contendo regides cristalinas
intercaladas por regiées amorfas e (B) estrutura molecular parcial da celulose tendo
como unidades repetitivas 0 monémero de glicose e o dimero de glicose que é a
unidade de celobiose (COTTON INCORPORATED, 2011).

As fibras de celulose, quando colocadas em contato com a agua e certos
solventes organicos, sofrem intumescimento. A extensdo do intumescimento da
celulose pode ser intercristalino ou intracristalino. No primeiro caso, 0 agente
intumescedor penetra nas regides amorfas da microfibrila da celulose e nos espacgos
entre as mesmas (RABELO, 2010). O caso mais comum de intumescimento

7

intercristalino € o inchamento da celulose em agua. No segundo caso, 0 agente
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intumescedor penetra nas regides cristalinas das microfibrilas. O intumescimento
intracristalino pode ser efetuado pelo uso de solugBes concentradas de acidos e
bases fortes e de solugcdes de alguns sais (D. ALMEIDA, 1988 apud RABELO,
2010).

2.4.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede celular
das plantas, mas concentram-se, principalmente, nas camadas primaria e
secundaria, onde estdo intimamente associadas a celulose e lignina (RABELO,
2010). Cerca de 30% dos polissacarideos que constituem a parede celular dos
vegetais referem-se a hemicelulose sendo este, portanto, um carboidrato abudante
na natureza (DA SILVA et al., 1997; HON e SHIRAISHI, 1991).

As hemiceluloses ou polioses séo polissacarideos de cadeia linear e
ramificada. Essa molécula € amorfa e possue peso molecular relativamente baixo,
junto com a celulose, lignina, pectina e proteinas que formam a parede celular das
plantas (MARTINS, 2005). Estas s&o depositadas de maneira intercalada nas
microfibrilas de celulose, em um estagio anterior a lignificacdo, conferindo
elasticidade e flexibilidade ao agregado de microfibrila e impossibilitando que as
mesmas se toquem (AGUIAR, 2010).

A cadeia principal de uma hemicelulose (Figura 09) pode consistir de uma sé
unidade (homopolimero), como a xilana, ou de duas ou mais unidades
(heteropolimero), como a glucomanana unidas entre si por ligacdes de hidrogénio
(MARTINS, 2005; PASTORE, 2004).
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Figura 09. Estrutura molecular parcial da hemicelulose. Fonte: (FENGEL; LIN, 1984;
NASCIMENTO; SILVA, 2002; PASTORE, 2004; MAREBEZI, 2009).
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Os acucares que formam as estruturas das hemiceluloses incluem pentoses,

hexoses, acidos hexurbnicos e deoxi-hexoses. Alguns desses acuUcares sao

mostrados na Figura 10.
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Figura 10. Representacbes de unidade de polissacarideos presentes na

hemicelulose: (1) B-D-Xilose, (2) a-L-Arabinopyranose, (3) a-L-Arabinofuranose, (4)
B-D-Glicose, (5) B-D-Manose, (6) a-D-Galactose, (7) B-D-Acido Glucurdnico, (8) a-D-
4-0-Acido metilglucurdnico, (9) a-D-Acido galactose, (10) a-L-Ramnose e (11) a-L-
Fucose (FERGEL e WEGENER (1984); NASCIMENTO; SILVA, 2002; PASTORE,

2004; MAREBEZI, 2009).
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As hemiceluloses diferem da celulose, principalmente, por sua constituicao
em diferentes unidades de acucares, formando cadeias moleculares curtas e
bastante ramificadas. A Tabela 01 apresenta algumas diferencas entre a celulose e

hemicelulose.

Tabela 01. Diferencas entre celulose e hemiceluloses (BIANCHI, 1995; RABELO,
2010).

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de agucares
Grau de polimerizacéo elevado Grau de polimerizacéo baixo
Forma arranjo fibroso N&o forma arranjo fibroso
Forma regibes amorfas e cristalinas Formam somente regibes amorfas
E atacada lentamente por acido E atacada rapidamente por acido
mineral diluido a quente mineral diluido a quente
E insolavel em alcali E soltvel em alcali

Apesar de serem ambas constituidas por acucares, existem importantes
diferencas de comportamento reacional entre as hemiceluloses e a celulose, devido,
principalmente, a estrutura fisica. As hemiceluloses sédo totalmente amorfas e,
portanto, menos resistentes ao ataque de agentes quimicos. Embora ndo haja
evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses estejam ligadas quimicamente, as
ligacdes de hidrogénio e a interpenetracao fisica existente entre as mesmas tornam

a separacao guantitativa impossivel (RABELO, 2010).

2.4.3 Lignina

Depois da celulose, a lignina € a macromolécula mais abundante existente na
biosfera. E definida como substancia hidrofobica, com estrutura tridimensional e
amorfa, altamente ramificada (SILVA, 2011).

A lignina apresenta na estrutura iniUmeros grupos aromaticos e alifaticos, com

diversos anéis fenilpropanicos substituidos ligados por meio de diferentes tipos de
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ligagbes, como do tipo éter (hidroxilas primarias e secundarias, carbonilas,
carboxilas, ésteres e ligacbes etilénicas) ou carbono-carbono (ARANTES, 2009;
RAMIRES, 2011).

A lignina é incorporada durante o crescimento do vegetal, sendo composta
basicamente de unidades fenilpropano que formam macromolécula tridimensional e
amorfa. Apresenta esqueleto basico de quatro ou mais unidades de fenilpropano por
molécula substituida. Segundo Rabelo (2010) esses mondmeros, que formam a
lignina sdo denominados alcoois cumarilicos, que séo diferenciados entre si pelas
substituicdes que apresentam no anel aromético:

. Alcool p-cumarilico, sem substituicdo, precursor das unidades p-
hidroxifenilicas (H);

. Alcool coniferilico, com grupo metoxilico na posicdo 3 do anel
aromatico, precursor das unidades de guaiacil (G);

. Alcool sinapilico que da lugar as unidades de siringilo (S) e apresenta
0S grupos metoxilico nas posicdes 3 e 5 do anel aromatico.

A Figura 11 apresenta o0s precursores primarios na formacao da lignina,
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Figura 11. Precursores primarios da lignina: a) alcool trans-p-cumarilico; b) alcool

trans-coniferilico e c¢) alcool trans-sinapilico (BALOGH, 1989).

A estrutura quimica da lignina é bastante complexa e ainda ndo conhecida

completamente. A proporcdo dos precursores da lignina varia entre as diferentes
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espécies de plantas e a razdo entre as mesmas tem sido usada com propdésitos
taxonoémicos (RABELO, 2010).

As ligninas de gramineas, tais como o bagaco de cana-de-acucar, a formacéo
da lignina envolve a polimerizacédo dos trés tipos de unidades monomeéricas (lignina

H-G-S) (RIO et al., 2005). Na Figura 12 s&do mostradas essas unidades da lignina.

H4CO H4CO OCHg
OH OH OH

(a) (b} (c)
Figura 12. Principais unidades arométicas presente na molécula de lignina: (a) p-
hidroxifenila; (b) Guaiacila; (c) Siringila (SANTOS, 2001).

Durante o desenvolvimento da célula, a lignina é incorporada como o ultimo
componente na parede, envolvendo as microfibrilas celuldsicas e assim fortalecendo
e enrijecendo a parece celular, conferindo &s plantas resisténcia mecénica
(MARABEZI, 2009). Além disso, a lignina possui importante papel no transporte de
agua e nutrientes das plantas e protege os tecidos vegetais da degradacao quimica
e/ou biolégica (CANILHA et al., 2010).

A estrutura quimica hipotética da lignina é apresentada na Figura 13.

A lignificacdo da parede celular € processo controlado individualmente para
cada célula, sendo a lignina o ultimo polimero a ser depositado na parede celular,
surgindo incialmente nos cantos das células ap6s a deposicdo da celulose na
parede secundaria, que ocorre depois do término do processo de alongamento das
células e quando comeca o espessamento da parede secundaria (RABELO, 2010).
A deposicdo da lignina prossegue pela lamela média, pela parede priméria e
continua na parede secundaria, até a formacdo da parede terciaria (FENGEL e
WEGENER, 1989).

A ultraestrutura da parede celular dos materiais lignocelulésicos €

determinada pela interacao entre a lignina, celulose e hemicelulose.
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Figura 13. Estrutura parcial hipotética de lignina (FENGEL; WEGENER, 1984).
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2.4.4 Pectinas

As pectinas sdo uma complexa familia de polissacarideos constituidos
basicamente por &acido poligalacturénico e, em menor quantidade, ramnose,
arabinose e galactose (BRETT e WALDRON, 1996). A pectina é formada por um
esqueleto de residuos de &cido galacturdnico unidos por ligagdes a (1-4), Figura 14.
A cadeia de poligalacturénico esta interligada por residuos de ramnose unidas por
ligagcdes a (1-2). Estes residuos de ramnose podem ter unido a si largas cadeias
laterais de L-arabinose e D-galactose. Em algumas pectninas, as cadeias laterais
podem finalizar no &cido ferulico unidos na posi¢cdo O-3 da arabinose ou na O-2 da
galactose (ANDERSEN, 2007).

OCHs OCH;
OH ql:o oH :|;=o OH
o o o
00— oH G OH OH OH
o o o o
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I
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Figura 14. Estrutura geral da pectina (BOBBIO, 1989).

As pectinas constituem o componente principal da lamela média da parede
vegetal. Sdo as fracdes mais facilmente extraiveis da parede celular, apresentando
propriedades de gel. Além disso, o acido galacturbnico € molécula carregada
negativamente, o que confere a parede celular a propriedade de trocadora de ions
como o calcio (RABELO, 2010).

2.4.5 Outros Compostos
Os materiais lignocelulésicos podem conter também extensa variedade de

extrativos organicos, os quais podem ser extraidos por solventes polares ou

apolares (BARCELOS, 2012). Sdo exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras,
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alcaldides, proteinas, fendlicos, acucares simples, pectinas, mucilagens, gomas,
resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 0leos essenciais.

Os extrativos sdo compostos intermediarios do metabolismo do vegetal,
proporcionam reserva energética e protecdo ao vegetal contra o ataque de
microrganismos e insetos, porém, tém efeito inibitério nos processos de conversao
de biomassa (FENGEL e WEGENER, 1989).

A biomassa vegetal também contém uma pequena quantidade de espécies
inorganicas, tais como, potassio, sédio, calcio, etc., como resultado dos nutrientes
adquiridos durante o crescimento vegetal (YU et al., 2008; BARCELOS, 2012).

2.5 Producdo de Etanol a Partir de Materiais Lignocelulésicos

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos consta
fundamentalmente de quatro etapas, com distintas possibilidades de combinacéo
(SUN e CHENG, 2002): producéao de enzimas, pré-tratamento, hidrolise enzimética e
fermentacao.

As caracteristicas particulares do polimero de celulose levam a formacédo da
fibra vegetal. As fibras vegetais que constituem a biomassa estdo organizadas em
camadas primaria e secundaria que sdo majoritariamente constituidas de
hemiceluloses, lignina e celulose (SANTOS, 2013). A camada secundaria é
subdividida em camadas S1, S2 e S3 (Figura 15). A camada S2 € a mais espessa,
responsavel pela resisténcia mecéanica da fibra, pois € basicamente constituida de
celulose (~90%) na forma de micro/macrofibrilas.
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Figura 15. Estrutura hierarquica de um tecido vegetal (BARNETT e BONHAM,
2004).

Na natureza, a celulose ndo ocorre como uma molécula isolada individual, e
sim principalmente na forma de fibras. Isso ocorre porque a biossintese é
instrumentada por complexos especificos terminais (CTs) ligados & membrana
plasmatica (SANTOS, 2013). Para arvores e plantas os CTs sdo organizados em
rosetas de seis membros com cada subunidade polimerizando seis cadeias de
celulose e o complexo todo 36 cadeias (Figura 16A). Essas cadeias sao dispostas
lado a lado e serdo posteriormente organizadas em estruturas manométricas
chamadas de fibrilas elementares (16B). As fibrilas elementares tém cerca de 3-4 nm
de didmetro e se combinam para formar estruturas mais espessas, as microfibrilas
gue contém regiées amorfas e cristalinas (Figura 16C e 16D) (MOON et al., 2001;
ELAZZOUZI-HAFRAQUI et al. 2008; DE MESQUITA, 2012). Segundo o modelo
estrutural proposto por Battista e Smith (1962), cada microfibrila de celulose pode
ser considerada como uma corrente que contém uma sequéncia de unidades de
celulose (cristalitos), ligadas por dominios amorfos ou defeitos estruturais (Figura
16D) (SANTOS, 2013).
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Figura 16. Representacdo esquematica dos niveis que precedem a formacdo de
uma microfibrila presentes em plantas superiores. (a) se¢ao transversal da estrutura
formada pelas 6 cadeias de celulose na subunidade dos complexos especificos
terminais. Cada retangulo cinza representa uma cadeia de celulose. (b) secéo
transversal das fibras elementares; (c) secdo transversal das microfibrilas de
celulose composta de 6 fibrilas elementares; (d) secdo lateral das microfibrilas
mostrando a configuracdo em série de regides cristalinas e amorfas. (MOON et al.,
2011).

As cadeias de celulose presentes em uma microfibrila sdo estabilizadas tanto
por forcas de Van der Waals quanto por pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares o que possibilita a formacédo das macrofibrilas (estruturas maiores
formadas por microfibrilas), como mostrado na Figura 17 (SANTOS, 2013). Deste
modo, as microfibrilas que compdem as fibras, resultantes do arranjo das moléculas
de celulose, sdo constituidas de regides cristalinas, altamente ordenadas, e amorfas,
desordenadas. As regides cristalinas resultam da acg¢do combinada da
biopolimerizacdo e cristalizacdo de celulose comandada por processos enzimaticos
(SANTOS, 2013). As regibes amorfas sdo resultados de dois processos:
imperfeicdes de empacotamento das cadeias de celulose localizadas na superficie
da nanoestrutura, e o segundo, de maior importancia, resultam do término do

encadeamento das cadeias de celulose ao longo da direcdo longitudinal das fibrilas,
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0 que gera regibes amorfas intercaladas com as regibes altamente cristalinas
(FENGEL e WEGENER, 1989; OKSMAN e SAIN, 2005; EICHHORN et al., 2010).
Essas sdo denominadas, por alguns autores, de regides em que a cristalizacao
ocorreu com defeito (MOON et al., 2011; DE MESQUITA, 2012).

|

@@
‘“Q«-O'“Q’;jji;f/
TR

T@D@ \k

Figura 17. Estrutura hierarquica da constituicio de uma macrofibrila (DE
MESQUITA, 2012).
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2.5.1 Producéo de Enzimas

As enzimas sdo substancias organicas, compostas por polimeros de
aminoacidos, efetuando processos metabdlicos na célula viva. Estas atuam
acelerando a velocidade das reac6es quimicas que ocorrem dentro de células vivas,
sem sofrer qualquer alteracao geral dos agentes envolvidos (ROSAS, 2003).

As enzimas sao biocatalisadores de estrutura protéica globular terciaria ou
guaternaria, termolabeis e ndo dialisaveis, agindo no aumento da velocidade da
reacao quimica e reduzindo a barreira energética destas reacdes (HARGER, 1982
apud SILVA, 2014).

Séo classificadas de acordo com os substratos com que reagem e pela sua
especificidade de reagéao (LAIDLER, 1954, apud SILVA, 2014), podendo ser obtidas

atraves de trés fontes diferentes: de origem fangica ou bacteriana, animais
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superiores (enzimas pancredticas, pepsina, catalase, renina) por microrganismos
(por exemplo, as amilases, proteases, pectinases, invertases, glicose-oxidases,
celulases, fitases e glicose-isomerases) ou vegetais superiores (papaina do mamao,
bromelina do abacaxi e ficina do figo) (HARGER, 1982 apud SILVA, 2014). As
microbrianas podem ser intracelulares (enzimas retidas no interior das células
microbianas) ou extracelulares (enzimas eliminadas ao meio). Em geral, as mais
utilizadas nas industrias sdo as enzimas extracelulares de origem microbiana.

As enzimas extracelulares que degradam o amido tém como principal
aplicacdo a conversdao do amido em monossacarideos como a glucose, em
dissacarideos como a maltose e em oligossacarideos como as dextrinas (SILVA,
2014), sendo utilizadas na obtencdo de acucares fermentesciveis empregadas nas
industrias cervejeiras e producéo de bebidas alcodlicas.

A obtencdo de enzimas a partir de microrganismos celuloliticos representa,
em termos econdmicos, por volta de 50% do custo global do processo de obtencéo
dos aclcares mediante hidrélise enzimética (WYMAN, 2001). Apesar da diminui¢ao
dos custos das enzimas nos ultimos 20 anos, elas ainda representam um importante

papel sobre o preco final do etanol (RABELO, 2010).

2.5.2 Pré-tratamento

O processo de producdo de etanol a partir do bagaco demanda a
transformacdo da celulose e hemiceluloses em mondmeros de glicose e xilose,
respectivamente, além da subsequente conversdo dos mesmos, por
microrganismos, em etanol. No entanto, a celulose nativa encontra-se muito
protegida pela matriz lignina-carboidrato, de modo que a celulose se torna
recalcitrante a acdo hidrolitica, resultando em processos lentos de conversao
(RABELO, 2010). Desta forma, € necessario realizar pré-tratamento do bagaco de
modo a aumentar a exposicao das fibras de celulose, tornando-a mais acessivel aos
agentes hidroliticos enzimaticos ou acidos.

O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica consiste em uma das etapas

operacionais mais relevantes em termos de custo direto, além de influenciar
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consideravelmente os custos das etapas anteriores e subsequentes do processo
(RABELO, 2010).

Basicamente, o pré-tratamento visa remover a lignina e a hemicelulose da
biomassa (Figura 18), reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade
do material para melhorar o acesso das enzimas a celulose e assim aumentar a
converséao dos polissacarideos em acucares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005).
Além disso, o pré-tratamento deve garantir a formacdo de acucares diretamente ou
na seguinte etapa de hidrélise; evitar a perda e/ou degradacdo dos acucares
formados; limitar a formacdo de co-produtos inibidores; reduzir a demanda de
energia e minimizar os custos (SUN e CHENG, 2002; AGBOR et al., 2011).
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Figura 18. Pré-tratamento em materiais lignocelulésicos (Adaptado de MOSIER et
al., 2005)

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: reduzir o grau de cristalinidade
da celulose, dissociar o complexo lignina-celulose, aumentar a area superficial da
biomassa, preservar as pentoses maximizando os rendimentos em acucares e evitar
ou minimizar a formagdo de compostos inibidores do processo tanto na etapa de
hidrélise quando na etapa de fermentagdo (HSU, 1996 apud RABELO, 2010).
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2.5.2.1 Tipos de Pré-tratamento

Existem diversos pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a
escolha do mais adequado depende da biomassa empregada. Estes podem ser
classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos, além da combinacéo
entre eles (MOQOD et al., 2013).

Cada pré-tratamento altera de forma diferente a estrutura da biomassa. Os
pré- tratamentos fisicos, como a moagem e a extrusao ndo alteram a composicéo da
biomassa, mas alteram a sua estrutura por meio do aumento da &rea superficial e
reducdo da cristalinidade. Ja os pré-tratamentos alcalinos, oxidativos, biologicos
epodem remover principalmente a fracdo da lignina, logo a biomassa serd composta
majoritariamente por hemicelulose e celulose ao final do processo. Os pré-
tratamentos acidos, explosdo a vapor e hidrotérmico removem as hemiceluloses
para a corrente liquida e forma uma corrente soélida rica em celulose e lignina,
também chamada de celulignina (MORO, 2015). Como se pode ver, o pré-
tratamento escolhido define a composicdo da biomassa que sera levada para a
etapa posterior, a hidrélise enzimatica (SILVA et al., 2013).

A eficiéncia do pré-tratamento € avaliada tanto na composicao fisico-quimica
da biomassa quando no seu desempenho durante a etapa de hidrélise enzimatica.
Em geral, um bom pré-tratamento proporciona altos rendimentos e conversfes de
hidrolise, ndo gera inibidores da fermentacao, tem baixo custo, ndo apresenta perda
de carboidratos ou degradacéo da biomassa, possibilita a recuperagao da lignina e
consome pouca energia (BALAT et al., 2008; SILVA et al. 2013).

2.5.2.2 Pré-tratamento com acido diluido

O preé-tratamento acido também é conhecido por pré-hidrolise, promovendo a
hidrolise das hemiceluloses a outros polissacarideos e monossacarideos, como
xilose, manose, galactose, glicose, entre outros.

Como as hemiceluloses sdo constituidas principalmente de xilana, o principal
produto do pré-tratamento acido € a xilose (CHEN et al., 2011). A remocao da fracao

hemiceluldsica torna a celulose mais acessivel as enzimas da hidrolise (BALAT et
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al., 2008, BEHERA et al., 2014) o que, geralmente, resulta em bons rendimentos de
hidrolise para este pré-tratamento (SINGHA et al., 2015). Pré-tratamentos com acido
sulfurico tém sido um dos mais utilizados devido a sua alta eficiéncia (CARDONA et
al., 2010), mas também os acidos nitrico, cloridrico, fosférico (BEHERA et al., 2014),
peracético e oxalico sdo opcdes comumente reportadas na literatura (SINGHA et al.,
2015). O pré-tratamento &cido pode ser conduzido em duas condi¢des diferentes. A
primeira que utiliza acido concentrado ndo € tdo atrativa quanto a segunda que
utiliza acido diluido, pois apresenta diversos problemas como formacdo de
inibidores, toxicidade, corrosdo e necessidade de equipamentos resistentes
(SINGHA et al., 2015). O tratamento com &cido diluido, em geral, com concentragdo
de é&cido entre 0,1 e 2% (m.v''), costuma ser mais efetivo pois apresenta menor
degradacdo de acuUcares, e com isso, menor formacao de inibidores (BEHERA et al.,
2014).

De forma geral, o pré-tratamento acido acarreta alguns problemas, como
formacdo de inibidores, corrosdo dos equipamentos, alto custo de operacdo e
manutencdo (BEHERA et al.,, 2014). Além destas desvantagens, este tratamento
requer uma etapa adicional para neutralizar a biomassa ao final do pré-tratamento e
eliminar os inibidores formados. Essa etapa acrescenta custos ao processo e gera
uma corrente de efluente liquida (SILVA et al., 2013).

2.5.2.3 Formacdo de inibidores

Os compostos inibitérios podem ser classificados em dois grupos: inibidores
originalmente presentes na biomassa e inibidores produzidos por condi¢cdes severas
na etapa do pré-tratamento.

Os inibidores presentes na biomassa lignoceluldsica séo facilmente liberados
durante a etapa de pré-tratamento. Em contrapartida, os pré-tratamentos que
trabalham em condicbes drasticas, ou seja, presenca de reagentes &acidos
combinados com altas temperaturas sdo fortemente passiveis a formacdo de
produtos inibitorios devido a degradacéo dos acucares e da lignina, levando assim a
producdo de acidos organicos, aldeidos furanicos e compostos fendlicos (RABELO,
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2010). Na Figura 19 notamos a procedéncia de cada um dos inibidores proveniente

de diferentes constituintes da biomassa.

Cinzas Acucares Inibidores
(0-2%)
[ A \ 7 A .
| I Acido |
levulinico
Celulose . _ o
(35-50%) Glicose ——— Hidroximetilfurfural

Galactose, manose

/ \ Acido
/

férmico
HTTQ‘?"‘L(',/'OO)S‘E Xilose, arabinose —— Furfural
> Acido acético
Lignina _ Compostos
(21-32%) ~ fendlicos
>Resina
Extrativos
(1-5%)

Figura 19. Formacdo dos componentes inibitérios (Adaptado de PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000 apud RABELO, 2010).

O inibidor produzido da degradacdo das pentoses resulta o furfural e das
hexoses o 5-hidroximetilfurfural (HMF), os quais sdo bastante problematicos para a
etapa da fermentacdo (MUSSATO e ROBERTO, 2004). Quando é promovida a
degradacédo destes inibidores, o acido férmico e levulinico sdo formados. Compostos
fendlicos como o acido 4-hidroxibenzdico, vanilina, catecol e siringaldeido podem ser
formados pela decomposicdo quimica parcial da lignina (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000). Uma variedade de métodos biolégicos, fisicos e quimicos pode
ser aplicada com o intuito de reduzir a concentragao de inibidores antes de realizar a

etapa de hidrdlise enzimatica e fermentacao.
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2.5.3 Hidrélise Enziméatica

Uma vez pré-tratado, a biomassa segue para a etapa de hidrolise em que
suas cadeias sdo quebradas em acucares fermentesciveis. As hemiceluloses
presentes no material s&o convertidas em pentoses, predominantemente xiloses, e a
celulose é convertida em glicose (CHEN et al., 2011). A reac¢&o utiliza o auxilio de
um catalisador acido ou enzimatico.

As condicbes do processo: temperatura, pH, tempo de sacarificacao,
concentracdo enzimética e relacdo solido-liquido, dependem do substrato escolhido
e das caracteristicas do complexo enzimatico utilizado, que devem ser determinadas
e otimizadas experimentalmente para cada caso (RABELO, 2010).

Diversas caracteristicas da biomassa s&do consideradas importantes para
efetuar a hidrolise enzimatica: quantidade de lignina, presenca de grupos acetil,
cristalinidade da celulose, grau de polimerizacdo, volume da area superficial/poros
da fibra de celulose, e tamanho de particula (SEWALT et al., 1997). Dentre a
importancia destas caracteristicas, a eficacia de um pré-tratamento € relatada,
comumente, em termos de rendimento glicosidico e ndo em termos da composicéo
quimica e das caracteristicas fisicas da biomassa apés o pré-tratamento.

Diversos sistemas existem para serem utilizados para realizacdo dos
processos enzimaticos, como: continuos ou descontinuos, que apresentam o
inconveniente de causar inibicdo da enzima pelo produto final (glicose e celobiose)
(PADUKONE, 1996); com enzimas imobilizadas, que n&o apresenta como um
sistema mais adequado ja que nao favorece a interagdo da enzima com o substrato
uma vez que o residuo apos o pré-tratamento é insoluvel (MELANDER et al., 2005);
com enzimas recicladas, fermentacdo simultanea, biorreatores de membrana
(BELAFI-BAKO et al., 2006), dentre outros. As dificuldades de realizar estes
processos industrialmente correspondem n&do sO a caracteristicas técnicas, mas

também por fatores econdmicos e ambientais.
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2.5.3.1 As enzimas Celulases

A estrutura recalcitrante da biomassa dificulta a hidrolise enzimatica, no
entanto, a remocao da lignina e das hemiceluloses por meio de um pré-tratamento
pode melhorar a efichcia deste processo. Apds o pré-tratamento, a hidrélise
enzimatica € realizada utilizando um complexo com enzimas celulases e
hemicelulases que tém a funcdo de hidrolizar a celulose e hemiceluloses,
respectivamente. Estes complexos apresentam alto custo, sendo foco de estudo e
desenvolvimento de muitos grupos para que possa realmente viabilizar a rota de
E2G (SHARMA; SHARMA; KUILA, 2016; ZHOU et al., 2016).

As celulases sdo classificadas de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celulésico. Esses biocatalisadores atuam sobre diferentes materiais
celulésicos liberando acucares, principalmente na forma de glicose, produto de
maior interesse industrial, para posteriormente serem convertidas em etanol
(SHARMA; SHARMA,; KUILA, 2016).

A hidrdlise enzimatica completa da celulose ocorre pela acao sinérgica de trés
tipos principais enzimas: as endoglucanases (endo-1,4-D-glucanohidrolase, ou EC
3.2.1.4), as exoglucanases (celobiohidrolases e exoglicohidrolases (1,4-B-D-glucano
celobiohidrolase ou EC 3.2.1.91.)) e as celobiases ou B-glicosidades (EC 3.2.1.21)
(FALKOSKI et al., 2012; VISSER et al., 2013), Figura 20.

Celulose

il

Endoglucanase

.-'_‘E @

Celobiohidrolase

Celabiose Glicosa Glicose
—_—
W/

o
p-glicosidase

Figura 20. Representacdo esquematica da acao catalitica do complexo enzimético
(celulase) sobre celulose com geracédo de glicose. Fonte: Ogeda e Petri (2010).
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A endoglucanase (1,4-B-D-glucana-4-glicanohidrolase) é uma enzima
celulolitica que tem a funcdo de iniciar a hidrdlise, solubilizando rapidamente a
celulose. Esta atua na clivagem das ligacdes internas da fibra, atacando
aleatoriamente cadeias de celulose. Enquanto hidrolisa randomicamente as regides
internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, libera diferentes polimeros de
oligossacarideos e também novos terminais, sendo um redutor (hidroxila
heterosidica livre na extremidade da glicose) e um néo redutor (hidroxila
heterosidica ligada a outra extremidade com a glicose adjacente) (BHALLA et al.,
2013; CASTRO; PEREIRA, 2010).

O grupo das exoglucanases ou celobiohidrolases (CHB) tem a capacidade de
hidrolisar o polimero, a partir das suas extremidades. Elas estdo entre as enzimas
mais eficientes como agentes celuliticos e possuem como nhome sistematico 1,4-B-D-
glicana celobiohidrolase. Estas enzimas desempenham papel essencial nos
processos de decomposicdo, podendo ser dividida em dois tipos: celobiohidrolase
do tipo | (EC 3.2.1.176), CBH I, que tem a funcéo de hidrolisar terminais redutores,
enquanto que a do tipo Il (EC 3.2.1.4), CBH II hidrolisa terminais nao redutores. O
produto da hidrélise dessas enzimas é a celobiose (dimero de glicose)
(BOMMARIUS et al., 2008; DEN HAAN et al., 2007; SORENSEN et al., 2015).

No grupo de exoglicosidases também estdo incluidas as exoglicohidrolases
(EC 3.2.1.74) que possuem como nome sistematico 1,4-B-D-glicana
glicobiohidrolase (GH). Apesar de ser pouco reportada, a hidrélise promovida pela
GH na degradacéo da fibra celulésica é de extrema importancia, pois libera glicose
diretamente do polimero. Assim como as celobiohidrolases, as exoglocohidrolases
sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise (celobiose ou glicose) (BHALLA et al.,
2013; BOMMARIUS et al., 2008).

A CBH além de catalisar a hidrolise priméaria dos terminais nao-redutores da
fibra celulésica e oligossacarideos produzindo celobiose, também tem a capacidade
de atacar os terminais redutores. Durante a atuacédo, a CBH provoca um fendbmeno
ainda nao elucidado completamente conhecido como amorfogénese que envolve a
ruptura fisica do substrato, aumentando assim as regides intersticiais. Dessa forma
ocorre aumento nas taxas de hidrélise da celulose, deixando o polimero mais
exposto as celulases (CASTRO; PEREIRA, 2010).
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As [-glicosidases (BG) (EC 3.2.1.21) sao produzidas a partir de
microrganismos, plantas e animais, e tém sido propostas em varios estudos recentes
para a degradacao de B-glucanos a fim de produzir glicose. Esse ultimo grande
grupo de enzimas do complexo celulitico tem a funcéo de hidrolisar a celobiose e os
oligossacarideos convertendo-os em glicose. Assim como a CBH sofre inibi¢cdo pela
celobiose, a BG também é inibida pelo seu produto de hidrolise (NAKAJIMA et al.,
2012).

As enzimas hemicelulases hidrolisam a hemicelulose, segunda maior fracao
da biomassa lignocelulésica. Os tipos de hemicelulases, tais como as xilanases
(E.C. 3.2.1.8), mananases (E.C. 3.2.1.78), B-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), B-
mannosidases (E.C. 3.2.1.25), a-arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55), a-
galactosidases (E.C. 3.2.1.22), acetil xilano esterase (E.C. 3.2.1.72), feruloll
esterases (E.C. 3.1.1.73), p-cumaril-esterases (E.C. 3.2.1.73), e a-glicuronidase
(E.C. 3.2.1.139) atuam no processo de despolimerizagdo da hemicelulose. Estas
enzimas tém a funcdo de aumentar a acessibilidade a celulose e estimular a acéo de
celulases pela hidrolise e remocéo dos fragmentos hemiceluloses que revestem as
fibras de celulose (FALKOSKI et al., 2012).

As hemicelulases sé&o produzidas a partir de microrganismos e plantas. Esses
microrganismos tém a capacidade de produzir varios tipos padrées de hemicelulases
eficientes no processo de degradacdo da lignocelulose. Comercialmente, séo
obtidas principalmente por fungos geneticamente modificados como Trichoderma ou
Aspergillus (OGEDA; PETRI, 2010).

Diversos estudos tém sido realizados na sacarificacdo enzimética de
materiais lignocelulésicos empregando xilanases (1,4-B-D-xilanase, EC 3.2.1.8)
como suplemento as celulases, com o objetivo de aumentar a taxa de hidrélise da
fracdo hemicelulésica ainda remanescente da etapa de pré-tratamento. Com isso,
deixam a fracdo celulésica mais acessivel a agdo das celulases, a fim de
proporcionar aumento na conversao da celulose em glicose (OHGREN et al., 2007,
PETERSEN; LARSEN; THOMSEN, 2009). As xilanases podem ser produzidas pelo
fungo Trichoderma reesei, a partir do crescimento em substratos lignocelulésicos
ricos em pentoses, tais como a palha de trigo, tendo como funcdo degradar a cadeia

principal de xilana constituinte da estrutura hemicelulésica (TABKA et al., 2006).
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2.5.3.2 Principais fatores que afetam a hidrdlise enzimatica

Um dos principais obstaculos da hidrolise enzimatica da celulose é a
dificuldade do acesso das enzimas hidroliticas as moléculas de celulose (JEOH et
al., 2007; MOONEY et al., 1998). A presenca da lignina na parede celular, além de
dificultar esse acesso, ainda limita a capacidade de inchamento das fibras de
celulose, diminuindo ainda mais a area superficial acessivel das cadeias de celulose
(ERIKSSON et al., 1991; NAKATANI et al., 2008).

O mecanismo de reacdo enzimatica € extremamente influenciado pelas
caracteristicas estruturais do substrato, da natureza das celulases e das condicdes
do meio reacional (MAEDA et al., 2011). Desta forma, muitos pesquisadores tém
indicado que os fatores que afetam a hidrolise enzimética da biomassa podem ser
divididos em dois grupos: aqueles relacionados com as caracteristicas estruturais do
substrato e aqueles relacionados com 0 mecanismo do complexo enzimatico
(MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999).

Destacando-se que, muitos fatores estdo correlacionados, de forma que se
torna dificil quantificar a influéncia de cada um isoladamente. A eficiéncia de
hidrélise de materiais lignocelulésicos esta intimamente ligada com a interacao entre
substrato e enzima (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999; YANG et al., 2011).
A Tabela 02 apresenta os principais fatores que influenciam a hidrélise enzimética
da celulose e sua consequéncia (marcadas de 1-5) na hidrélise e na modelagem do

processo.
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Tabela 02. Principais fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose e
sua consequéncia (marcadas de 1-5) na hidrélise e na modelagem do processo
(ANDERSEN, 2007 apud RABELO, 2010).

-
[
[
£=
N

Fatores relacionado ao substrato

Cristalinidade da celulose X X
Grau de polimerizacio (DP)
Disponibilidade/acessibilidade da drea superficial X
Organizacio estrutural (macro ou microestrutura)
Tamanho de particula

Porosidade

Presenca de lignina e hemicelulose X
Fatores relacionados i enzima

MNatureza do sistema enzimdtico empregado (EG,

CEH. BG)

Tamanho relativo das enzimas

Concentragio da enzima

Adsorgio

Sinergismo

Inibigido do produto final

Desativacio mecinica

Inativaciio térmica

Irre versibilidade da ligacio com a lignina X

e

1: Aumento aparente da cristalinidade do substrato durante toda a hidrdlise;

2: Diminuigdo do DP;

3: Mudangas continuas na acessibilidade de superficie. e topologia da superficie (corrosio de
superficie);

4: Mudancas continuas na digestibilidade do subsirato;

5: Diminuicio da concentracio de enzima ativa;

EG: Endoglicanase; CBH: Celobichidrolase; BG: B-glicosidase

2.6 Processos de fermentacdo dos materiais lignocelulésicos

A conversao da biomassa em etanol envolve a despolimerizacédo da celulose
e hemiceluloses em seus monémeros constituintes e a posterior fermentacéo desses
acucares, pode ser realizada simultaneamente em um s6 estdgio ou

sequenciamento em duas etapas, segundo Figura 21 (NAKASU, 2015).
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Figura 21. Rotas de hidrélise e fermentacdo (OGIER, 1999, DOMINGUEZ, 2003
apud NAKASU, 2015).

Para o controle das condi¢cbes operacionais o0 aspecto que tem apontado
maior flexibilidade é o processo em duas etapas, em que a sacarificacdo (acida ou
enzimatica) e fermentacdo sdo realizadas separadamente (HFS). A vantagem deste
processo € que, ao estar separadas, a etapa de hidrélise e fermentacdo podem ser
realizadas nas condicdes oOtimas (RABELO, 2010). Na hidrélise enzimética, a
temperatura considerada 6tima € a da enzima (em torno dos 50°C), enquanto que a
temperatura 6tima da fermentacéo se da pelo microrganismo produtor de etanol (30-
34°C). A principal desvantagem do processo de HFS é a inibicdo das enzimas
envolvidas no processo pela acdo do produto final, como descrito anteriormente,
levando a baixos rendimentos em etanol (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Em processos em um unico estagio, a hidrélise e a fermentacdo ocorrem em
um mesmo reator. A principal vantagem deste processo é a reducéo da inibicao pelo
produto final que ocorre na operacdo em duas etapas, ja que a presenca de
microrganismos fermentativos junto com as enzimas celuloliticas reduz o acumulo de
acucar no fermentador (RABELO, 2010). Desta forma consegue-se maiores taxas de

hidrolise e porcentagens de conversdo em comparagdo ao processo HFS, sendo
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necessaria uma menor quantidade de enzimas para se obter um aumento dos
rendimentos de etanol. A desvantagem deste processo estd relacionada com as
diferentes condi¢cdes oOtimas de pH e temperatura nas etapas de hidrélise e
fermentacdo. Sendo assim, se faz necessario realizar o processo numa condicao

adaptavel com as duas etapas.

2.6.1 Leveduras fermentoras de pentoses e hexoses

A fermentacdo é um processo anaerébio de bioconversao de agucares para a
producgéo de etanol, CO2 e outros compostos. Para tanto, pode-se utilizar diversas
matérias-primas, processos e metodos, que resultardo em tecnologias conhecidas
como de primeira e segunda geracao.

De modo geral, a producdo de etanol de primeira geracdo utiliza matérias-
primas ricas em carboidratos, sendo o principal microrganismo fermentador a
Saccharomyces cerevisiae, que apresenta habilidade para metabolizar hexoses, sob
condicBes de elevadas concentracfes osmdticas, baixos valores de pH, tolerando
altas concentracdes de etanol na fase final do processo. Entretanto, esta levedura é
incapaz de fermentar pentoses como a xilose, principal produto obtido a partir do
pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos, que é a principal matéria-prima para a
producao do etanol de segunda geracdo (MATSUSHIKA, et. al., 2009).

A xilose é a pentose presente em maior quantidade na biomassa
lignocelulésica das gramineas e o segundo carboidrato mais abundante na natureza
(MATSUSHIKA et al., 2009). Neste contexto, a producdo de etanol de segunda
geracdo depende da eficiente metabolizacdo das pentoses pelos microrganismos
fermentadores.

A xilose é metabolizada por uma série de enzimas no interior da célula,
conforme Figura 22. Inicialmente, a xilose é transportada através da membrana
plasmatica, sendo a seguir convertida a xilulose através de reducdo da xilose a
xilitol, mediada pela xilose redutase (XR) e ainda a xilitol desidrogenase (XDH) que
oxida o xilitol & xilulose (JIN e JEFFRIES, 2004 apud PROMPT, 2012). A conversao
a xilulose pode ocorrer de modo direto através da agéo da enzima xilose isomerase

(XI). Na sequencia, a xilulose é fosforilada, mediada pela enzima xilulocinase (XK),
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resultando na xilulose-5-fosfato, que entra na Via das Pentoses-fosfato que alimenta
a Via glicolitica (Glicdlise) resultando na formacéo de etanol.

De acordo com Eliasson et al. (2000) e Richard, Toivari, Penttila (2000),
embora a S. cerevisiae nao tenha habilidade para utilizar a xilose, pode metabolizar
o produto da isomerizacdo a xilulose. Entretanto, o metabolismo deste isbmero é
muito lento em funcéo da baixa atividade da enzima xilulocinase (XK) (DEN e HO,
1990). Esta incapacidade da S. cerevisiae em metabolizar a xilose é resultado da
baixa expressdo dos genes que codificam as enzimas que promovem a
iIsomerizagao da xilose a xilulose (XR e XDH) e sua posterior fosforilagdo pela XK
(Toivari et al., 2004 apud Prompt, 2012).

ose

NAD(P)H I
NAD(P)* @
Xilitol | «=—— | Xilulose «l——h‘ Xilulose-5-fosfato

NAD* NADH ATP ADP ]

QD

Via das pentoses-fosfato

ETANOL| «—
Figura 22. Esquema simplificado do metabolismo de xilose até etanol por leveduras.
Fonte: Prompt, 2012.

De acordo com Jeffries et al. (2007) outras espécies de leveduras, como
Candida succiphila, C. jeffriesii, C. intermedia, Pichia stipitis, Pichia tannophilus
dentre outras tém sido relatadas por apresentar habilidade de metabolizar xilose
produzindo etanol.

A levedura Pichia kudriavzevii, anteriormente conhecida como Issatchenkia
orientalis e Candida krusei, tem se mostrado promissora para a fermentagéo de
pentoses e hexoses (PAGNOCCA, 2015).
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Esta levedura apresenta melhores processos de exportacdo de &cidos
organicos e o pH intracelular mais eficazmente do que a Sacharomyces cerevisiae.
A P. kudriavzevii € um excelente microrganismo de produgédo ndo s6 para produtos
tradicionais como o etanol, mas também tem sido investigada pela capacidade de
produzir D-xilano em hidrolisados hemicelulésicos. Foi descrita como um organismo
robusto, sendo boa fermentadora de xilose, e tolerante & presenca de compostos
inibidores gerados a partir da hidrélise da biomassa lignoceluldsica, apresentando-se
com tolerancia multi-stress a pH baixo, altas concentracdes de sais e temperaturas
de até 42°C (ISONO et al., 2012).

As hexoses (glicose, galactose e manose) sao facilmente fermentadas para a
producdo de etanol, enquanto que as pentoses (xilose e arabinose) necessitam de
algumas estirpes nativas ou de microrganismos geneticamente modificados (OGM)
para a fermentagdo e ainda assim baixos rendimentos s&o obtidos. Os
microrganismos de fermentacdo de xilose possuem producdo comercial limitada
devido a sua sensibilidade aos inibidores e baixa tolerancia ao etanol. No entanto,
como a fermentacdo das pentoses € mandatdria para se ter produto
economicamente viavel, estirpes génicas de bactérias e leveduras tem sido
combinada para melhorar o rendimento (LIISA et al., 2013; MAITAN-ALFENAS;
VISSER; GUIMARAES, 2015).

De acordo com relatos de Giese et al. (2011), embora existam diversos
métodos e processos para a obtencdo de etanol a partir de biomassa, ainda se
encontra dificuldade em se obter etanol lignocelulésico de maneira econdmica.

A Via das Pentoses Fosfatos (VPF) é a rota bioguimica para metabolismo da
xilose, sendo encontrada em todos os organismos (JEFFRIES, 2006). Em leveduras
€ a principal via de formacédo de NADPH, coenzima necesséria para a biossintese de
constituintes celulares como proteinas, lipideos, DNA e RNA (KRUGER e VON
SCHAEWEN, 2003 apud PROMPT, 2012). E a possibilidade que a levedura tem
para introduzir a Xilulose-5-fosfato na Via Glicolitica e produzir etanol e outros
metabdlitos intermediarios (MATSUSHIKA, et al. 2009). Assim, através de reacdes
nao oxidativas a X5F (produto da enzima XK) pode ser convertida em gliceraldeido-
3-fosfato (GA3P) e frutose-6-fosfato (F6P), produtos intermediarios da Via Glicolitica.

Segundo Campbell (2000), uma vez que estas vias metabdlicas (VPF e Glicolitica)
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se intercalam nesses metabdlitos, estes intermediarios produzidos a partir da xilose
podem ser, em teoria, convertidos a etanol.

A Glicolise ou Via Glicolitica é a principal rota metabdlica envolvida na
fermentacdo alcodlica, que € comumente encontrada em todos 0s organismos,
sendo que nas leveduras (organismo eucarioto) ela ocorre no citoplasma.

Nesta via ocorre a metabolizacdo da glicose, com a formacdo de duas
moléculas de piruvato, sendo as reacfes mediadas por diversas enzimas, com a

liberacdo de energia na forma de ATP, conforme Figura 23
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Figura 23. Reag¢fes bioquimicas da via glicolitica em leveduras. Fonte: Zamora
(2009).

A Glicdlise inicia-se através da fosforilagdo da glicose logo apds sua entrada
na célula, resultando na glicose-6-fosfato (G6P), sendo esta reacdo mediada por
uma enzima hexocinase, com o consumo de uma molécula de ATP. Apds essa

reagdo a fosfoglicose isomerase transforma a glicose-6-fosfato no seu isémero
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frutose-6-fosfato (F6P), por acdo da enzima fosfoglicose isomerase (LEHNINGER et
al., 2015).

Finalmente a F6P recebe mais um grupamento fosfato e € transformada no
composto frutose-1,6-bisfosfato, sendo esta reacéo irreversivel e catalisada pela
fosfofruto-cinase. Na sequéncia, ocorre a quebra desta hexose em duas trioses
fosfatos: Dihidroxicetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato, que € oxidado a 1,3-
difosfoglicerato, mediado pela enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase. Esta
reacao envolve a reducdo do NAD+ a NADH com o objetivo de estabelecer o
equilibrio redox. (ZAMORA, 2009 apud PROMPT, 2012).

Em seguida ocorre a reacdo do 1,3-difosfoglicerato que é convertido a 3-
fosfoglicerato, com a liberacdo de uma molécula de ATP. Este composto é
transformado em 2-fosfoglicerato e desidratado a fosfoenolpiruvato, por uma enzima
enolase. O fosfoenolpiruvato € entdo convertido a piruvato, que € o produto final da
glicélise, pela fosforilagdo de ADP em ATP (ZAMORA, 2009).

No processo fermentativo destinado a producédo de etanol este é formado a
partir da descarboxilacdo do piruvato, formando o aldeido acético (etanal), que é
reduzido a etanol pelo NADH, através da acdo da enzima alcool desidrogenase,
regenerando o NAD+ (LEHNINGER et al., 2015).

Durante a ocorréncia das reacgdes relacionadas ao processo fermentativo séo
formados diversos subprodutos, tais como glicerol, acidos, alcoois superiores, acidos
graxos, ésteres, destre outros, sendo o glicerol produzido em maior quantidade. Sua
producdo é inversamente proporcional a de producdo do etanol provocando uma
reducdo na eficiéncia do processo. A formacao do glicerol depende do tipo de
levedura utilizada, da pressdo osmotica do meio de cultura, da formacdo de acidos
organicos (succinico e acético) e do crescimento da levedura (LEHNINGER et al.,
2015).

As reacOes bioquimicas da via glicolitica em leveduras destacando a

formacao de subprodutos estao apresentadas na Figura 24.
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Figura 24. Reacgles bioquimicas da via glicolitica em leveduras indicando a

formacéo de subprodutos. Fonte: Zamora (2009).

2.7 Perspectivas da Producéao de Etanol Celulésico no Brasil

Para atingir a marca de 10 bilhdes até 2025, o Brasil precisa avangar na
moagem de cana e na modernizacdo e integracdo das producdes de etanol de
primeira e segunda geracao nas usinas existentes (UNCTAD, 2016).

N&o obstante, o Brasil possui a melhor tecnologia de producéo de etanol
combustivel, levando-se em consideracdo o balan¢o energético altamente positivo
do processo, desde o cultivo da cana-de-acUcar a fermentacdo da sacarose. Neste
sentido é essencial que haja investimentos na area tecnolégica no que diz respeito
aos procedimentos industriais para a fermentacdo de fontes alternativas de acucares
fermentesciveis (REIS, 2014). O pais ainda nao apresenta capacidade de suprir
suas necessidades devido a uma indisposicdo acentuada pela demanda de
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exportacao de etanol. A solugéo para suprir as demandas internas estd em acentuar
o conceito de biorrefinaria, de onde podem ser aproveitados varios tipos de acucares
com aplicacbes tecnologicas e consumos diferentes, associadas a industria
sucroalcooleira, gerando novos produtos e aumentando a producdo de etanol
(RABELO, 2010).

A utilizacdo de fontes renovaveis provenientes do proprio processo industrial,
como o bagaco de cana-de-acucar, esta em expansdo e sinaliza tanto para a
utilizacado de leveduras com capacidade de fermentar oligbmeros da celulose, tais
como a celobiose, quanto para a modificagdo e clonagem de genes codificadores de
proteinas celuloliticas (REIS, 2014).

Burnquist (2007) destaca a importancia das vantagens dos custos de
producdo de etanol a partir da cana-de-acucar no Brasil, diante das caracteristicas
edafocliméaticas somadas ao dominio da tecnologia de producéo, disponibilidade de
matéria-prima, baixo custo de obtencdo, sustentavel e com agressividade ambiental
praticamente nula. Entretanto, apresentando-se vantajoso nos custos de producéo, o
etanol de cana-de-acucar vive uma crise devido, principalmente, a ndo expansao
dos processos fermentativos que terminam por depender de apenas uma fonte e
que ainda apresenta 0 agravante de ter que ser segregado a producéo de agucar.

Desta forma, o sorgo surge como cultura energética, que apresenta
potencialidades atraentes como matéria-prima. Como principais caracteristicas para
aplicacao industrial e producdo de bioenergia destacam-se a eficiéncia no uso da
agua (1/3 da cana-de-acucar e % do milho) e apresenta gama alargada de requisitos
gue o tornam produtivo em climas temperados e mediterranicos (FREITA, 2013).

A producdo de E2G é recomendada como uma utilizacdo promissora do
bagaco de sorgo, devido a elevada producéo por hectare e aos custos de producao
mais baixos, quando comparados com outras culturas (GOSHADROU et al., 2011).

Em geral, os materiais lignocelulésicos apresentam uma estrutura complexa e
compacta sendo necessario submeter esta biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou
quimicos antes da sua hidrolise para producéo de etanol. Esta etapa € responsavel
pela remocao de lignina e hemicelulose, redugédo da cristalinidade da celulose e
aumento da porosidade do material, de maneira a tornar a celulose susceptivel a
hidrélise (RABELO, 2010).
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3.0 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratério de Tecnologia do Acglcar e
Alcool e Microbiologia das Fermentacdes do Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias - UNESP, Jaboticabal — Sao Paulo,
no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), Campinas —

Séo Paulo e na Escola de Engenharia de Lorena (EEL), USP — Lorena — Séo Paulo.

3.1 Sorgo

Para o estudo de producéo de E2G foram utilizados trés genoétipos de sorgo:
BRS610 (sorgo forrageiro), BRS508 (sorgo sacarino) e BD7605 (sorgo biomassa).

O gendtipo BRS610 e o BRS508 foram cultivados na area experimental do
departamento de Producdo Vegetal da FCAV- Jaboticabal, sendo o forrageiro na
safra 2011/2012, com plantio em 14 de dezembro do ano de 2011 e o sacarino na
safra 2013, com plantio em 03 de janeiro do ano de 2013. O municipio de
Jaboticabal - SP situa-se a nordeste do Estado de S&o Paulo, inserido no Planalto
Ocidental Paulista (21° 17’ a 21° 18’ de latitude sul e 48° 08’ a 48° 10’ de longitude
oeste), com altitude média de 583 metros. O relevo é predominantemente suave
ondulado a ondulado, com altitude média de 600 m. Segundo a classificacdo
climatica de Koppen, apresenta clima subtropical com inverno seco (Cwa), com
precipitacdo média anual de aproximadamente 1.600 mm, com distribuicdo
concentrada no periodo de outubro a marco e relativa seca no periodo de abril a
setembro (MONTANARI et al., 2012).

O espagcamento utilizado para ambas as semeaduras foi de 45 cm entre
linhas. ApOs a previa analise de solo foi feita a adubacao de plantio de 36-126-72
kg.ha™ de N, P,0s-K,0, empregando-se a férmula 8-28-16, com intuito de obter alta
produtividade. O plantio foi realizado com distribuicdo manual no sulco de plantio, de
15 sementes por metro, cobertas com camada de solo de 2 a 3 cm. Aos 15 dias
apos semeadura (d.a.s.), realizou-se o desbaste, mantendo-se 6 plantas por metro,

para obter-se o estande final de 120.000 plantas.ha®. Durante o periodo
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experimental foi feito o tratamento fitossanitario, para garantir a manutencdo da
sanidade da cultura. Para controle da lagarta do cartucho aos 22 d.a.s. aplicou-se
250 mL.ha' de Tiametoxam + Lambda cialotrina. Realizou-se também a capina
manual mantendo-se a cultura livre de plantas infestantes, ao longo de todo o ciclo.

O genotipo biomassa 7605 foi cultivado em Ribeirdo Preto (sede da APTA
Regional Centro Leste), em solo classificado como latossolo vermelho eutroférrico. A
semeadura foi realizada no dia 15 de dezembro de 2014 utilizando-se semeadora
(marca TATU Marchesan modelo PST-2) com 8 linhas espacadas a 0,45 m. Foram
aplicados 28, 98 e 56 kg ha™ de N, P,Os e K,O através do fornecimento de 350 kg
ha™ da férmula 8-28-16.

Foram coletados 25 colmos integrais (colmo + folhas) e 25 colmos limpos
(sem folhas). Estes foram encaminhados para o Laboratério de Tecnologia do
Acucar e Alcool e Microbiologia das Fermentacbes FCAV-UNESP, sendo pesados e
submetidos a extracao do caldo utilizando-se de moenda de laboratdrio.

ApOs moagem, os bagacos foram coletados e mantidos em estufa com
circulacao de ar a 60°C até atingir massa constante. A umidade contida nos bagacos
de sorgo foi determinada por exposi¢cdo do material a radiacao infravermelha, em um
aparelho (SARTORIUS, modelo MA 35) a temperatura de 105°C durante 2 a 4
minutos, e estes foram em seguida armazenados no departamento de producao
vegetal da FCAV/UNESP em saco plastico, para futuras aplicacbes no processo de

pré-tratamento e subsequente hidrélise enzimética e fermentacéo.
3.2 Condic¢des do teste preliminar do pré-tratamento

Os ensaios iniciais de pré-tratamento foram realizados utilizando a condicao
padrdo do bagaco de cana, previamente estabelecida pelo CTBE (140°C, 15 min,
0,5% (v/v)). Os resultados de cromatografia mostraram que a condicdo de pre-
tratamento se mostrou severa para as biomassas estudadas. Neste sentido, foi
definido estudar as condigbes operacionais como tentativa de estabelecer uma
melhor condicédo de pré- tratamento para o bagaco de sorgo.

Para os ensaios de pré-tratamento em reatores de escala laboratoérial (CTBE)

foi realizado um planejamento de experimentos fatorial linear, com 3 repeticées no
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ponto central, onde foram estudadas 3 varidveis do processo: tempo reacional (h),
temperatura (°C) e concentracdo do acido sulfirico (%, v/v) sendo utilizadas as
mesmas condicdes operacionais para as 3 biomassas. A Tabela 03 apresenta as

condi¢cBes operacionais estudadas.

Tabela 03. Matriz do planejamento fatorial 2° para avaliacdo da influéncia das
variaveis: tempo, temperatura e concentracdo de acido dos bagacos de sorgo.

Ensaio Tempo Temperatura Concentragcao

(min.) (°C) de HyS04(%, VIv)
1 10 120 0,2
2 20 120 0,2
3 10 140 0,2
4 20 140 0,2
5 10 120 0,5
6 20 120 0,5
7 10 140 0,5
8 20 140 0,5
9 15 130 0,35
10 15 130 0,35
11 15 130 0,35

O processo foi realizado em reator de aco inoxidavel de capacidade total de
500 mL com uma concentracdo de soélidos de 10% (m/v). ApOs cada reacdo, a
fracdo liquida, correspondente ao hidrolisado hemiceluldsico dos bagacos de sorgo
foi separada do residuo sélido (celulignina) por filtracdo, e foi mantida em camara

fria (4°C) até sua posterior caracterizagao.
3.2.1 Scaling up do processo
Apbs estudos iniciais das condigbes operacionais, 0 bagaco de sorgo de cada

um dos genotipos foi pré-tratado para obtencdo das correntes sdlidas e liquidas,

para utilizacdo nas etapas de hidrolise enzimatica e fermentacéo alcoodlica. Como ha
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diferenca nas rampas de aquecimento e resfriamento dos reatores em escala de
laboratério (CTBE) e piloto (USP-Lorena), as condi¢cdes operacionais precisaram ser
ligeiramente alteradas. A reacao foi realizada na USP- Lorena, em um reator de aco
inoxidavel com capacidade de 40 L, a 120°C, 20 minutos, 0,5% (m/v) de &acido
sulfarico, 10% solidos (m/v). Ao final da reacdo, a fracdo liquida, correspondente ao
hidrolisado hemiceluldsico, foi separada da fracdo soélida (celulignina) por filtracdo. A
celulignina foi lavada com agua em abundancia, depois seca em estufa a 60°C e
armazenada para futuras aplicacbes em processo de hidrolise enzimética e

subsequente fermentacao.

3.2.2 Concentracéo e destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico

Os licores obtidos ap6s o pré-tratamento &cido diluido em escala piloto em
reator de 40 L (USP-Lorena), foram concentrados em rotaevaporador de simples
efeito a 60°C com sistema de vacuo a 635mmHg, com a intencdo de aumentar a
concentracdo dos acucares fermentesciveis no meio. Em seguida estes licores
foram destoxificados segundo metodologia descrita por Marton (2002). Este
processo objetivou a retirada de compostos inibitérios que poderiam interferir no
desempenho das leveduras na fermentacao.

Para destoxificacdo os pHs dos hidrolisados foram ajustados para 7,0 com a
adicdo de uma solucdo de 6xido de calcio (CaO), seguido de centrifugacéo
(centrifuga Himac CR21G), por 5 min, a 30°C e rotacdo de 2500g. Apds a
centrifugacdo, o pH do sobrenadante foi reduzido até 4,0 com a adicdo de uma
solucdo de acido fosférico (HsPO,) (1M), realizando-se nova centrifugacdo para
remocao do precipitado. Ao licor sobrenadante foi adicionado 1% (m/v) de carvéo
ativo, e este mantido em estufa a 50°C, por 30 min. Ao final do processo o material
foi filtrado para remocao do carvao ativado e armazenado para posterior ensaio de

fermentacao.
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3.2.3 Isolamento da levedura

As amostras de cada camada do solo foram coletadas em ecossistema de
producdo de sorgo sacarino localizado em area experimental do departamento de
Producdo Vegetal da FCAV- Jaboticabal, no dia 30 de Setembro de 2014, no
periodo matutino, a temperatura média de 23,9°C, apds leve precipitacdo
pluviométrica no dia da coleta e ocorréncia de precipitacdo em dias anteriores, de
acordo com a Estacéo Agroclimatolégica da FCAV- Jaboticabal (HOLLUPI, 2015).

Para o isolamento da levedura, foi utilizado o meio seletivo WLN por um
periodo de 48 h a 20°C, que serve para enumerar e isolar leveduras totais,
preparado com a seguinte composicao: glicose - 5,00 g; caseina - 0,50 g; extrato de
levedura - 0,40 g; agar - 2,00 g; *KH,PO4 -55,00 mg; *KCI - 42,50 mg; *CaCl,.2H,0 -
12,50 mg; *MgS0O47H,0 - 12,50 mg; *FeCl;.6H,0 - 0,25 g; *MnS0,4.4H,0 - 0,25¢;
*verde de bromocresol - 2,20 mg; *acido nalidixico - 5,00 mg; *ampicilina - 5,00 mg;
agua destilada g.s.p - 100,00 mL. As substancias assinaladas com asteriscos foram
incorporadas ao meio na forma de solucdo. O pH=5,5 do meio foi devidamente
ajustado com HCI — 1N (GREEN; GRAY 1950, apud OLIVEIRA; PAGNOCCA, 1988).

3.2.4 Purificagéao

A estirpe de levedura isolada do meio WLN foi transferida para o meio GYMC:
glicose — 2,00 g; extrato de levedura — 0,50 g; extrato de malte — 1,00 g; fosfato de
sédio monobasico - 0,20 g; agar — 1,70 g; 4gua destilada g.s.p — 100 mL (LODDER,
1970). Neste meio, realizaram-se diluicdes sucessivas até 10, com plagueamento
em duplicata, objetivando-se a formacédo de apenas um tipo de colbnia. Apds a
purificacdo no meio GYMP, a levedura foi transferida para tubos inclinados contendo
o meio GYMP: glicose — 2,00 g; extrato de levedura — 0,50 g; extrato de malte — 1,00
g; fosfato de sédio monobésico - 0,20 g; agar — 1,70 g; agua destilada g.s.p — 100
mL (LODDER, 1970). Ap6s um periodo de crescimento de 24 a 48 horas a 28°C, os

tubos foram armazenados sob refrigeracdo, para posterior utilizacéo.



68

3.2.5 Teste de crescimento em diferentes temperaturas

O meio utilizado para teste de crescimento em diferentes temperaturas foi:
glicose— 2,00 g; peptona 0,75 g; extrato de levedura 0,45 g; agua destilada q.s.p —
100 mL (WICKERHAM 1951 apud VAN DER WALT; YARROW, 1984). Os tubos de
ensaio, autoclavados, contendo 3 mL do meio foi inoculado com 0,1 mL de
suspensao celular estirpe de levedura, sendo incubado respectivamente nas
temperaturas de 35°C, 37°C e 40°C. A avaliacao foi realizada apos trés dias de
incubacdo, colocando-se atrds de cada tubo, um cartdo de Wickerham (1951)
contendo tragos com trés espessuras distintas, verificando-se a visibilidade

apresentada na Figura 25.

Figura 25. Tubos de ensaio contendo meio para teste de crescimento em diferentes
temperaturas (A: resultado positivo; B: resultado negativo). Fonte: Imagem da

pesquisa.

3.2.6 Assimilacado de fontes de carbono

3.2.6.1 Meio de inoculagéo preliminar

Os meios de inoculacdo preliminar para testes de assimilacdo de fontes de
carbono foram realizados conforme descrito: Bacto Yeast Nitrogen Base — 6,70 g;
glicose — 1,00 g; agua destilada g.s.p — 100 mL (WICKERHAM, 1951 apud VAN
DER WALT; YARROW, 1984). As solucdes de Bacto Yeast Nitrogen Base e a

solugdo de glicose foram esterilizadas por filtragdo em membrana de Millipore e
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estocadas sob refrigeracdo. O meio preparado para uso, foi diluido em aliquotas de
0,5mL em 4,5 mL de agua destilada estéril. Este meio foi inoculado com 0,1 mL de
suspensdes celulares provenientes do meio de GYMP, sendo mantido a 25°C por 48
h. ApGs este periodo, realizou-se contagem na camara de Neubauer. Sendo a
concentracdo ideal entre 10° e 10° células/mL, as quais, foram ajustadas com

diluicdo com o meio de inoculagao preliminar.

3.2.6.2 Meio de assimilacdo de fonte de carbono

O meio basal de nitrogénio para avaliacdo de assimilacao de fonte de carbono
em meio liquido: Bacto Yest Nitrogen Base — 6,70g; fonte de carbono— 5,00 g; agua
destilada g.s.p — 100 mL (WICKERHAM; BURTON, 1948; WICKERHAM, 1951;
LODDER; KREGER VAN-RIJ, 1952 apud van der WALT; YARROW, 1984). As
fontes avaliadas foram: glicose, sacarose, frutose, xilose, arabinose e rafinose. O
meio Bacto Yest Nitrogen Base concentrado 10 vezes, juntamente com cada uma
das fontes de carbono avaliadas foram preparados e esterilizados em membrana
Millipore. Para uso, aliquotas de 0,5mL do meio concentrado foram pipetadas
assepticamente, em tubos de ensaio esterilizados contendo 4,5mL de agua destilada
estéril. Os tubos, contendo o Meio basal de Nitrogénio e Carbono, com suas
respectivas fontes de carbono, foram inoculados com aliquotas de 0,1 mL do pré-
in6culo. Procedeu-se a incubacao a temperatura entre 25°C e 28°C por 21 dias.

O crescimento foi avaliado de acordo com a visibilidade de trés tracos de
diferentes espessuras contidos no cartdo de Wickerham (1951) colocado atrds dos

tubos, conforme Figura 26.
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Figura 26. Teste de assimilacdo de fonte de carbono (A: crescimento negativo; B:
crescimento moderado ou lento; C: crescimento intenso). Fonte: Imagem da

pesquisa.

3.2.6.3 Identificacdo da levedura

As analises foram realizadas pela empresa Helixxa Servicos Gendmicos
Divisdo de Pesquisa e Desenvolvimento, localizada em Paulinia-SP, de acordo com
a metologia descrita: a extracdo de DNA foi realizada com o kit Reliaprep gDNA
Tisse (Promega), conforme protocolo indicado pelo fabricante, e o gDNA obtido foi
quantificado por espectofotometria UV-Vis no aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific). Para a amplificagdo foi utilizado um par de primers degenerados (WHITE
et al.,, 1999; TOJU et al., 2012) desenhados para abranger a regido ITS1—ITS4
(ITS1 F e ITS4 R). O fragmento amplificado foi purificado a partir do gel de agarose
1% e o sequenciamento foi realizado por eletroforese capilar no equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), utilizando o Kit BigDye® Terminator.1
Cycle Sequencing. As sequéncias foram alinhadas e comparadas com a base de
dados NCBI pela Internet utilizando a Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local
Basico (ALTSCHUL et al., 1997). As sequéncias foram alinhadas e comparadas com
a banco de dados GenBank disponivel no NCBI, utilizando a Ferramenta BLASTn
(ALTSCHUL et al., 1997).
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3.2.6.4 Reativacgao das culturas e crescimento de massa celular

Para a reativacdo da cultura foi transferida para tubo de ensaio estéril,
contendo aproximadamente 5 mL de meio GYMP (LODDER, 1970), composto por
20g/L de xilose, 5g/L de extrato de levedura, 10g/L de extrato de malte, 2g/L de
fosfato de s6dio monobésico e 17g/L de &gar, mantidos por 72 h a 30°C.

Apoés a reativacao, iniciou-se o crescimento de massa celular, através da
transferéncia de uma quantidade de microrganismo (alcada) para erlenmeyers com
200mL de meio GYMP liquido autoclavado, composto pelos mesmos componentes
(exceto o &gar). A seguir incubou-se sob agitacao orbital de 90rpm, por 72 horas e
temperatura de 30°C. Ao final de cada etapa de crescimento celular, centrifugou-se

para recuperacao das células e armazenamento da levedura.

3.3 Fermentacéo da fragdo C5 (pentoses)

Os licores destoxificados foram suplementados com sulfato de aménio (0,1
g/L), fosfato de sédio (0,1 g/L), sulfato de magnésio (0,3g/L), sulfato de manganés
(0,3g/L) e sulfato de zinco (0,001g/L). Em seguida, preparou-se 0 meio sintético de
xilose (controle) (5 g/L de xilose e 110 mL agua destilada — ultra pura) sem adi¢éo
dos nutrientes.

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado (DIC)
com parcelas subdivididas, sendo as parcelas constituidas pelos Tratamentos
Principais (Gendtipos de Sorgo) e os Tratamentos Secundarios (Tempos de
Fermentacdo). Os Tratamentos Principais foram constituidos pelo bagaco de 3
genatipos de sorgo (BRS508 - sacarino, BRS610 - forrageiro e BD7605 - biomassa)
e o controle (meio de xilose). Os Tratamentos Secundarios foram constituidos pelos
seis periodos de avaliacdo da fermentacdo (0, 6, 12, 24, 48 e 72 h), com trés
repeticdes.

As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 110
mL de mosto, inoculado com células de leveduras LJ3 na concentracdo de 10’
celulas/mL. A levedura apresentou viabilidade celular superior a 89% antes de iniciar

0 processo fermentativo. A alimentacdo com mosto foi realizada em duas etapas,
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adicionando-se 55 mL de mosto a levedura previamente adaptada a este mosto,
completando-se o volume apos 1 h. Os frascos foram mantidos sob agitagéo orbital
160 rpm a 30°C, por um periodo de 72 h. Apés inoculacdo, foram realizadas
contagens de células de leveduras em Camara de Neubauer em cada tempo de
coleta (0, 6, 12, 24, 48 e 72 h) segundo Lee et al., (1981), quantificando-se
viabilidade celular das leveduras, viabilidade de brotos e indice de brotamentos. ao
final da fermentacdo, os vinhos foram centrifugados a 1650g, 25°C, por 5 min
utilizando uma centrifuga (HIMAC CR 21G).

A eficiéncia das fermenta¢bes foi calculada com base no rendimento tedérico
de uma fermentacdo alcodlica (0,511g de etanol por g de xilose consumida), de

acordo com a equacao:

. Etanol produzido (g.L)
Eficiéncia [%] = — — , , .100
Xilose inicial — Xilose final (g.L)

3.4 Hidrdélise enzimética

3.4.1 Determinacdo da atividade enzimatica

Antes de iniciar o estudo aplicando a enzima celluclast® 1.5L (Novozymes, lote:
CCNO03129), foram realizados ensaios para determinacdo da atividade enzimatica,
no Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE). A atividade
foi determinada como atividade de papel de filtro e expressa em unidades de papel
de filtro (FPU) (em inglés, Filter Paper Units) por volume de enzima original, como
recomendado pela IUPAC (ADNEY e BAKER, 1996; GHOSE, 1987).

3.4.2 Hidrélise enzimatica

ApOs o pré-tratamento acido diluido em escala piloto em reator de 40 L (USP-
Lorena), os bagacos de todos os gendtipos de sorgo foram secos ao ar livre e em
seguida submetidos a hidrélise enzimatica em reator de aco inoxidavel com

capacidade de 7 L, a 50°C e agitacdo de 23,5Hz, por 72 h (Figura 27). A reacéo foi
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realizada a uma concentracdo de sélidos de 20% (m/v), utilizando tamp&o citrato
0,05M, pH 4,8, e uma carga enziméatica de 15 FPU/g biomassa pré-tratada.

AN

e

o — g p

Figura 27. Reator a¢o inoxidavel com capacidade de 7L. (Fonte: CTBE).

Durante a hidrolise de cada biomassa, amostras foram retiradas em tubo
falcon de 15 mL ao longo do tempo (0, 6, 12, 24, 48 e 72 h). A cada coleta os tubos
eram colocados em um banho de gelo fundente com o intuito de parar a reagdo. Em
seguida cada tubo foi centrifugado a 2500g por 5 min. O sobrenadante foi
armazenado a -4°C para subsequentes quantificacbes dos acucares (glicose,

celobiose e xilose) por HPLC.

3.4.3 Fermentacéao da fracao C6

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado (DIC)
com parcelas subdivididas, sendo as parcelas constituidas pelos Tratamentos
Principais (Genotipos de Sorgo) e os Tratamentos Secundarios (Tempos de
Fermentacdo). Os Tratamentos Principais foram constituidos pelo bagaco de 3
genatipos de sorgo (BRS508 - sacarino, BRS610 - forrageiro e BD7605 - biomassa).
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Os Tratamentos Secundarios foram constituidos pelos seis periodos de avaliacdo da
fermentacao (0, 4, 8, 12, 20 e 24 h), com trés repetigdes.

As fermentacfes foram realizadas em erlenmeyers de 150 mL contendo 110
mL de mosto, inoculado com células de leveduras Pedra 2 (PE-2, Fonte: LNF), na
concentracéo de 107 celGlas/mL. A levedura apresentou viabilidade celular superior a
91%. A alimentagdo com mosto foi realizada em duas etapas, adicionando-se 55mL
de mosto a levedura previamente adaptada, completando-se o volume apés 1 hora.
Os frascos foram mantidos sob agitacéo orbital 160 rpm a 30°C, por um periodo de
72 horas. Apos inoculacdo com 0, 4, 8, 12, 20 e 24 h foram realizadas contagens de
células de leveduras em Céamara de Neubauer, segundo Lee et al., (1981),
guantificando-se viabilidade celular das leveduras, viabilidade de brotos e indice de
brotamentos. A fermentacdo durou 24 h, sendo os vinhos centrifugados a 16509,
25°C, por 5 min (centrifuga HIMAC CR 21G).

A eficiéncia das fermenta¢fes foi calculada com base no rendimento tedérico
de uma fermentacéo alcodlica (0,511g de etanol por g de glicose consumida), de

acordo com a equacao:

. Etanol produzido (g.L)
Eficiéncia [%] = — — , , .100
Glicose inicial — Glicose final (g.L)

3.5 Metédos analiticos

3.5.1 Anélises quimicas das biomassas

Para andlise da composicdo quimica dos bagacos in-natura, material pré-
tratado e residuo obtido apdés a etapa de hidrélise enzimatica, foi utilizado a
metodologia descrita por Sluiter et al., 2016.

Certa quantidade de cada biomassa foi passada por um moinho de facas
(marca Fritsch, modelo pulverisette 14) até conseguir um material com particulas
inferiores a 0,5 mm, selecionadas através de uma peneira de 20 mesh. Particulas
retidas na peneira eram novamente moidas para que a composicdo quimica do

material ndo fosse alterada. Apdés moagem dos materiais e separagao
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granulométrica, os bagacos in-natura foram analisados quanto ao teor de cinzas,
extrativos, lignina total (lignina insoltvel + soltvel), celulose e hemiceluloses. J& para
0s bagacos apoés pré-tratamento e do hidrolisado enziméatico foi analisado o teor de
cinzas, lignina total (lignina insolavel + soltvel), celulose e hemiceluloses.

O teor de umidade das amostras foi determinado utilizando-se uma balanca
Sartorius (modelo MA35) que realiza a secagem da amostra por radiacao
infravermelho direta. Para cada analise, cerca de 2,0 g de amostra foram pesados
na balanca, que foi aguecida a 105°C até massa constante. A balanca forneceu a
porcentagem de perda de massa que € relativa a massa Umida previamente pesada.
Os valores de teor de umidade encontrados foram utilizados para a determinagéo da
massa de amostra seca utilizada nas analises.

Materiais inorganicos e organicos sollveis em agua uma mistura de
cicloexano e etanol constituem os extrativos e devem ser devidamente quantificados
e removidos antes da caracterizagdo de acguUcares e lignina, pois acabam
superestimando os valores de lignina insoliuvel do material. O procedimento
detalhado desta andlise encontra-se no Apéndice I.

A quantidade de material inorganico total no bagaco (cinzas estruturais e nao
estruturais) pode ser determinada como parte da composicéo total. O procedimento
detalhado de analise do teor de cinzas encontra-se no Apéndice Il.

Lignina e carboidratos perfazem a parte majoritaria da composicdo do
bagaco. Esses constituintes sdo quantificados ap6s uma etapa de hidrdlise acida do

material. O procedimento detalhado destas analises encontra-se no Apéndice lll.

3.6 Determinacdo de carboidratos, aldeidos furanicos, acidos organicos e

produtos fermentativos por HPLC

As concentracfes de acucares (xilose, glicose, arabinose), acido aceético,
glicerol e etanol foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) segundo metodologia descrita por Pérez et al. (2016). Empregou-se
cromatografo Agilent (Agilent Technologies, CA, USA) com um detector de indice de

refragdo e coluna Bio Rad (Hercules, CA) Aminex HPX-87H, mantida a 45°C, com
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H,SO, 0,01 N como eluente, e fluxo de 0,6mL/min. As amostras foram previamente
diluidas e filtradas em filtro “Sep Pack” C18 (Millipore).

As concentracdes de furfural e 5-hidroximetilfurfural foram quantificadas por
HPLC empregando um equipamento Waters, com detector de luz ultravioleta e
coluna Waters Spherisorb C18, a 25°C, com acetonitrila:agua (1:9) e acido acético
1% como eluente, e fluxo de 0,8mL min-1. As amostras foram diluidas com &agua
deionizada e filtradas em membranas com poros de 0,45y (Millipore). As
concentracbes dos compostos foram calculadas a partir de curvas de calibracéo

obtidas de solugdes padrao.

3.7 Determinacdes de macro e micronutrientes dos bagacos de sorgo

Para determinagédo de nitrogénio total na massa seca foi retirado uma amostra
da matéria-prima desfibrada, seca em estufa a 65°C por 48 horas. Utilizou-se o
meétodo de Kjeldahl-Rittenberg que converte 0 N combinado da amostra a amonia,
que é destilada e recebida em solucdo acida. A digestdo da amostra inclui a
conversdo do N-combinado ou organico a N amoniacal com acido sulftrico
concentrado e a quente. Apds a digestdo acida da amostra, o NH," resultante deve
ser separado dos reagentes usados para a sua conversdo, e também dos outros
constituintes do extrato. A amostra a ser destilada é baseificada com solugéo
concentrada de NaOH (18 M). A aménia € destilada por arraste de vapor, sendo
recebida em solucao de acido bérico contendo indicador e titulada diretamente com
acido sulfarico ou cloridrico padronizado. Nesse ponto, determina-se a concentracao
de N-total da amostra (TRIVELIN; SALATI; MATSUI, 1973).

Potassio, célcio, magnésio, ferro, manganés, ferro, cobre e zinco, foram
determinados por digestao nitroperclérica, seguida da analise por espectrometria de
absorcao atomica (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

3.8 Determinacgéo do valor energético bruto

O poder calorifico é definido como a quantidade de energia liberada na forma
de calor (energia térmica), durante a completa combustdo de um combustivel.

Para a determinacéao do PCS foi utilizado uma bomba calorimétrica PARR
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Modelo 1281 semiautomatizada, seguindo a norma 8633 da ABNT (1984).

O PCI foi determinado segundo o método de Doat (1977). Este foi calculado
subtraindo-se do PCS o calor associado com a condensacdo do vapor de agua
formado pela reacdo do hidrogénio contido na biomassa. O PCU foi calculado em
funcdo da umidade, segundo Doat (1977).

As formulas empregadas para a realizagdo dos calculos referentes ao Poder
Calorifico Inferior (PCIl) e Poder Calorifico Superior (PCS) estdo apresentadas a

seqguir:

PCI =[PCS -600 (U +9H)]/ (1 + U)

Onde:

PCI = Poder Calorifico Inferior (cal.g™)

PCS = Poder Calorifico Superior (cal.g™)

U = Teor de Umidade do Material (%)

H = Teor de Hidrogénio (%)

600 = valor médio (cal) de energia absorvida por grama de agua para se atingir a
temperatura de evaporacéao

9 = multiplo do peso de hidrogénio contido no material que fornece o peso da agua

formada durante a combustao

PCU = {[PCI - (6 x W)] / (100 + W)} X 100

Onde:

PCU = Poder Calorifico Util

PCI = Poder Calorifico Inferior (cal.g™)

W = Teor de Umidade do Material em base seca (%)

6 = fator de conversao referente a energia para evaporacao da agua de formacao
3.9 Microscopia eletronica de varredura

Esta analise foi desenvolvida no Laboratorio de Microscopia Eletronica da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, e
analisadas por meio de elétron-micrografias de varredura. As amostras secas dos

bagacos in natura, pré-tratados e o residuo de hidrélise enzimatica, foram
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posicionadas de forma a possibilitar uma visualizacdo perpendicular ao sentido das
fibras. Foram fixadas com uma fita 55 de carbono junto aos stubs, estrutura cilindrica
metalica utilizada como suporte para as amostras (Figura 28A). Posteriormente,
estas foram metalizadas, através do equipamento DESK Il - DENTON VACUM, com
uma camada de ouro paladio por 12 segundos, deixando as mesmas eletricamente
condutivas e possibilitando sua visualizagao (Figura 28B). Em seguida procedeu-se
a avaliacdo por meio de observacdo no microscopio eletrénico de varredura (MEV),
marca JEOL, modelo JSM5410, utilizando-se nas elétron-micrografias o filme
ILFORD FP4 (ISSO 125/220). Neste estudo, optou-se pelo uso do aumento de 50 e
1000 vezes, para melhor visualizacdo e comparacdo das imagens. Foi selecionada

uma imagem representativa para cada um dos tratamentos.

Figura 28. Metalizacdo das amostras com ouro paladio através do equipamento
DESK Il - DENTON VACUM (A). Visualizagdo microscépica das amostras atraves do
equipamento JOEL- JSM5410 (B).

3.10 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as
médias obtidas comparadas pelo Teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa
Assistat.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica das biomassas in natura

O desenvolvimento de qualquer bioprocesso requer prévio conhecimento da
composicdo da matéria-prima. Isto porque quando se avalia o emprego das
mesmas, torna-se 6bvio que existem aspectos particulares que devem ser levados
em consideragdo, por estarem relacionados a viabilidade técnica, aos balangos
energeéticos e a economicidade do bioprocesso em desenvolvimento (PEREIRA JR.,
BOM e FERRARA 2008).

Na Tabela 04 encontram-se o0s resultados da composicdo quimica dos
bagacos in natura de sorgo Sacarino, Forrageiro e Biomassa, comparados a
resultados de outras pesquisas relatadas na literatira. Desta comparacdo pode-se
constatar que os valores de celulose para o sorgo biomassa foram superiores aos
obtidos por Barcelos (2012) trabalhando com sorgo sacarino e Batista (2016) para
sorgo biomassa, e inferiores aos obtidos por Variz (2011) para sorgo forrageiro. Os
teores de hemicelulose constatados foram menores que as demais referéncias,
exceto para o0 sorgo sacarino avaliado por Barcelos (2012) que apresentou médias
bem menores. Os teores de lignina determinada por Barcelos (2012) foram menores
gue 50% dos valores obtidos pelos demais trabalhos. Os teores de cinzas do sorgo
biomassa observados nesta pesquisa foram similares aos forrageiros (VARIZ, 2011
e BATISTA, 2016) e também para o sacarino e biomassa obtidos por Batista (2016).
Estas diferencas podem estar relacionadas a diferencas de comportamento entre
genatipos, condi¢cdes edafo-climaticas distintas, bem como as épocas de avaliacao
dos materiais e metodologia empregada na determinagéao.

A caracterizacdo destes componentes quimicos majoritarios nas matérias-
primas in natura é de fundamental importancia para a compreensédo dos efeitos do
Pré-tratamento e Hidrélise Enzimética que serdo posteriormente realizados nos

residuos estudados.
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Tabela 4. Composicao quimica dos bagacos in natura de sorgo Forrageiro, Sacarino
e Biomassa em comparacao a resultados obtidos por outras pesquisas.

Genotipos Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Referéncias
de Sorgo (%) (%) (%) (%)
Forrageiro 34 20,75 17,66 0,91 Este trabalho
Forrageiro 39,5a44,1 24,7 a 27,6 22,3a23.22 55a5,9 Variz, 2011
Forrageiro 24,46 a 19,13 34,61 a 37,37 6,11 a 5,79 6,49 a 6,97 Batista, 2016
Sacarino 35,50 17,27 18,87 2,93 Este trabalho
Sacarino 21,26 11,62 10,31 0,55 Barcelos, 2012
Sacarino 23,12 a 25,98 32,93 a 31,96 7,89 a6,7 6,23 a 6,31 Batista, 2016
Biomassa 37,72 20,55 24,37 6,73 Este trabalho
Biomassa 20,44a22,1 30,57 a 35,65 6,7a791 3,79 a 6,50 Batista, 2016

4.2 Caracteristicas morfolégicas dos bagacos de sorgo

Através da andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos bagacos de
sorgo (Figuras 29 A e B, 30 A e B e 31 A e B) pode-se constatar que no material in
natura os trés gendtipos apresentaram estrutura intacta das fibras, comprimento e
diametro regulares e boa distribuicdo das fibras dentro da matriz.

Entretanto, diferencas bastante significativas foram observadas apés o pré-
tratamento (Figuras 29 C e D; 30 C e D e 31 C e D). Verificou-se um rompimento
destas, além de maior porosidade, com perda da integridade compacta,
provavelmente devido a retirada de boa parte da fragdo hemicelulésica.

Apbs a etapa de pré-tratamento com acido diluido (Figuras 29 Ee F,30E e F
e 31 E e F) é possivel observar grandes quantidades de fibras livres de flocos de
medula (células do parénquima), mostrando que a etapa de pré-tratamento pode
proporcionar uma melhor disponibilidade das fibras celulésicas para processos
subsequentes, tais como a conversdo enzimatica da celulose em glicose, para o
processo de obtencao de etanol celuldsico.

Resultados semelhantes foram obtidos por Variz (2011), Barcelos (2012) e
Batista (2016) trabalhando com sorgo forrageiro, sacarino e forrageiro, sacarino e

biomassa, respectivamente.
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Figura 29. Fotomicrografias do bagaco de sorgo BRS508 “in natura” (A — aumento
de 50x; B — aumento de 1000x); pré-tratado (C — aumento de 50x; D — aumento de

1000x) e ap6s hidrolise enzimética (E — aumento de 50x; F — aumento de 1000x).
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Figura 30. Fotomicrografias do bagaco de sorgo BRS610 “in natura” (A — aumento
de 50x; B — aumento de 1000x); pré-tratado (C — aumento de 50x; D — aumento de

1000x) e ap6s hidrolise enzimatica (E — aumento de 50x; F — aumento de 1000x).
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Figura 31. Fotomicrografias do bagaco de sorgo BD7605 “in natura” (A — aumento
de 50x; B — aumento de 1000x); pré-tratado (C — aumento de 50x; D — aumento de

1000x) e ap6s hidrolise enzimatica (E — aumento de 50x; F — aumento de 1000x).
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4.3 Screening das condi¢cdes de pré-tratamento

As condi¢cdes de pré-tratamento inicialmente ocorreram em reatores de escala
de laboratério (CTBE), para adequar a melhor condicdo de pré-tratamento para as
biomassas de sorgos.

Segundo Liao et al. (2007), o aumento da concentracédo de acido favorece a
solubilizacdo da hemicelulose e o rendimento em xilose. No entanto, a forca do
acido e os de interagdo com os fatores temperatura e tempo devem ser
considerados. Neste sentido, o planejamento experimental do pré-tratamento &cido
foi delineado para a obtencdo de um hidrolisado com condicfes apropriadas para a
subsequente fermentacéo, ou seja, com elevada concentracdo de aclUcares e baixa
concentracéo de inibidores.

A Tabela 05 apresenta o rendimento massico de cada gendtipo de sorgo

obtido apds cada uma das condicfes de teste de pré-tratamento.

Tabela 05. Rendimento massico das biomassas dos gendtipos de sorgo apds 0s
testes de pré-tratamento.

Fracdo soélida recuperavel (%)

Ensaio Tempo Temperatura Conc.

(min.) (°C) H,SO, BRS508 BRS610 BD7605
(%, vIv)

1 10 120 0,2 66,70 70,57 100,00
2 20 120 0,2 66,89 82,49 99,70
3 10 140 0,2 57,36 62,21 14,27
4 20 140 0,2 47,15 64,37 99,93
5 10 120 0,5 53,33 69,60 93,65
6 20 120 0,5 46,19 58,98 69,89
7 10 140 0,5 41,10 51,36 74,83
8 20 140 0,5 41,21 52,69 74,00
9 15 130 0,35 50,24 74,00 80,72
10 15 130 0,35 51,73 72,31 78,00
11 15 130 0,35 51,34 74,38 80,00
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Nos ensaios 1 e 2, onde foram avaliadas as menores temperaturas, observou-
se 0s maiores rendimentos massicos para os trés genotipos de sorgo, devido as
condi¢cBes mais brandas de pré-tratamento.

Barcelos (2012) estudando bagaco de sorgo sacarino com uma relagcéo
sélido/liquido 0,25 g/mL, concentragdo de 0,9 % v/v de &cido sulflrico e tempo de
exposicdo de 40 minutos, obteve um rendimento méssico de 66,2%, sendo que
neste estudo, no ensaio 8 (140°C, 20 min e 0,5% (v/v) de &cido sulflrico), o gendtipo
BD7605 apresentou um rendimento massico de 74%, o BRS610 de 52,69% e o
BRS508 de 41,21%.

A temperatura aumenta a severidade da hidrélise mais que o tempo,
intensificando as velocidades das reacdes de despolimerizacdo das hemiceluloses e
as de formacéo de compostos inibidores, como, por exemplo, a despolimerizacédo da
lignina, as reacdes de desidratacdo da xilose a furfural e de formacdo de &cido
aceético, proveniente da ruptura das ligacdes dos radicais acetila com as cadeias de
xilanas (CHUM et al., 1985).

As Figuras 32 e 33 apresentam as concentracfes dos acucares de cinco e
seis carbonos, respectivamente, recuperados no licor hemiceluldsico. Analisando as
figuras € possivel observar que nos ensaios de 1 a 4, onde a concentracdo de acido
€ mais baixa, para ambos os gendtipos de sorgo, ocorreu a menor solubilizacdo dos
acucares.

As maximas recuperacdes dos acucares de cinco carbono ocorreram no
ensaio 8 (140°C, 20 min e 0,5% (v/v) de &cido sulfirico), para ambos os genotipos,
resultando em uma concentracdo de 17, 95 g/L para o BRS508, 17,05 g/L para o
BRS610 e 13,07 g/L para o BD7605.

E possivel ainda observar que na maioria dos ensaios, 0 BRS508 apresentou
maiores concentracdes de agucares, seguido pela BRS610 e BR7605. Isso mostra
que os diferentes gendtipos de sorgo apresentam caracteristicas estruturais
bastante distintas.

De acordo com Fengel e Wegener, (1989) e Pitarelo, (2007) o fato da
hemicelulose apresentar grande polidispersidade, carater relativamente amorfo e
grau de polimerizagdo bastante inferior ao da celulose nativa, a tornam muito mais

susceptivel a hidrolise durante o pré-tratamento acido do que a fracdo celuldsica.
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Além disso, o pré-tratamento com acido diluido tem a vantagem de ndo apenas
solubilizar a hemicelulose, mas também de converté-la em aclcares fermentaveis de
baixa massa molecular (mondmeros de xilose), o que elimina ou reduz a
necessidade de se utilizar hemicelulases nos complexos enzimaticos durante a
etapa de hidrélise enzimatica (SAHA e BOTHAST, 1999; SAHA et al.,, 2005;
BARCELOS, 2012).
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EBRS508 ®=BRS610 BD7605

Figura 32. Concentracdo das médias dos acucares de cinco carbono.

Analisando a Figura 33 é possivel observar que nos ensaios 7 e 8 foram
obtidos altas concentracdes de acucares de seis carbonos (glicose e celobiose). Isso
se deve ao fato do pré-tratamento ser mais severo e solubilizar parcialmente a
fracdo celuldsica do material.
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Figura 33. Concentracdo das médias dos acucares de seis carbonos.

Nas condicbes mais severas de pré-tratamento verificou-se na Figura 34 o
composto toxico aos microrganismos como o0 acido acético proveniente da quebra
dos grupos acetil presentes na hemicelulose. No ensaio 8 (140°C, 20 min e 0,5%
(v/v) de acido sulfurico) onde ocorreu a maxima recuperacao dos acucares de cinco
carbono e 6 carbonos para ambos 0s genoétipos, acarretou em uma maior
concentracdo de acido acético.

Os resultados da concentracdo de acido formico ndo foram apresentados em
figura por este apresentar valores mais elevados apenas nos ensaios 1 e 2, para o
BRS508 e BRS610 na ordem de 2,61 g/L e 2,56 g/L, respectivamente. Nos demais
ensaios de 3 a 11 ndo houve a presenca desse inibidor.

Para os inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural observou-se do ensaio 1 a
11 concentracdes de 0 a 0,01 g/L de ambos inibidores para todos os genétipos.

As baixas concentracbes de furfural e 5-hidroximetilfurfural encontradas
indicam que as condicdes de pré-tratamento empregadas foram favoraveis para
solubilizar os acucares contidos na fragdo hemicelulosica dos bagacos de sorgo,
sem causar a decomposicdo destes. Valores proximos de furfural (0,15 g/L), 5-
hidroximetilfurfural (0,03 g/L) e &cido acético (2,60 g/L) foram encontrados por
Carvalho (2004), trabalhando com condicGes de hidrélise do bagaco de cana-de-
acucar na qual utilizou temperatura (121°C) e tempo de reacédo (20 minutos).
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Figura 34. Concentracdo das médias de acido acético.

De acordo com Silva (2011) altas temperaturas e curtos tempos de pré-
tratamento favorecem o rendimento em xilose mais que temperaturas baixas e
longos tempos, ou longos tempos e temperaturas altas, comportamento este notado
neste estudo.

Entretanto, apds os testes de pré-tratamento em escala de laboratério no
CTBE, a melhor condicao indicada nos testes foi 0 ensaio 8 para todos 0s genoétipos
de sorgo, porém esta teve que ser adaptada as condi¢cdes em escala piloto no reator
de 40 L da USP-Lorena.

O Scaling up do processo de pré-tratamento para posterior uso dos licores
(fermentacdo C5) e utilizacdo dos bagacos para hidrolise enzimatica (fermentacéo

C6) ocorreu nas condi¢cOes descritas na tabela 6.

Tabela 6. Rendimento massico das biomassas dos genoétipos de sorgo apdés o

Scaling de pré-tratamento.

Fracédo solida recuperavel (%)

Tempo Temperatura Conc.
(min.) (°C) H,SO, BRS508 BRS610 BD7605
(%, viv)
20 120 0,5 56,70 60,57 69,80
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Apés a realizacdo do pré-tratamento na USP-Lorena, verifica-se significativa
alteracdo na composi¢do quimica dos bagacos. Analisando-se a Tabela 7 é possivel
observar que os extrativos no bagaco de sorgo variaram de 11 a 26%, valores
menores que os relatados por Santos (2012), da ordem de 27% a 57%, estudando

trés variedades de sorgo sacarino, em diferentes épocas de colheita.

Tabela 7. Composicado quimica dos bagacos de sorgo in natura e pré-tratado para

0S genotipos sacarino, forrageiro e biomassa.

BRS508 BRS610 BD7605
Composicéo (Sacarino) (Forrageiro) (Biomassa)

guimica (%) Pré- Pré- Pré-
In natura tratado In natura  tratado Innatura tratado

Extrativos 22,30 26,52 11,83

Cinzas 2,93 3,69 0,91 2,63 6,73 2,73
Lignina total 18,87 34,41 17,66 32,76 24,37 34,53
Celulose 35,50 45,95 34 57,34 37,72 48,24

Hemicelulose 17,27 9,19 20,75 9,3 20,55 9,71
Total 96,87 93,25 99,84 102,04 101,21 95,20

Para o teor de cinzas do bagaco de sorgo in natura, observou-se resultados
elevados, especialmente para o genoétipo BD7605 (biomassa), quando comparado
aos valores observados por Oliveira et al. (2009) que obteve valor de 1,6% de cinzas
no bagaco de sorgo ndo lavado. Relatos de Batista (2016) indicam teores mais
elevados de cinzas para os genotipos forrageiro (6,7%) e sacarino (6,3%) e menores
para a biomassa (5,1%) diferentemente do que foi observado neste estudo.
Entretanto, sabe-se que o teor de cinzas esta atrelado a condicbes de colheita do
material, variando consideravelmente ao longo da safra. Além disso, varia em fungéo
do gendtipo, idade e ambiente de producdo.

O teor de lignina no bagago do sorgo biomassa foi cerca de 30% maior do
gue nos demais gendtipos que apresentaram valores similares. Entretanto quando
se realizou o pré-tratamento, constatou-se que os teores de lignina foram bem
superiores aos dos bagacos in natura apresentando valores similares. Isso se deve

ao fato das hemiceluloses serem solubilizadas durante a etapa de pré-tratamento
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acido e, por isso, o teor de lignina aumenta em termos percentuais. Os resultados
determinados neste estudo foram maiores que os relatados por Oliveira et al. (2009)
de 16,54%. Batista (2016) encontrou valores ainda menores, da ordem de 7,3% para
0S genotipos sacarino e energia e 6,0% para o forrageiro.

A lignina € um dos componentes que nao é passivel de fermentacdo. Assim,
espera-se que 0S genotipos que apresentarem menores teores de lignina nos
colmos, provavelmente sejam mais susceptiveis ao pré-tratamento, resultando em
maiores concentracdes de acucares para a producdo de etanol de segunda geracao.

Os resultados da composi¢cdo quimica das biomassas pré-tratadas indicam
que apdés o pré-tratamento com &cido sulflrico diluido houve reducdo na
porcentagem de hemicelulose, e aumento proporcional de celulose. Valores médios
na faixa de 32 a 46% de celulose e 20 a 28% de hemicelulose, também foram
observados por (XU et al.; PANAGIOTOPOULOS et al.; YU et al.; SALVI et al.; KIM
E DAY; ZHANG et al, 2010; LI et al., 2010, BELAYACHI E DEMAS, 1995; VASQUEZ
et al., 2007; HERRERA et al., 2004).

As fotomicrografias confirmam os resultados obtidos para as andlises
quimicas, as quais evidenciam uma grande solubilizacdo dos componentes,
tornando as fibras mais expostas a cada etapa de processamento da biomassa e
com isso aumentando sua area superficial (OHGREN et al., 2007).

4.4 Identificagcéo, caracterizacéo e classificacdo da levedura

As colbnias observadas no meio GYMP apresentavam caracteristicas
homogéneas quanto a cor (branca), tamanho da colénia (1 a 4 mm), textura

brilhante, elevacdo convexa e bordo Liso (Figura 35).

Figura 35. Fotografia de colénias da levedura LJ3, em meio GYMP, apés 72 horas

de incubacéo, a 30°C. (Fonte: arquivo pessoal)
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A avaliagdo do crescimento a estirpe LJO3 sob diferentes temperaturas
indicaram que esta se desenvolveu nas trés diferentes temperaturas estudadas
(Tabela 8). Verificou-se que para as trés condi¢cdes ocorreu turvacdo do meio
indicando que houve desdobramento do meio e crescimento da levedura. O estudo
da andlise de crescimento das estirpes é de extrema importancia uma vez que a
capacidade fermentativa, bem como sua eficiéncia na producdo de etanol, é

influenciada diretamente pela temperatura.

Tabela 8. Resultado apresentado pela estirpe LJO3 quando inoculada no meio de

crescimento em diferentes temperaturas.

Temperatura
Levedura 35°C 37°C 40°C
LJO3 + + +

Legenda: (+) crescimento intenso; (+W) crescimento moderado ou pouco; (-) sem

crescimento.

Neste sentido, cabe destacar que o0 emprego de microrganismos
termotolerantes como a LJ03, podem proporcionar a redugcéo dos custos industriais
para resfriamento do mosto, nos processos fermentativos, que normalmente se
desenvolvem a 30-35°C.

Para avaliacdo da capacidade fermentativa observou-se que a estirpe LJO3
apresentou desempenho de assimilacdo semelhante para todas as fontes de
carbono estudadas (Tabela 9). Embora tenha apresentado fraca fermentacdo para
arabinose, é imprescindivel destacar a capacidade de desdobrar tanto glicose e
como a xilose (fermentacao forte). Esta caracteristica € de fundamental importancia
por possibilitar a utilizacdo da mesma levedura para a realizacdo de processos
fermentativos a partir de matérias-primas que apresentam a mistura de hexoses e
pentoses na composicdo do mosto, como o licor obtido do pré-tratamento de

residuos lignoceluldsicos.
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Tabela 9. Resultado apresentado pela estirpe LJO3 quando inoculada no meio basal
de fermentag&o nas diferentes fontes de carbono.

Levedura Glicose Frutose Sacarose Rafinose Xilose Arabinose
LJO3 + + + + + +W

Legenda: (+) Assimilagcédo forte; (+S) Assimilagdo lenta; (+W) Assimilacdo fraca,
(+VW) Assimilacdo muito fraca; (-) Assimilacéo negativa.

A extracdo de DNA e amplificacdo por PCR, utilizando par de primers ITS1 e
ITS4, compreendendo toda a regido ITS, resultou em fragmentos bem definidos e de
tamanho esperado (500-750bp) para a amostra.

As bandas obtidas em gel de agarose foram cortadas e purificadas para reacao
de sequenciamento no equipamento ABI3500 Genetic Analyzer. As sequéncias
geradas foram editadas para regides de baixa qualidade (HQ). A comparacdo da
sequéncia obtida contra a base de dados GenBank (NCBI) apresentou 100% de
identidade, da espécie Pichia kudriavzevii (Tabela 10).

Uma avaliacdo do genoma com a comparacdo através dos bancos de dados
internacionais como o NCBI revela a presenca de genes que codificam enzimas

envolvidas na utilizacdo de xilose e a via pentose fosfato para a producéo de etanol.
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Tabela 10. Alinhamentos obtidos para a estirpe LJO3 comparada com a levedura
Pichia kudriavzevii pertencente a Colecdo de microrganismos CBS6520, utilizando
pequena subunidade de RNA ribosomal do gene, sequencia parcial, Espacador

transcrito interno 1, 5.

Query 12 ARAAGTCGTRAACRAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATTTAGT 71

Frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerntl
Sbjct 1268 AARAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATTTAGT 185

Query 72 ACTACACTGCGTGAGCGGARCGARARCAACAACACCTAARATGTGGAATATAGCATATAG 131
frrrrrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrernenl
Sbjct 1B6 ACTACACTGCGTGAGCGGAACGAAAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAGCATATAG 245
Query 132 TCGACAAGAGAAATCTACGARARACARACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC 191
frrerrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrerreny
Sbjct 246 TCGACAAGAGAAATCTACGAAAAACARACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC 305
Query 192 GCATCGATGAAGAGCGCAGCGARATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATC 251
frrrrrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrernenl
Sbijct 306 GCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATC 365
Query 252 ATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTETTTGAGE 311
frrerrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrerreny
Sbjct 366 ATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGEGCATGCCTGTTTGAGE 425
Query 312 GTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGAGTTGGAGGAGCGGAGCGEACGACGTETARAGRAG 371
frrrrrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrernenl
Sbjct 426 GTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACGTGTARRGAG 485
Query 372 CGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGACTEEEEE 431
frrerrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrerreny
Sbjct 4B6 CGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGACTTTTTT 545
Query 432 tCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACARCARRAAGCTCGACCTCARRE 451
frrrrrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrernenl
Sbjct 546 TCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACARCAARAAGCTCGACCTCARE 605
Query 492 TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAR 539

Frrrrerrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrend
Sbjct 608 TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAR 653

Legenda: RNA gene de ribossomal 8S, e espagador transcrito interno 2, sequéncia
completa; e grande subunidade ribossomal RNA gene. comprimento da sequéncia
parcial = 880. Pontuagéo = 976 bits (528), Expect = 0.0

Identidades = 528/528 (100%), Gaps = 0/528 (0%); Strand = Plus / Plus

4.5 Fermentacado de pentoses

Para avaliar o potencial do sorgo sacarino, forrageiro e energia, como
matéria-prima para a producdo de etanol de segunda geracdo, um ensaio

fermentativo da fracdo hemicelulésica do bagaco de sorgo, obtido apdés o pré-



94

tratamento acido diluido na condicdo otimizada, foi realizado, empregando a
linhagem LJO3 como agente fermentativo.

O consumo de xilose pela levedura LJO3 (Figura 36) apresentou
comportamento diferente entre os genoétipos estudados e o tratamento controle
(meio sintético).

A comparacdo do metabolismo de xilose entre os gendétipos indica que este
foi maior para o0 BRS508 (sacarino) e BRS610 (forrageiro), sendo que para o
BD7605 (biomassa) o consumo foi mais lento. Deve-se destacar que o consumo de
xilose, nao foi total, estabilizando-se a partir de 24 horas para o0 BRS508 e BRS610,
e as 48 horas para o BD7605. Para o tratamento controle observou-se que a
pentose foi consumida mais lentamente (Figura 36), sendo que este comportamento
pode estar relacionado a ndo adi¢cdo de nutrientes ao mosto apos o pré-tratamento e

destoxificagao.
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Figura 36. Desdobramento de xilose ao longo do processo fermentativo. Interacao
entre genotipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa
(BD7605) e tempo de fermentagdo. Letras minUsculas comparam genotipos dentro
de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de

cada genotipo de sorgo.
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Para arabinose (Figura 37) observa-se que para os gendtipos BD7605 e
BRS610, houve esgotamento completo, em 48 e 72 horas de fermentacéo,
respectivamente. A metabolizacdo da pentose no tratamento controle foi de 0,93 g/L
em 12 horas. Neste caso ndo houve esgotamento dos acuUcares, que se
estabilizaram a partir de 24 horas. O genétipo BRS508 apresentou a maior
concentracdo de arabinose no inicio do processo fermentativo (10,20g/L), sendo o
consumo mais lento, ndo se esgotando no final do processo (Figura 37).

O menor consumo de arabinose pela levedura tem sido relatado por outros
pesquisadores quando da utilizacdo de hidrolisados tanto de palha de sorgo (SENE
et al. 2011), quanto de bagaco de cana-de-acucar (FELIPE et al., 1997,
RODRIGUES et al., 2003).

De acordo com Shi et al. (2000) a via de assimilacdo de arabinose por

leveduras é bastante similar a da xilose.
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Figura 37. Desdobramento de arabinose ao longo do processo fermentativo.
Interacdo entre genotipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e
biomassa (BD7605) e tempo de fermentacdo. Letras minusculas comparam
genotipos dentro de cada tempo de fermentacdo. Letras maiusculas comparam

tempos dentro de cada gendétipo de sorgo.
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Os resultados da metabolizacdo de glicose (Figura 38) indicam que este
acucar foi rapidamente utilizado pela levedura, nas primeiras 6 horas de
fermentacado. Entretanto, ndo houve repressdo no consumo de xilose, uma vez que,
0 consumo desta pentose ocorreu concomitantemente com o de glicose (Figura 36).

Antunes (1997) e Betancur (2010) relataram que o sistema de transporte para
glicose é constitutivo e indutivo para xilose, podendo acarretar repressdo do
consumo de xilose na presenca de glicose. Os resultados obtidos neste estudo néo
caracterizaram esta repressado conforme Figuras 36 e 38. Estudos realizados por
Isono et al. (2012) confirmaram que a estirpe MF-121 de P. kudriavzevii apresentou
habilidade para produzir etanol a partir de glicose, sob elevadas temperaturas e
concentracfes de sais e baixos valores de pH. Demonstraram ainda que esta estirpe
produziu etanol a partir dos hidrolisados de amido e de materiais lignocelulésicos,
confirmando que esta apresenta propriedades de tolerancia a mdaltiplos estresses.
Neste sentido verifica-se a potencialidade da sua utilizacdo para a producéao de

etanol com baixos custos.
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Figura 38. Desdobramento de glicose ao longo do processo fermentativo. Interagao
entre genotipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa
(BD7605) e tempo de fermentagdo. Letras minUsculas comparam genotipos dentro
de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de

cada genotipo de sorgo.
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4.5.1 Viabilidade Celular

Durante o desenvolvimento do processo fermentativo, a viabilidade celular da
P. kudriavzevii (LJO3) foi superior a 87%, com mais de 92% de brotos viaveis.
(Figura 39). Verificou-se uma pequena reducéo da viabilidade das células a partir de
12 hs de fermentacdo, o que pode ter ocorrido em fungéo do esgotamento do meio.
Entretanto, para o genotipo BRS610 a viabilidade foi da ordem de 60% as 48 horas
e de 50% as 72 horas, enquanto para os demais genotipos a viabilidade manteve-se
superior a 60% até as 72 horas.
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Figura 39. Viabilidade celular. Interacdo entre genétipos de sorgo sacarino
(BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa (BD7605) e tempo de fermentacgéao.
Letras mindsculas comparam genétipos dentro de cada tempo de fermentacéo.

Letras mailusculas comparam tempos dentro de cada gendétipo de sorgo.

De acordo com Ravaneli (2010) a presenca de biomoléculas inibidoras do
processo fermentativo, tais como compostos fendlicos e &cidos, além de
contaminantes pode provocar a queda na viabilidade das células ao longo dos ciclos

fermentativos em funcédo do estresse acumulado pela levedura. Neste caso, cabe
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destacar que se utilizou a levedura P. kudriavzevii que € microrganismo descrito
como robusto tendo como caracteristica ser boa fermentadora de xilose,
apresentando tolerancia a presenca de compostos inibidores produzidos por ocasiédo
da hidrolise da biomassa lignocelulésica. Esta levedura apresenta tolerancia multi-
stress a pH baixo, altas concentracdes de sais e temperaturas de até 42°C (ISONO
et al., 2012). Neste caso acredita-se que a queda na viabilidade dos brotos (%) deve

estar mais relacionada a esgotabilidade de aspectos nutricionais (Figura 40).
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Figura 40. Viabilidade de brotos. Interagdo entre gendtipos de sorgo sacarino
(BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa (BD7605) e tempo de fermentacéo.
Letras mindsculas comparam genétipos dentro de cada tempo de fermentacéo.

Letras mailsculas comparam tempos dentro de cada genoétipo de sorgo.

O indice de brotamento das leveduras permaneceu elevado durante todo o
processo, ndo apresentando diferengas significativas entre os tratamentos (Figura
41). A alta porcentagem de brotamentos apds 6 hs de fermentacdo pode ser
justificada pela baixa concentracdo de acucares no meio fermentativo. Segundo
Walker (1998), devido ao Efeito Crabtree que algumas leveduras desenvolvem, em
condicdes de baixa concentracdo de agucares ha o favorecimento do processo de

respiracao, favorecendo a multiplicacdo de células em taxas mais elevadas.
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Figura 41. indice de brotamento da levedura durante o periodo de 72 hs, em mosto

sintético e pré-tratado de bagaco de sorgo.

4.5.2 Producao de Etanol e subprodutos

A producéo de etanol foi crescente a partir de 6 horas de fermentacao (Figura
42), com maior intensidade para o genétipo BRS508 e BRS610 que produziram
11,57g/L e 8,12¢g/L, com 12 horas de fermentacao, respectivamente. Ao final de 72
horas obtiveram-se eficiéncia de 26,96% (BRS508, sacarino), 18,95% (BRS610,
forrageiro) e 14,62% (BD7605, biomassa) de etanol. Para o tratamento controle
houve producédo de 3,17g/L de etanol em 72 horas, que pode ser considerada muito
baixa. Este fato pode estar relacionado a caréncia na suplementacao dos nutrientes
de modo geral.

Cabe destacar ainda, que as condi¢coes experimentais sob as quais esta
pesquisa foi desenvolvida podem néo ter sido as melhores, considerando-se que
esta levedura é termotolerante e que para neste caso padronizou-se a temperatura
para a faixa de 32°C. Sabe-se que a temperatura é um dos fatores que podem afetar

de modo direto a performance do processo fermentativo.
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Figura 42. Producao de Etanol ao longo do processo fermentativo. Interacdo entre
genatipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa (BD7605) e
tempo de fermentacdo. Letras mindsculas comparam genoétipos dentro de cada
tempo de fermentagdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de cada

genatipo de sorgo.

Relatos de Isono et al. (2012) avaliando 12 estirpes de |. orientalis
comparando com Saccharomyces cerevisiae, em meio contendo glicose, sob
condicles de estresse (temperatura e sais) obtiveram producédo similar para ambas
leveduras, da ordem de 5% (v/v) de etanol. Dhaliwal, et al, (2011) obtiveram
producéo de etanol de 71,9 g.L™* por P. kudriavzevii a partir de 16,6 %de aclcar, sob
temperatura de 40°C.

Os resultados obtidos neste estudo séo bastante atrativos quando comparado
aos reportados na literatura, pela confirmagdo do metabolismo xilulolitico da estirpe
LJO3, apresentando habilidade para converter xilose a etanol. Deve-se considerar
ainda que o custo de processamento do bagaco podera ser menor pelo aproveitando

de pentoses.
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Durante o processo fermentativo houve também a producéo de &cido acético
(Figura 43), apresentando aumento progressivo para todos os tratamentos, sendo
mais significativos apos 24 horas de fermentacdo. Os valores mais elevados foram
observados para o BD7605 (11,65g/L) apds 48 e 72 horas.

O aumento da concentracdo de acido acético (Figura 43) pode ter ocorrido
pela utilizacdo do etanol como substrato pelas leveduras (WALKER, 1998). Nesse
caso, o etanol é convertido em acetaldeido e este em acetato; ou ainda diretamente
em acido acético pelo processo de oxidacdo. Neste sentido a formacdo de acido
acético ndo é desejavel para este processo, pois o0 acumulo deste pode levar a uma
falta de energia para a manutencdo do metabolismo da levedura. De acordo com
Felipe et al (1997), o consumo de ATP pela ATPase para manter o gradiente de
préton intracelular é prejudicado pelo declinio de pH que potencializa o efeito téxico
do acido acético para a levedura Candida guilliermondii. Relatos de Felipe (1994)
confirmaram a formacao deste acido em estudos com bagaco de cana-se-acucar

para a producao de xilitol, utilizando a mesma levedura.

12 L DMS =0,70 CV=9,76

Acido Acético (g/L)

bD

Tempo (h)

R Controle HBRS508 ®EBRS610 =BD7605

Figura 43. Produc&o de Acido Acético ao longo do processo fermentativo. Interagéo
entre genoétipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa

(BD7605) e tempo de fermentacéo. Letras minusculas comparam genétipos dentro
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de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de
cada genotipo de sorgo.

Avaliando-se a producao de glicerol (Figura 44) verifica-se maior producdo
para o gendtipo BRS508 (9,76g/L) apés 72 horas de fermentacédo. Para o BRS610 e
BD7605, obteve-se no mesmo tempo de fermentacdo, 5,7 a 3,72g/L
respectivamente, enquanto para o tratamento controle obteve-se a menor
concentracdo (2,94g/L). Durante o processo fermentativo pode-se observar o
aumento da producdo de glicerol (até 5g/L) em resposta ao aumento da
concentracéo de etanol.

De acordo com Taherzadeh e Karimi (2011), a producédo de glicerol € uma
resposta metabdlica das células do microrganismo as elevadas concentracfes de
etanol, tendo funcado protetora as células contra o estresse hidrico e rompimento de
ligagbes de hidrogénio proporcionado pelo etanol. Neste sentido pode-se verificar
que este comportamento foi confirmado quando se determinou a viabilidade das
células, os brotamentos e a viabilidade dos brotos formados, que se apresentaram
em niveis considerados elevados. Este fato é importante uma vez que possibilita o
melhor desenvolvimento e manutencgéo da fisiologia da levedura em substrato com a
presenca de inibidores. Neste sentido pode-se observar que as maiores producdes
ocorreram exatamente ao final do processo fermentativo, quando maiores

concentracdes de acidos, furfural e hidroximetilfurfural foram determinados.
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Figura 44. Producao de Glicerol ao longo do processo fermentativo. Interacao entre
genatipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa (BD7605) e
tempo de fermentacdo. Letras minUsculas comparam genétipos dentro de cada
tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de cada

gendtipo de sorgo.

4.6 Hidrolise enzimética

Concluido o pré-tratamento da biomassa, as hemiceluloses presentes no
material sdo convertidas em aculcares, dentre eles as pentoses, com predominancia
da xilose. Ap6s a separacédo do licor o residuo de celulignina segue para a etapa de
hidrolise enzimatica para que ocorra a quebra das cadeias de celulose em agucares
fermentesciveis, as hexoses.

Os resultados obtidos para a composi¢cdo quimica dos bagacos de sorgo
submetidos a hidrélise enzimatica estdo apresentados na Tabela 11, de modo
comparativo ao bagaco in natura e submetido ao pré-tratamento. Da sua analise
verifica-se que houve aumento dos teores de celulose quando se compara o bagaco

in natura com o produto obtido da hidrélise enzimatica, confirmando que este
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procedimento apresentou efeito positivo e significativo, considerando-se o propdsito
de se recuperar 0s aguUcares contidos no bagaco como matéria-prima para a

composicdo do mosto a ser fermentado.

Tabela 11. Composicao quimica dos bagacos de sorgo in natura, pré-tratado e
residuo de hidrolise.

GENOTIPOS
BRS508 BRS610 BD7605
(sacarino) (forrageiro) (Biomassa)
Composicéo In Pré- Residuo In Pré- Residuo In Pré- Residuo
guimica (%) |natura tratado  hidrolise natura  tratado  hidrdlise natura tratado  hidrdlise
Extrativos 22,30 --- --- 26,52 - --- 11,83
Cinzas 2,93 3,69 5,29 0,91 2,63 2,37 6,73 2,73 1,69
Ligninatotal | 18,87 34,41 41,02 17,66 32,76 38,56 24,37 34,53 43,01
Celulose 35,50 45,95 42,02 34 57,34 51,95 37,72 48,24 47,3
Hemicelulose | 17,27 9,19 9,12 20,75 9,3 9,72 20,55 9,71 8,03
Total 96,87 93,25 97,45 99,84 102,04 102,61 101,21 95,20 100,02

De acordo com Rabelo (2010) as condi¢cdes do processo: temperatura, pH,
tempo de sacarificacdo, concentracao enzimatica e relagéo soélido-liquido, dependem
do substrato escolhido e das caracteristicas do complexo enzimatico utilizado, que
devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada caso.

Diversas caracteristicas da biomassa sdo consideradas importantes para
efetuar a hidrolise enzimatica, tais como: quantidade de lignina, presenca de grupos
cristalinidade da celulose,

acetil, grau de polimerizacdo, volume da area

superficial/poros da fibra de celulose, e tamanho de particula (SEWALT et al., 1997).
4.6.1 Atividade enzimética

Neste estudo, utilizou-se a enzima celluclast® 1.5L (Novozymes) cedida pelo
CTBE, e sua atividade foi medida através leitura da absorbancia da curva padréao de
glicose (DNS), sendo assim foi possivel tracar um gréfico linear da concentracéo de
glicose em fungdo da absorbéncia, obtendo assim uma equacdo que relaciona as

duas grandezas.
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Desta forma, tracou-se uma reta onde foi relacionada a concentracédo da
enzima em cada uma das diluicdes em fungcéo da massa de glicose liberada por 1,0
mL dessa enzima diluida, determinando entdo a atividade enzimatica da celluclast®

1.5L (Figura 45), como mostra a Equacéo abaixo:

0.5
(0,1816- 1,0 30.[enzima diluida])
0,0926
[e nzima dilufda]

CBU/mL = umol- min™ - mL"

CBU/mL =

0,0055
0.005
0,0045
0,004
0,0035
0,003
0,0025

y = 0,0026x-0,0058
R*=0,8811

0,002
3 3,2 3.4 3.6 3.8 4 4.2

Celuclast 1.5 ——Linear (Celuclast 1.5L)

Figura 45. Representacao gréafica da atividade da enzima celuclast 1.5L.

Para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU — Filter Paper
Units) é baseada na liberacdo de 2,0mg de glicose, ou seja, 2,0/0,18016 umol de
50mg de papel de filtro por 0,5mL de enzima diluida em 60 minutos de reacao.

A atividade da enzima foi de 80,43 FPU, resultando na converséo de celulose
de 37,25% para o gendtipo BRS508, 35,45% para o BRS610 e 25,75% para o
BD7605. Bussamra (2014) estudando o melhoramento de coquetéis enzimaticos
para a hidrolise do bagaco de cana-de-aclcar, utilizou a enzima Celluclast 1.5 L
(Novozymes) deparou com uma atividade dessa enzima de 108 FPU/mL, obtendo

uma conversao de celulose de 49,11%, valor este superior ao deste estudo.
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4.6.2 Perfil de Hidrélise Enzimatica

O perfil da hidrélise enzimética para os genotipos BRS508 (sacarino),
BRS610 (forrageiro) e BD7605 (biomassa) é apresentado nas Figuras 46, 47 e 48. O
perfil mostra que nas primeiras horas do processo de hidrélise, ou seja, na fase de
liquefacdo, ha uma liberacdo rapida dos acucares, aumentando gradativamente ao
longo do tempo, ndo chegando a atingir um patamar.

Como pode ser observado nas Figuras 46, 47 e 48 a partir de 24 h, as
concentracfes de celobiose e xilose praticamente se mantiveram constantes, na
hidrolise dos bagacos, enquanto a concentracdo de glicose foi aumentando para

todos os genotipos.
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Figura 46. Perfil da hidrolise enzimatica gendtipo BRS508.
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SORGO FORRAGEIRO
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Figura 47. Perfil da hidrolise enzimatica genétipo BRS610.
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Figura 48. Perfil da hidrolise enzimatica gendtipo BD7605.
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Ao final do processo (72 horas), o desempenho da enzima obteve uma
concentracéo de glicose para BRS508, BRS610 e BD7605 de 41,94q/L; 44,75 g/L e

30,57 g/L, respectivamente.

4.7 Fermentacgao hidrolisado enzimatico

Para melhor compreensdo dos fatos ocorridos durante a realizacdo dos
ensaios, objetivando avaliar a acdo da hidrolise enzimatica em bagaco de sorgo é
importante considerar a via metabdlica de utilizagdo de agucares por leveduras para
a producéao de etanol

A analise da Figura 49 demonstra que o teor de glicose disponivel nos mostos
preparados a partir da hidrélise do bagaco de sorgo foi semelhante para os 3
gendtipos estudados (tempo zero). Apés a inoculagdo com a levedura
Saccharomyces cerevisiae (PE-2) verifica-se que o consumo de glicose ocorreu de
modo imediato e continuo até 24 horas. Para o mosto dos gendtipos BRS508 e
BRS610 o consumo foi praticamente total, confirmando que esta levedura assimila
preferencialmente esta fonte de carbono. Quando se utilizou o gendtipo BD7605
observou-se que cerca de 50¢g/L de glicose ndo foram metabolizadas, sendo
guantificados como acucares residuais.

As possiveis razdes para a menor velocidade de degradacdo dos carboidratos
pode ser ressultante da presenca de inibidores originados nas etapas de pré-
tratamento e hidrélise do material lignocelulésico, uma vez que a PE-2 apresenta
tolerancia a condicdes de estresse térmico, acido e osmético. Outro fato que pode
ter contribuido para esta situacdo € decorrente da ndo disponibilidade de nutrientes
em niveis adequados para que a levedura pudesse realizar as atividades
metabdlicas, comprometendo de certa maneira a eficiéncia e o rendimento do

processo fermentativo.
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Figura 49. Desdobramento de glicose ao longo do processo fermentativo. Interacéao
entre genodtipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e biomassa
(BD7605) e tempo de fermentagdo. Letras mindsculas comparam genétipos dentro
de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de

cada genotipo de sorgo.

A celobiose € um dissacarideo composto por duas moléculas de glicose
resultante da hidrélise incompleta da celulose. Avaliando-se o perfil de degradacéo
de celobiose durante o processo fermentativo pela levedura PE-2 (Figura 50),
verifica-se que os teores apresentados diferem entre os genoétipos estudados,
apresentando maiores concentracdes para o forrageiro e o biomassa. Esta fonte de
carbono apresentou uma degradacdo lenta, sendo totalmente consumido até 24
horas para mostos preparados a partir de sorgo biomassa e sacarino.
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Figura 50. Desdobramento de celobiose ao longo do processo fermentativo.
Interacdo entre gendtipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e
biomassa (BD7605) e tempo de fermentacdo. Letras mindsculas comparam
gendtipos dentro de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam
tempos dentro de cada gendtipo de sorgo.

Avaliando-se o perfil de desdobramento da arabinose durante a fermentacéo
(Figura 51), verifica-se que as concentracfes apresentadas para os diferentes
gendtipos variaram de 0,4 a 1,3 g/L, para o tempo zero. Entretanto ndo se observou
um comportamento caracteristico, com variacdes significativas entre os tempos
analisados e os gendtipos estudados. Apds 12 horas de processo observou-se um
incremento para o sacarino e o forrageiro, sendo que até 8 horas de fermentacdo o

biomassa desdobrou todo acucar.
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Figura 51. Desdobramento de arabinose ao longo do processo fermentativo.
Interacdo entre gendtipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e
biomassa (BD7605) e tempo de fermentacdo. Letras minUsculas comparam
gendtipos dentro de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam

tempos dentro de cada genaétipo de sorgo.

O consumo de xilose (Figura 52 e 53) tanto entre os genétipos, como entre o
tempo do processo fermentativo, manteve-se estavel para todos os genétipos, ndo
sendo consumida totalmente. Isso ocorre, pois a levedura PE-2 ndo apresenta

habilidade para desdobrar essa pentose.
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Figura 52. Comparacao entre os gendtipos do consumo de xilose pela levedura PE-
2.
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Figura 53. Comparacéo entre o tempo do consumo de xilose pela levedura PE-2.

4.7.1 Viabilidade Celular

A questéo da utilizacdo do sorgo como matéria-prima complementar a cana-

de-acucar para producdo de etanol, em inicio de safra, prescede de informacdes,
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especialmente considerando-se o substrato para a multiplicagcdo do fermento e
manutencdo do processo fermentativo ao longo do periodo (FREITA, 2013). Sob
esta Otica deve-se considerar a viabilidade das células de leveduras, sua
permanéncia no ambiente fermentador através dos brotamentos e da viabilidade dos
brotos formados.

A viabilidade celular da levedura PE-2 foi superior a 91%. Freita (2013)
estudando a fermentacdo do caldo de sorgo sacarino com diferentes leveduras
observou que no pé-de-cuba a média de viabilidade celular para levedura PE-2 foi
de 76,2%, enquanto Masson (2013) quando se empregou a levedura PE-2 em
fermentacdes de caldo de sorgo sacarino, observou valores de viabilidade celular do
pé-de-cuba em torno de 80%. Desta forma, comparando a viabilidade celular com
esses autores que utilizaram caldo de sorgo para producdo de etanol de 1G, pode-
se observar que em licor concentrado do hidrolisado enzimético a levedura teve uma
Otima adapatacdo. Verificou-se uma pequena reducéo da viabilidade das células a
partir de 12 horas de fermentacdo, o que pode ter ocorrido em funcdo do
esgotamento do meio. Entretanto, essa reducao néo prejudicou o processo, uma vez

que durante toda a fermentagdo manteve-se acima de 80% (Figura 54).
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Figura 54. Viabilidade celular. Interacdo entre gendtipos de sorgo sacarino
(BRS508), forrageiro (BRS610) e energia (BD7605) e tempo de fermentacao. Letras
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mindsculas comparam tempos de fermentacdo. Letras minldsculas comparam
gendtipos dentro de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam
tempos dentro de cada genadtipo de sorgo.

Para o brotamente (Figura 55), constatou que nas primeiras horas até 4horas
do processo fermentativo foi maior para os genotipos BRS610 e BD7605, enquanto
0 BRS508 apresentava pequena concentra¢cdo no incio, entretanto apresentou-se
maior a partir das 4 horas. A partir de 8 horas de fermentacdo ocorreu uma reducao
para ambos 0s genotipos.

Analisando a viabilidade de brotos entre os tempos de fermentacdo (Figura
56), O indice de brotamento das leveduras permaneceu baixo a partir de 12 horas
durante todo o processo. Ja entre os genotipos (Figura 57) o BRS508 obteve um

indice maior comparado com o0 BRS610 e o0 BD7605.
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Figura 55. Brotamento. Interacdo entre gendtipos de sorgo sacarino (BRS508),
forrageiro (BRS610) e energia (BD7605) e tempo de fermentacdo. Letras minusculas
comparam genétipos dentro de cada tempo de fermentagdo. Letras mailsculas

comparam tempos dentro de cada genétipo de sorgo.
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Figura 56. indice de viabilidade de brotos da levedura PE-2 durante o periodo de
24hs, em mosto hidrolisado enziméatico de bagaco de sorgo.
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Figura 57. indice de viabilidade de brotos da levedura PE-2 entre os genétipos de

sorgo, em mosto hidrolisado enzimatico de bagaco.

Analisando-se os resultados obtidos para os indices de viabilidade celular,
viabilidade de brotos e brotamentos pode-se inferir que 0 comportamento fisiolégico

das leveduras nas fermentacfes foi adequado, ndo havendo quaisquer evidéncias
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de interferéncias negativas quando se utilizou caldo de sorgo sacarino no preparo do
mosto destinado ao processo fermentativo para produgéo de etanol.

4.7.2 Producao de Etanol e subprodutos

A producéo de etanol neste estudo foi positiva para todos os genétipos, sendo
crescente a partir de 12 horas de fermentacdo (Figura 58), com maior intensidade
para o genoétipo BRS508 e BRS610 que produziram 32 g/L e 42 g/L, com 12 horas
de fermentacao, respectivamente. Ao final de 24 horas obtiveram-se produtividade
de 11,83 g etanol/Kg bagaco M.S. (BRS508, sacarino), 12,28 g etanol/kg bagaco
M.S. (BRS610, forrageiro) e 7,79 g etanol/kg bagaco M.S. (BD7605, biomassa) de

etanol.
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Figura 58. Producéao de Etanol ao longo do processo fermentativo. Interacdo entre
genotipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e energia (BD7605) e
tempo de fermentacdo. Letras minUsculas comparam genoétipos dentro de cada
tempo de fermentagcdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de cada

genatipo de sorgo.
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Os principais acidos encontrados na fermentacdo alcoodlica sdo o succinico,
acético e latico. O acido aceético (Figura 59) € um produto formado em pequenas
guantidades, enquanto o acido latico € o principal metabdlito produzido pelas
bactérias laticas. As presencas de acidos organicos, como 0 acético e latico,
resultam em um aumento no consumo de ATP pela levedura. Nessas condic¢des,
parte do ATP que seria utilizado para crescimento ou fermentagcédo € desviado para
manutencao de seu pH interno (NARENDRANATH et al., 2001).

DMS GENOTIPOS =0,3936
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Figura 59. Producédo de Acido Acético ao longo do processo fermentativo. Interagéo
entre genotipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e energia
(BD7605) e tempo de fermentacdo. Letras minusculas comparam genétipos dentro
de cada tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de

cada genotipo de sorgo.

Os maiores teores de glicerol (Figura 60) ocorreram nas 12 horas da
fermentacdo de mosto para o genotipo BRS610 com 13,51g/L. Ao final do processo
ambos 0s genotipos BRS508, BRS610 e BD7605 produziram 13,81g/L, 13,48 e
9,68g/L, respectivamente. O glicerol € um composto secundario que se forma na
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mesma via do etanol e € inversamente proporcional & sua producao, portanto o ideal

de uma fermentacdo € a menor producao possivel de glicerol (AMORIM et al., 1996).
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Figura 60. Producao de Glicerol ao longo do processo fermentativo. Interacédo entre
gendtipos de sorgo sacarino (BRS508), forrageiro (BRS610) e energia (BD7605) e
tempo de fermentacdo. Letras minusculas comparam genétipos dentro de cada
tempo de fermentacdo. Letras mailsculas comparam tempos dentro de cada

gendtipo de sorgo.

4.8 Produtividade

O resumo dos resultados observados no processo fermentativo de etanol 2G
deste trabalho encontram-se na Tabela 12, juntamente com os resultados de etanol
1G obtidos com o BRS610 por Freita (2013), com o BRS 508 por Silva (2014) e
valores estimados para o BD7605 em funcéo dos resultados qualiquantitativos
obtidos por Bolonhezi et al. (2015).

Os 3 genatipos estudados apresentaram produtividades elevadas e similares
de massa verde, sendo que de um modo geral valores da ordem de 40-45, 50-60, e
50-60 t.ha™ respectivamente para sorgos sacarinos, forrageiros e biomassa, s4o

considerados valores mais proximos dos encontrados em areas comerciais. Os



119

valores empregados na Tabela 12, caracterizariam um patamar de excelente
produtividade para os materiais estudados.

A producdo de bagaco seco foi cerca de 1/3 maior no sorgo biomassa,
enquanto que a quantidade de caldo foi de 1/4 maior nos sacarino e forrageiro. Os
teores de acgucares totais foram 75% maiores no sorgo sacarino e 50% maiores no
sorgo forrageiro em relagéo ao biomassa. Em fungéo disso a produgao de etanol 1G
foi ao redor de 4000 L.ha’ para o sorgo sacarino, sendo que o forrageiro atingiu
70% deste valor e o biomassa cerca de 40%.

Os rendimentos observados para a produgcdo de etanol 2G na presente
pesquisa por quilograma de matéria seca de bagaco utilizado foi de 59,38 g de
etanol para o sorgo sacarino, sendo 25% menor no forrageiro e 60% menor no
biomassa. Desse modo, a producado por area foi de 1301,48; 964,82 e 895,52 L de
etanol 2G.

Somando-se o etanol 1G mais 2G, chega-se a 5254,28; 3787,92 e 2461,52
L.ha™ respectivamente para o BRS508, BRS610 e BD7605. Se considerarmos as
produtividades médias obtidas em areas comerciais, teriamos a producao de 3005,5;
2730,5 e 1842,0 L.ha', respectivamente para o BRS508, BRS610 e BD7605,
denotando que o sorgo sacarino desponta em funcdo da produtividade mas
principalmente pela qualidade da matéria prima, em termos de aguUcares
fermentesciveis presentes no caldo (que apresentou rendimento de 81,8 L etanol por
L de caldo) como também do bagaco (rendimento de 75,23 L etanol por kg de
bagaco seco).

Considerando-se a producéo total de etanol e a produtividade de massa
verde, tem-se gque o rendimento de etanol foi de 70,7; 49,6 e 33,5 L por tonelada de
massa verde processada para 1G + 2G, respectivamente para 0S sorgos sacarino,
forrageiro e biomassa.

Almodares e Hadi (2009) relataram o potencial de producéo de 3000 L/ha de
etanol 1G, utilizando sorgo sacarino. Ratnavathi et al. (2010), obtiveram valores de
1570 L/ha com a variedade Wray, e até 4500 L/ha com a variedade SSV 84.
Producao de 720,20 L/ha, com a cultivar Thor, e até 1051,53 L/ha com o cultivar
Della, foram obtidos por Davila-Gomez et al. (2011). Freita (2013) trabalhando com 2
genotipos de sorgo sacarino (CVSW80007 e CVWS80147) e um forrageiro
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(BRS610), obteve de 996,3 a 1.530,0 L/ha de etanol de primeira geracdo, para
colmos sem folhas e com folhas, dos trés genétipos, aos 135 d.a.s., em um ano em
que a produtividade foi significaivamente influenciada pelo clima. Quanto ao
rendimento fermentativo, Silva (2014) observou-se valores de 74 L/ha de etanol de
primeira geracdo para o genoétipo BRS508. Resultados inferiores foram observados
por Masson (2013) que utilizando sorgo sacarino obteve producdo média de
bioetanol de 40,99 L/t e 1865,62 L/ha. Avaliando algumas variedades de sorgo
sacarino e hibridos com capim Sud&o durante 3 anos, Jovér (2014) obteve uma
producdo media de 2425 a 4043 I/ha a partir do caldo.

Maw et al. (2016) avaliaram durante 3 anos o comportamento do sorgo
sacarino em resposta & adubacdo nitrogenada, e observaram que na dose de N
otimizada, o sorgo sacarino produziu 16,8 t/ha de MS de bagaco, cerca de 9100 L/ha
de caldo, com potencial de produzir 7488 L de etanol/ha. Barcelos (2012) calculou
valores de 85 L/t de caldo de etanol 1G, 247 L/t de bagaco de etanol 2G, mais 28,5
L/t de grdos de etanol 1G, totalizando 13.600 L/ha, dos quais 7410 de etanol 2G. Li
et al. (2013) obtiveram a partir de sorgo sacarino na China um rendimento de etanol
a partir do caldo de 62,7 L/t de MV de colmos e para o material lignocelulésico
conseguiram produzir 29,2 L/t MV de colmos totalizando 91,9 L/t de colmos.

Empregando sorgo forrageiro submetido a pré-tratamento acido, tratamento
enzimatico, com fermentacdo e sacarificacdo simultanea, Dien et al. (2009)
observaram rendimentos da 98,4 a 129,9 g de etanollkg de MS processada.
Concluiram também que a utilizacdo de sorgos forrageiros com menor teor de
lignina beneficia significativamente a eficiéncia de conversdo de matérias
lignoceluldsicas em acucares e etanol.

No Brasil tem-se hoje um cenério de producéo de etanol de 7000 a 8000 L.ha™

a partir de caldo de cana-de-actcar, mais uma potencialidade de 6000 a 7000 L.ha™
processando os residuos lignocelulésicos agroindustriais, perfazendo um total de
13000 a 15000 L.ha™. Considerando o ciclo médio da cultura como de 12 meses,
tem-se uma producéo de 1083,3 a 1250,0 L.ha .mes, um pouco inferior ao obtido
guando se considera este rendimento do sorgo sacarino e, superior ao do forrageiro
e principalmente do biomassa. Deve-se ainda considerar que esta producdo do

sorgo ocorrera no periodo de entressafra e grande parte em areas de renovagado dos
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canaviais, 0 que possibilitard& um uso mais intensivo da terra, verticalizando ainda
mais a producéo.

Desse modo poderiamos ter uma produtividade média de 13000 a 15000
L.ha™ e, se a reforma dos canaviais ocorrer a cada 5 anos, mais 1051,0 L.ha™
provenientes do sorgo sacarino, 0 que equivale a dizer que o aproveitamento
integral da cana mais o plantio so sorgo em areas de reforma no periodo de
entressafra dobrariam a atual producdo de etanol, o que viria a contribuir
sobremaneira para o suprimento das necessidades de combustiveis do pais por

mais 10-15 anos sem a necessidade de ampliacdo das areas de cultivo.

Tabela 12. Produtividade de etanol de primeira e segunda geracao.

GENOTIPOS
ATRIBUTOS BRS508 BRS610 BD7605
PRODUTIVIDADE t/ha
MASSA VERDE 74,3 76,3 73,5
MASSA SECA 24 26,7 41
BAGACO UMIDO 26 25,2 35,36
BAGACO SECO 17,3 16,8 24,9
CALDO 48,3 51,1 38,14
PRODUTIVIDADE DE ETANOL 1G
BRS508 BRS610 BD7605
L/t SORGO 53,2 37 22,53
L/kg CALDO 81,8 55,2 43,44
L/ha 3.952,8 2.823,1 1.656,9
PRODUTIVIDADE DE ETANOL 22 GERACAO
g de etanol.kg™ de bagaco seco
FERMENTACAO C5 47,55 33,05 17,74
FERMENTACAO C6 11,83 12,28 7,79
SOMA 1G + 2G 59,38 45,33 25,53
L/ha 1.301,48 964,82 805,52
TOTAL DE ETANOL 1G + 2G
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L/ha 5.254,28 3.787,92 2.461,52
PRODUTIVIDADE POR MES
CICLO DA CULTURA 105 D.A.S 120 D.A.S 140 D.A.S
L/ha/més 1.501,22 946,98 527,47

4.9 Nutrientes

A disponibilidade de nutrientes para o processo industrial de producéo de
etanol é de extrema relevancia. Ha inimeras informacBes sobre exigéncias de
macro e micronutrientes do mosto a ser fermentado por leveduras, no procedimento
de primeira geracdo. Porém, quando se utiliza residuos ligno-celulésicos, apds os
processos de pré-tratamento e destoxificacdo, que serdo convertidos no etanol de
segunda geracao, nao ha relatos na literatura.

No presente estudo avaliou-se os teores de nutrientes nos bagacos de sorgo
in natura, pré-tratado e apoés hidrolise enzimética.

Quantificou-se o teor de nitrogénio no bagaco do sorgo BRS508 onde se pode
verificar que o teor no bagaco in natura é 93,5% superior ao do bagaco pré-tratado,
e 77% maior que no material ap6s hidrdlise enzimatica. Tal resultado revela um
comportamento de reducéo dos nutrientes contidos no bagaco ao longo do processo
para producdo de etanol de segunda geragédo. Para o teor de nitrogénio presentes
nos bagacos do sorgo BRS610, observou-se o0 mesmo comportamento nas trés
etapas do processo, sendo a reducdo do bagaco in natura para o pré-tratado de
62% e 88% apoOs a hidrélise enziméatica. No BD7605, notou-se uma reducdo do
material pré-tratado de 46,66% em relacdo ao in natura, e no material apos hidrélise
ocorreu incremento de nitrogénio da ordem de 227% em relagdo ao in natura.

Quando se avaliou os trés genotipos (Figura 61), o BRS508 foi 0 que possuia
0 maior teor de nitrogénio e o BD7605 foi o que apresentou menor valor no bagacgo
in natura. O comportamento de decréscimo do nitrogénio quando se realizou o pré-
tratamento ocorreu em todos o0s genotipos bem como, o aumento nos teores do
material apds a hidrélise enzimética. A reducdo observada apds o pré-tratamento
pode ter sido em funcdo de reacgBes quimicas ocorridas entre 0s compostos

nitrogenados presentes no material e o acido sulfurico utilizado nesta fase.
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Figura 61. Resultados médios obtidos para os Teores de Nitrogénio, para os
bagacos dos genotipos: BRS508, BRS610 e BD7605: In natura, Pré-tratado e apés

Hidrélise Enzimatica.

Elevados teores de potassio foram verificados no material in natura do
BRS508, seguido de uma reducdo significativa no pré-tratado da ordem de 92,6%, e
do material apds hidrélise enzimatica (96,6%). Acredita-se que o pré-tratamento
promoveu esta reducéo inicial. De modo semelhante ao BRS508 foi verificado para o
BRS610, houve reducdes grandiosas no bagaco in natura em relagdo ao pré-tratado
e hidrolise enzimética, sendo da ordem de 99,24% e 97,21% respectivamente,
entretanto deve-se ressaltar que ocorreu um aumento de 72,97% de potassio da
etapa de pré-tratamento para o da hidrélise enzimatica. O gendtipo BD7605 teve
comportamento similar ao BRS508, para o qual do bagaco in natura até posterior
hidrolise enzimatica ocorreu consideravel reducao, sendo que ao final do processo
esta foi da ordem de 98,95%.

Analisando o teor de potassio nos genoétipos BRS508, BRS610 e BD7605
(Figura 62), pode-se identificar que o bagac¢o in natura do BD7605 foi o que
apresentou maior teor, porém no pré-tratamento e apos a hidrolise enzimatica todos

0S genotipos tiveram reducdes similares, apresentando teores similares. O maior
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teor inicial de K no BD7605 pode estar relacionado com a maior extragdo deste

nutriente que este tipo de sorgo apresenta, como foi observado por Santos et al.

(2015).
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Figura 62. Resultados médios obtidos para os Teores de Potassio, para os bagacos
dos gendtipos: BRS508, BRS610 e BD7605: In natura, Pré-tratado e apds Hidrolise

Enzimaética.

Os teores de calcio (Figura 63) para os genoétipos estudados apresentaram

comportamento similar de reducao ao longo do processo de producao do etanol 2G.

Maiores valores foram observados para o BD7605 no material in natura. Nota-se que

o calcio ndo sofreu reducdo nas ultimas duas etapas deste processo.
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Figura 63. Resultados médios obtidos para os Teores de Calcio, para os bagacos
dos gendtipos: BRS508, BRS610 e BD7605: In natura, Pré-tratado e apds Hidrolise

Enzimaética.

Os teores de magnésio (Figuras 64 a 66) foram bem superiores no in natura
e, extremamente baixos no pés-hidrolisado, demonstrando que neste nutriente o

pré-tratamento e a hidrolise resultarem em drastica reducéo.



126

Magnésio (mg/Kg) - BRS508

0,4

t

R\

. 22

ONutrientes In natura = Nutrientes Pré-tratado

ONutrientes apods Hidrdlise Enzimatica

Figura 64. Resultados médios obtidos para o Teor de Magnésio, para 0 bagaco do
sorgo BRS508: In natura, Pré-tratado e apds Hidrdlise Enzimatica.
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Figura 65. Resultados médios obtidos para o Teor de Magnésio, para o0 bagago do

sorgo BRS610: In natura, Pré-tratado e ap0s Hidrélise Enzimatica.
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Figura 66. Resultados médios obtidos para o Teor de Magnésio, para o bagaco do

sorgo BD7605: In natura, Pré-tratado e apds Hidrdlise Enzimatica.

Os teores de zinco no material in natura apresentaram maiores valores no
sorgo sacarino (Figura 67) decrescendo para o forrageiro (Figura 68) e para o
biomassa (Figura 69). No material obtido apds a hidrolise enzimatica os teores dos

genétipos foram similares e da ordem de 30 mg.kg™.
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Figura 67. Resultados médios obtidos para o Teor de Zinco, para o bagac¢o do sorgo
sacarino: In natura, Pré-tratado e apds Hidrdlise Enzimatica.
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Figura 68. Resultados médios obtidos para o Teor de Zinco, para o bagaco do sorgo
forrageiro: In natura, Pré-tratado e apds Hidrélise Enzimética.
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Figura 69. Resultados médios obtidos para o Teor de Zinco, para o bagaco do sorgo
biomassa: In natura, Pré-tratado e apds Hidrdlise Enzimatica.

Os microrganismos utilizados na fermentacdo etanolica necessitam de fonte
de carbono elaborada, glicose ou outro acucar, como fonte de energia e de
esqueletos de carbono. A condicdo para desenvolvimento e fermentacdo deve
conter substancias que atendam as suas necessidades nutricionais, fornecendo-
lhes: C, H, N, O, P, K, S, Mg, Fe, Zn, vitaminas, e outros. Assim, as presencas
destes nutrientes em quantidades adequadas e balanceadas interferem no
desempenho e viabilidade das leveduras, e resultam em excelente rendimento
fermentativo. Tais nutrientes devem ser fornecidos pelo material que sera utilizado
para hidrolise enzimatica apds o pré-tratamento, e ou adicionados ao mosto.

Para a geracdo de energia as unidades de producdo sucroalcooleiras do
Brasil empregam a combustdo de bagaco em caldeiras a vapor, porém outras
matérias-primas tém sido pesquisadas, no entanto para que se desenvolva projetos
mais adequados desses equipamentos, faz-se mister o conhecimento das
caracteristicas fisicas e quimicas destes materiais.

De um modo geral, segundo Jenkins et al. (1996), matérias destinados a
combustdo que se originam de plantas herbaceas, tem em sua composi¢do

elementos inorganicos principalmente o potassio, o silicio, o enxofre e o cloro que
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em combinacgdo potencializam a formacgéo de incrustacdes e de depositos fundidos
ou sinterizados nas superficies de transferéncia de calor e nos refratarios das
cavidades das fornalhas, submetidas a transferéncia de calor por radiacao.

A presenca de maiores teores de cinzas (BIZZO et al., 2014) no material
empregado para combustéo resultam em menor poder calorifico e maior desgaste
dos equipamentos, constituindo-se em restricées para seu emprego. Desse modo se
a destinacdo do material obtido apds a hidrélise enzimatica para a geracdo de
energia em caldeiras a vapor, a sua composicdo em minerais deve ser levada em
consideracao para que menores restricoes de seu emprego ocorram.

Carvalho (2015) também quantificou elevados teores de K no sorgo
biomassa, da ordem de duas vezes aos encontrados no bagaco de cana aliado a

elevados teores de cloro (cinco vezes mais), pérem valores 50% menores de silica.

4.9 Poder calorifico dos residuos

O desempenho energético dos bagacos de sorgo in natura, pré-tratado e dos
residuos obtidos apds a etapa de hidrélise enzimética, caracterizados através das
determinacdes do PCS, PCI e PCU encontram-se nas Figuras de 70 a 72.

As analises realizadas de PCS (Figura 70) indicam que os maiores valores no
material in natura foram obtidos para o sorgo biomassa (4279 Kcal.kg™) seguidos
pelo sorgo forrageiro (4248 Kcal.kg™) e sorgo sacarino (4167 Kcal.kg™). O PCS do
sorgo biomassa determinado por Carvalho (2015) foi de 4201 Kcal.kg™, um pouco
menor ao constatado nesta pesquisa, e que pode estar relacionado com o gendtipo
empregado. Este autor afirma ainda que o PCS observado para o sorgo biomassa
foi inferior ao determinado no bagaco de cana e similar aos da palha e folhas de
cana. Castro et al. (2015) observaram valores de PCS de genotipos de sorgo
biomassa de 4411 Kcal.kg™, similares aos determinados nesta pesquisa.

Este comportamento dos genotipos esta relacionada com maior teor de
lignina apresentado pelo sorgo biomassa (Tabela 11), uma vez que este
componente extraido do bagaco de cana apresenta PCS de 5272 a 5363 Kcal kg™
segundo Horst (2013). Diniz et al. (2004) e Paula et al. (2011), consideram também
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que pode estar também relacionada aos maiores teores de celulose, como no caso
do sorgo forrageiro, que sao positivamente correlacionados a maior poder calorifico.

O mesmo comportamento foi observado para o PCI no material pre-tratado
(Figura 71) quando o BD7605, BRS610 e BRS508 apresentava respectivamente
4359; 4429 e 4227 Kcal.kg™.

Desse modo, quando se realizou o pre-tratamento, com a solubilizacao das
hemiceluloses, o residuo apresentou um acrescimo de 1,4 a 4,0% no seu poder
calorifico. Fato semelhante ocorreu quando foi realizado a hidrolise enzimatica
(liberacédo da celulose), cujos residuos finais (Figura 72) apresentaram incremento
da ordem de 6,3 a 8,0% em relacao ao naterial in natura. Desse modo o residuo
final apresentou PCS de 4651; 4516 e 4500 Kcal.kg™, respectivamente para o sorgo
biomassa, forrageiro e sacarino. Conforme se verifica na Tabela 11, ocorreu
aumento proporcional nos teores de lignina de todos os gendétipos estudados, ao
longo do processo de obtencao do etanol 2G, com maior efeito do pre-tratamento, e
gue estdo positivamente correlacionados com os teores de lignina (HORST, 2013) e
ou teores de celulose (DINIZ et al., 2004) presentes nos materiais.

Como observado para o PCS, ocorreu para o PCl e o PCU nas mesmas
condicoes de amostragem (Figuras 70 a 72). Entre o material in natura e o residuo
final apds hidrolise o PCU apresentou um acrescimo de 14 a 18%, resultando em
3953; 3902 e 3811 Kcal.kg™ respectivamente para o sorgo biomassa, forrageiro e
sacarino. Castro et al. (2015) observou PCl de 2845 Kcal.kg™ com umidade do
material de 62%, para os genotipos biomassa estudados.

Face aos resultados obtidos pode-se inferir que o residuo gerado neste
processo de producdo 2G a partir de sorgo, podera ser empregado como fonte de
bioenergia. Deve-se salientar que o teor de agua presente no material observado
logo apoOs sua obtencdo, sem qualquer tratamento de secagem, interferird nos

resultados finais do potencial calorifico do material.
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Gréfico 70. Média geral para o PCS (kcal.kg?) para os genétipos BRS508, BRS610
e BD7605 in natura, pré-tratado e apoés hidrolise enzimatica.
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Gréfico 71. Média geral para PCI (kcal.kg™) para os genétipos BRS508, BRS610 e

BD7605 in natura, pré-tratado e apds hidrolise enzimatica.
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Gréfico 72. Média geral para o PCU (kcal.kg™?) para os genétipos BRS508, BRS610

e BD7605 in natura, pré-tratado e apés hidrolise enzimatica.
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5.0 CONCLUSOES

Considerando-se as condicfes em que os experimentos foram desenvolvidos

e a metodologia empregada, os resultados obtidos permitem concluir que:

> A adequacdo do pré-tratamento com o tempo de 20 minutos, 120°C, 0,5% (v/v)
de H,SO,4, em reator de 40L, possibilitou a remocéo da fragcdo hemiceluldsica de
modo eficiente, produzindo hidrolisado com alta concentracéo de xilose de 97g/L
para o BRS508, 91g/L BRS610 e 81 g/L para o BD7605.

» Para fermentacéo do licor rico em pentoses utilizou-se a levedura LJO3 que foi

identificada como Pichia kudriavzevii.

» P. kudriavzevii foi eficiente em desdobrar as pentoses e hexoses, resultando em
eficiéncia calculada final de etanol de 26,96% (sacarino), 18,95% (forrageiro) e

14,62% (biomassa) apos 72 horas.

» A hidrélise enzimatica foi eficiente possibilitando a fermentacdo com PE-2 por 24
horas, produzindo 11,83; 12,28 e 7,79g etanollkg bagaco m.s., para 0s

genadtipos sacarino, forrageiro e energia, respectivamente;

» Nutrientes como C, H, N, O, P, K, S, Mg, Fe, Zn devem ser fornecidos pelo
material que serd utilizado para hidrolise enzimatica apds o pré-tratamento, e ou

adicionados ao mosto.

» O poder calorifico (PCS, PCI e PCU) dos residuos gerados na producao de
etanol 2G, aumentou com o desenvolvimento do processo, sendo que ao final
apresentaram 3811; 3902 e 3953Kcal.kg™ respectivamente para o0 sorgo

sacarino, forrageiro e biomassa.

» A andlise do processo de producdo de etanol 2G empregado caracterizou que a
conversdo em etanol dos bagacos de sorgo sacarino, sorgo forrageiro e

biomassa, resultaram em rendimento total de 59,38; 45,33 e 25,53 litros de
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etanol.t* de m.s. respectivamente, e producédo de 1.301,48, 964,82 e 805,52

litros de etanol por hectare respectivamente.

» O gendtipo BRS508 (sacarino) foi o que apresentou maior producédo de etanol de
segunda geracdo em comparacdo aos BRS610 (forrageiro) e BD7605
(Biomassa).
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Para prevenir eventuais interferéncias na determinacdo da composicao

quimica do bagaco, faz-se necessario remover materiais ndo-estruturais antes de

tais analises. Este procedimento usa um processo de extracdo em duas etapas para

remover materiais sollveis em 4gua e em uma mistura etanol/cicloexano. Materiais

soliveis em agua podem incluir materiais inorganicos, acucares nao-estruturais,

materiais nitrogenados, entre outros. Materiais inorganicos sollveis em agua podem

vir da prépria biomassa ou quaisquer outros materiais solluveis que estdo associados

a4 biomassa como solo ou fertilizantes. Materiais sollveis em solventes organicos

incluem clorofilas, ceras ou outros componentes minoritarios (NAKASU, 2015).

1) Objetivo

Remocao de materiais sollveis em agua e em cicloexano/etanol a quente.

2) Equipamentos e materiais
e Balanca analitica com precisao de 0,1 mg.
e Balanca de umidade, marca Sartorius, modelo MA35.

e Aparatos para extracdo com Sohxlet:

- Tubos de extragcao de vidro Sohxlet de 85 mL.

- Mantas aquecedoras proéprias para bal6es de fundo redondo de 500 mL.

- Condensadores adequados aos tubos Sohxlet e uma fonte de agua fria.
- Mangueiras de latex.

- Suporte universal.

- Baldes de fundo redondo de 500 mL, junta 24/40.
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- Pedrinhas de porcelana.

- Papéis de filltro cortados em circulos (raio de 9 cm) de porosidade média.

e Cadinhos de vidro de porosidade n°3
e Kitassato.

e Proveta de 500 mL.

e Funil de vidro.

e Dessecador com material dessecante (silica-gel).

3) Reagentes

e Agua destilada.
e Etanol absoluto 92,8°INPE.

e Cicloexano.

4) Procedimento Experimental

4.1) Montaram-se cartuchos de papel de filtro devidamente identificados.

4.2) Pesaram-se cerca de 5 gramas de bagaco previamente moido (e cujo teor de
umidade foi determinado) nos cartuchos. Anotou-se a massa.

4.3) Transferiram-se os cartuchos com bagaco para os tubos de Soxhlet e montou-

se a aparelhagem de extragcdo conforme a Figura 84 abaixo:

Figura 73. Primeira etapa da extracao.
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Transferiram-se 200 mL de etanol e 200 mL de cicloexano para o baldo de fundo
redondo com pedrinhas de porcelana previamente adicionadas. Ajustou-se a
temperatura da manta aquecedora para ocorrerem cerca de 4-5 ciclos de sifonagéo
por hora apds a ocorréncia do primeiro ciclo. Refluxou-se por cerca de oito horas.

4.5) Segunda Etapa da Extracao

Transferiram-se 400 mL de _agua destilada para um novo bal~ao de fundo
redondo com pedrinhas de porcelana previamente adicionadas. Ajustou-se a
temperatura da manta aquecedora para ocorrer cerca de 4 - 5 ciclos de sifonacéo
por hora apds a realizagdo do primeiro ciclo. Refluxou-se por cerca de oito horas.
Repetiu-se esta etapa de extracdo por mais duas vezes.

4.6) Transferiu-se quantitativamente o material extraido dos cartuchos para cadinhos
de vidro previamente secos e tarados.

4.7) Levaram-se os cadinhos para estufa para secarem até massa constante a 105
°C. Transferiram-se os cadinhos da estufa direto para um dessecador. ApGs
resfriados, anotou-se a massa dos cadinhos com preciséao de 0,1 mg.

5) Calculos

Célculo da Massa em Base Seca da amostra (MBS):

(Cartuchoe,m amestra — Cartucho,,.;,) x % Salidos Totais

MBS =
MBS 100

Céalculo do teor de extrativos:
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Apéndice Il

A quantidade de material inorganico no bagaco, tanto estrutural quanto nao
estrutural, pode ser medida como parte da composicéo total. Cinzas estruturais sao
materiais inorganicos que estdo fisicamente ligados & estrutura da biomassa,
enguanto cinzas nao-estruturais sdo materiais inorganicos que podem ser removidos
por lavagem ou extragdo do material. Cinzas n&do-estruturais podem ser resultado de

solo remanescente na biomassa.

1) Objetivo

Determinacdo do teor de cinzas totais (estruturais e nao-estruturais) no

bagaco de sorgo.

2) Equipamentos

e Forno de mufla equipada com um termostato.

e Balanca analitica com precisédo de 0,1 mg.

e Dessecador com agente dessecante (silica gel).

e Cadinhos de porcelana de 50 mL devidamente identificados.

e Balanca de umidade, marca Sartorius, modelo MA35.

3) Procedimento experimental

3.1) Deixaram-se os cadinhos de porcelana na mufla a 575+ 25 °C por um periodo
minimo de quatro horas. Transferir os cadinhos da mufla diretamente para um
dessecador. Pesaram-se os cadinhos apos resfriados.

3.2) Pesaram-se 2,0 g com precisdo de 0,1 mg de bagaco devidamente moido em
um cadinho previamente tarado. Anotaram-se as massas das amostras.
Determinaram-se as umidades do bagacgo de acordo com item 7.

3.3) Agueceram-se as amostras em mufla com a seguinte rampa de temperatura:
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e Temperatura de 105°C por 18 minutos;
e Rampa de 10°C .min™* até 250°C;

e Temperatura de 250°C por 37 minutos;
e Rampa de a 20°C .min" até 575°C;

e Temperatura de 575°C por 200 minutos.

3.4) Retiraram-se os cadinhos da mufla diretamente para um dessecador e

resfriaram-se-os.

Pesaram-se os cadinhos com as cinzas com precisdo de 0,1 mg e anotou-se massa.

4) Célculo do teor de cinzas

M cingas -
YoCinzas = e = 100

m Amostra seca

5) Referéncias Bibliograficas

SLUITER, A.; RUIZ, R.; SCARLATA, C.; SLUITER, J.. TEMPLETON, D.
Determination of Extractives in Biomass, LAP | Laboratory Analytical Procedure,
NREL, 2005.



166

Apéndice Ill- Determinagé&o de lignina

Lignina e carboidratos perfazem a parte majoritaria de amostras de bagaco.
Esses constituintes devem ser quantificados como parte de uma vasta série de
andlises da biomassa.

Carboidratos podem ser estruturais ou nao-estruturais. Carboidratos
estruturais estdo ligados a matriz da biomassa, enquanto carboidratos néo-
estruturais podem ser removidos por etapas de lavagem ou extracdo com solvente.
Lignina € uma macromolécula complexa (NAKASU, 2015). Este procedimento utiliza
uma hidrélise em duas etapas para fracionar a biomassa em formas que sao mais
facilmente quantificaveis. A lignina é fracionada em uma porcdo sollvel e outra
insolavel em &cido mineral. O material insolivel em &cido inclui também cinzas e
proteinas, os quais devem ser levados em conta na analise gravimétrica
(determinacdo de cinzas estruturais). A lignina soltvel em &cido é quantificada por
espectroscopia UV-Vis. Durante a hidrolise, os carboidratos poliméricos sao
hidrolisados a formas monoméricas, as quais sao soluveis no licor de hidrélise. Eles

entdo sdo quantificados por CLAE.

1) Objetivo

Quantificacao de lignina e carboidratos estruturais de bagaco livre de extrativos.

2) Equipamentos e materiais

e Balanca analitica com precisao de 0,1 mg.

e Balanca de umidade, marca Sartorius, modelo MA35.

e Forno de mufla equipado com termostato.

e Banho termostatizado, marca FANEM, modelo 1100, programado a 30+3°C.

e Autoclave programada a 121+3°C.

e |Instalagdo de filtracdo equipada com bomba de vacuo e adaptadores de
vacuo para funis de vidro sinterizado.

e Dessecador contendo agente dessecante (silica gel).
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e Bureta automatica, marca Metrohm, modelo 876 Dosimat Plus.

¢ Dispensor marca Brand, modelo Dispensette.

Espectrometro UV-Vis, marca ThermoScientic, modelo Evolution 300.

. Cromatografo CLAE Agilent, modelo 1260 Infinity com detec¢do por indice de
refracdo. E as seguintes colunas:

- Aminex HPX-87H 300 mm x 1,00 UM 7,8 mm x 9um, Bio-rad com coluna de
guarda Micro-Guard Cation PC H Refill Cartridges Bio-rad.

- C18 - 150 mm x 4,6 mm X 3 mm.

e Tubos de pressdo de vidro, capacidade minima de 90 ml com tampa
rosqueavel de teflon.

e Funis de vidro sinterizado porosidade .N°4.

e Erlenmeyers, 250 mL.

e Kitassatos.

e Micropipetas.

e Cadinhos de porcelana.

e Tubos falcon, 50 mL.

3) Reagentes

e Acido sulfarico 72% m/m (massa especifica 1,6338 g . mL™ a 20°C)

e Carbonato de calcio, reagente grau ACS.

e Solucéo de NaOH 5,0 mol L™.

e Agua destilada, filtrada com filtro de poro de didmetro médio 0,2 pm.

e Padrbées de alta pureza: D-celobiose, D(+)-glicose, D(+)-xilose , D(+)-

arabinose, HMF, furfural e acido acético.
4) Procedimento Experimental

4.1) Preparo das amostras para analise e hidrolise
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4.1.1) Transferiu-se um numero apropriado de cadinhos de porcelana para a mufla a
57525 °C por um periodo minimo de quatro horas. Apés esse periodo, transferiram-
se os cadinhos diretamente para um dessecador. Apos resfriados, tiveram suas
massas determinadas com precisdo de 0,1 mg.

4.1.2) Pesaram-se 300,0+10,0 mg das amostras de bagaco pré-extraido (mbagaco
pré-extraido) em tubos de pressdo tarados. Anotou-se a massa e cada tubo foi
identificado com adesivos. As amostras tiveram teor de umidade determinado em
balanca de umidade. Cada amostra foi analisada em duplicata.

4.1.3) Adicionaram-se 2,00 + 0,01 mL de acido sulfarico 75% a cada tubo de
pressao. Usou-se um bastao de teflon para agitar a mistura por 1 minuto ou até que
a amostra estivesse completamente misturada.

4.1.4) Transferiram-se os tubos de pressdo ao banho termostatizado a 30+3°C e
incubaram-se as amostras por cerca de 60 minutos . Utilizou-se o bastao de teflon
para agitar as amostras a cada 5 a 10 minutos sem que fossem retiradas do banho.
A agitacdo é essencial para garantir que todas as particulas entrem em contato com
0 acido tornando o processo de hidrolise homogéneo.

4.1.5) Apds 60 minutos de hidrolise, os tubos foram removidos do banho térmico. A
solucao final foi diluida para uma concentracdo de 4% (m/m), mediante a adicdo de
84,00+0,04 ml de 4gua deionizada usando uma bureta automética. Os tubos foram
fechados e homogeneizados.

4.1.6) Transferiram-se os tubos para autoclave. As amostras mantiveram-se seladas
por uma hora a 121 °C na autoclave. Depois de finalizado o ciclo da autoclave,
deixou-se o hidrolisado resfriar & temperatura ambiente antes de se abrir 0s tubos.

4.2) Analise da amostra para lignina insoluvel

4.2.1) As solugdes de hidrolise autoclavadas foram filtradas a vacuo através de funis
de vidro sinterizados previamente tarados.

4.2.2) Transferiu-se uma aliquota de aproximadamente 50 mL para um tubo falcon.
Essa amostra sera utilizada na determinagéo da lignina solavel em acido assim
como carboidratos, acidos organicos, furfural e HMF. A determinagdo da lignina

soltvel em acido deve ser feita dentro de seis horas apos a hidrélise.



169

4.2.5) Transferiram-se os funis para uma mufla com a seguinte rampa de

temperatura:

e Temperatura de 105°C por 12 min;

e Rampa de 10°C ' min™ até 250°C;

e Temperatura de 250°C por 30 minutos;
e Rampa de a 20°C - min™ até 575°C;

e Temperatura de 575°C por 180 min.

4.2.6) Retiraram-se os funis cuidadosamente da mufla e estes foram transferidos
para a estufa, sendo mantido por aproximadamente 12 horas. ApGs este periodo, 0s
cadinhos foram transferidos para um dessecador. Ap6s um periodo de 6 horas, 0s
cadinhos tiveram sua massa determinada com precisédo de 0,1 mg.

4.2.7) Célculo da lignina insoluvel

Teor de lignina insolavel para o bagaco in natura:

- - f_"/ - P
S . "Mignina insolivel — Mcinzas /o extrativos
Lignina Insoluvel(%) = ( 2 — -] x |1 - | ——

TMamostra seca pré-extraida 100

Teor de lignina insolivel para as celuligninas:

. . e Mlignina insohivel — Tlcinzas
Lignina Insolivel(%) = ( ) % 100

Mamostra seca pré-extrafda

4.3) Analise da lignina soluvel em acido

4.3.1) No espectrometro UV-Visivel, correu-se um branco de &cido sulfurico 3% em
agua deionizada.
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4.3.2) Utilizando uma aliquota do licor de hidrélise da etapa, a amostra foi diluida, o
quanto necesséario, e teve o pH do meio ajustado para 12. Esta etapa é
imprescindivel para garantir que toda a lignina esteja solubilizada. A absorbancia da

amostra foi determinada a 280 nm.

4.3.3) Célculo da lignina soluvel

Clignina solivel = 4, 187 x 1072 (Ar — App) — 3,279 x 107*

Onde: Cignina solavel - concentracédo de lignina solavel, em g. LY A —
absorbancia da solucdo de lignina junto com os produtos de degradacdo, em 280
nm; App = Clel + c2¢2 - absorbancia dos produtos de degradacéo de agucares em
280 nm (furfural e HMF), cujas concentragOes foram determinadas previamente por
CLAE € ¢l e ¢2 sdo as absortividades molares do furfural e HMF que valem 146,85 e
114,00L gt em™.
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