UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

BIOMASSA DERIVADA DE CANA-DE-ACUCAR E CANA
ENERGIA SUBMETIDAS A HIDROLISE ACIDA E
ENZIMATICA PARA PRODUCAO DE ETANOL

Juliana Pelegrini Roviero

Tecnologa em Biocombustiveis

2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

BIOMASSA DERIVADA DE CANA-DE-ACUCAR E CANA
ENERGIA SUBMETIDAS A HIDROLISE ACIDA E
ENZIMATICA PARA PRODUCAO DE ETANOL

Juliana Pelegrini Roviero
Orientadora: Profa. Dra. Marcia Justino Rossini Mutton
Coorientadora: Dra. Sarita Candida Rabelo

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencéo
do titulo de Doutora em Microbiologia
Agropecuaria.

2017



Roviero, Juliana Pelegrini
R875b Biomassa derivada de cana-de-agUcar e cana energia
submetidas a hidrélise acida e enzimética para producéo de etanol /
Juliana Pelegrini Roviero. — — Jaboticabal, 2017
xxiii, 119 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2017

Orientadora: Marcia Justino Rossini Mutton

Coorientadora: Sarita Candida Rabelo

Banca examinadora: Carlos Eduardo Vaz Rossell, Maria das
Gracas de Almeida Felipe, Sandra Regina Ceccato Antonini, Eleni
Gomes.

Bibliografia

1. Hemicelulose. 2. Xilose. 3. Energia renovavel. I. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 576.8:663.52

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informacéo — Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de
Jaboticabal.



CERTIFICADO DE APROVACAO

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: BIOMASSA DERIVADA DE CANA-DE-ACUCAR E CANA ENERGIA SUBMETIDAS
A HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA PARA PRODUCAO DE ETANOL

AUTORA: JULIANA PELEGRINI ROVIERO
ORIENTADORA: MARCIA JUSTINO ROSSINI MUTTON
COORIENTADORA: SARITA CANDIDA RABELO

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em
MICROBIOLOGIA AGROPECUARIA, pela Comissdo Examinadora:

\Va 7
) QR
Profa. Dra. MARCIA JUSTINO ROSS]N! MUTTON
Departamemo de Tecno]ogla "/ FCAV / UNESP - Jaboticabal

= .4»,/-«,,/(/& > Z P S

e FFD
Pesquisador Dr. CARLOS EDUARDO VAZ ROSSELL
CTBE / Campinas, SP

/

Profa. Dra. MARIA DAS GRACAS DE ALMEIDA FELIPE
Depto de Biotecnolodia / USP / Escola de Engenharia de Lorena,SP

o

ndonor Rl p s QACL«A?VL/«M\A
fa Dra SANDR/{REGINA CECCATO ANTONINI

Departamento ge Tﬁcnologla Agromdustrlal e Socio-Economia Rural do CCA / UFSCar - Araras,SP
/ ‘7’) \,x

Profa. Dra. ELENI GOMES

Departamento de Biologia / UNESP - Campus de Séo José do Rio Preto,SP

Jaboticabal, 03 de fevereiro de 2017.

Facuidade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Prof Paulo Donato Castellane. s/n®, 14884900, Jaboticabal - Sio Paulo
hitp /Awww fcav unesp briposgrad/programas/microfindex phpCNPJ. 48 031 918/0012-87



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

JULIANA PELEGRINI ROVIERO — nasceu aos 25 de Novembro de 1988,
na cidade de Jaboticabal, estado de S&o Paulo. Em Fevereiro de 2008
ingressou no curso de Tecnologia em Biocombustiveis na Faculdade de
Tecnologia de Jaboticabal, recebendo o titulo Tecnologa em
Biocombustiveis em Dezembro de 2010. A partir de 2008 passou a integrar
0 grupo de pesquisas de Processos Biotecnolégicos Aplicados &
Agroindustria do Laboratério de Tecnologia em acucar e alcool,
participando do desenvolvimento diversos projetos. Em marco de 2011
ingressou no curso de mestrado do Programa de PéOs-Graduacdo em
Microbiologia Agropecuaria da FCAV — UNESP obtendo o titulo de mestre
em fevereiro de 2013. A partir de marco deu inicio ao doutorado no
Programa de Pés-graduacdo da FCAV — UNESP obtendo o titulo de
Doutora em Microbiologia Agropecuaria em fevereiro de 2017. Atualmente
é docente na Escola de Ensino médio e técnico Bento Carlos Botelho do

Amaral — Etec na cidade de Guariba, no curso Técnico em acucar e alcool.



‘Havera um momento em que teremos que escolher entre
0 que é facil e o que é certo”

Alvo Dumbledore



A minha familia,
em especial a minha mae Angela,
pela confianca, paciéncia, apoio, vida!

DEDICO

A Profa. Dra. Mércia Justino Rossini Mutton, pelo conhecimento,

oportunidade,
por acreditar em mim.

OFERECO



AGRADECO

Imensamente a Profa. Dra. Marcia Mutton por me acolher em seu
laboratorio. Com certeza todo o conhecimento adquirido através desta
oportunidade, me fizeram ndo s6 uma melhor profissional, mas também
uma pessoa melhor.

Ao Prof. Dr. Miguel Mutton que sempre aparecia com um SorriSo no rosto
para nos passar tranquilidade.

A banca examinadora, pela disponibilidade e pela imensa contribuicao.

A FCAV/UNESP Jaboticabal, principalmente ao curso de pés-graduacio
em Microbiologia Agropecuaria, e a CAPES pela bolsa.

A Usina Santa Adélia pelo material cedido.

Aos motoristas da FCAV/Unesp, sem 0s quais seria muito mais dificil
realizar este trabalho.

Ao CTBE, em nome da Dra. Sarita Candida Rabelo, coorientadora deste
trabalho, que muito colaborou na elaboracédo e no decorrer do experimento.

A Profa. Dra. Maria das Gracas de Almeida Felipe e sua equipe, nas
pessoas do Andrés e Alejandra, que colaboraram para a realizacdo das
analises deste experimento.

Ao pessoal do Lab. TAA: Sérgio, Gustavo, Lidy, Osania, Marcel, Aline,
Nayara, Vitor, Cristhyane, Franciele, Karen, Matheus, Welton, Leticia,
Mara, Graciane pela sincera amizade.

Ao Tiago, que junto com sua familia, foram enviados por Deus para
fazerem parte da minha vida para sempre.

bY

Principalmente agradeco a minha mé&e pela paciéncia, compreenséo,
companheirismo... tudo o que eu fizer nesta vida vai ser para ela e por ela!

Enfim, agradeco a todas as pessoas que passaram em algum momento
pela minha vida, principalmente as que torcem por mim.

OBRIGADA!



Sumario
LISTADE TABELAS ... Xl
LISTA DE FIGURAS ..o XVI
RESUMO . ... et e e e e e s XX
ABSTRACT e e e et e e e e e XXII
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt 24
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 27
2.1 Matérias-primas para producao de etanol.............cccoeeeeeeiiiiiiiiiiinneeenn, 28
A A O g = Tl o [ Vol U o | 30
2.3 Biomassa lignoCelulOSICa .........cccovviiiiiiiiiiii e 31
2.3.1 Bagaco de cana-de-aGUCAr ............uuuuiiieeeeeeeeeiiiiiiieee e e e e eeeeeraane e 32
2.3.2 Palhada de cana-de-aGUCaAr ..............ceeiveeeeiieeeiiiiiee e 34
2.3.3 CaANA BNEIGIA ....cc i e e e eeeeeeee e 35
2.4 Estrutura e ultraestrutura da parede celular vegetal............................. 36
2.4.1 Celulose (hOmMOPOIMEID) .....coeviiiiiiiiiiiie e 36
2.4.2 Hemicelulose (heteropolimero) ..o 37
2.4.3 LIgNINA ..o 39
244 EXITALIVOS ..o oo 40
2.4.5 CINZAS TOLAUS ..o oo 40
2.5 Pré-tratamentoS. .......couuiiiiiiiiiee ettt 41
2.5.1 Pré-tratamento com Acido diluidO.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeen 43

2.5.2 Compostos inibidores da fermentacdo gerados no pré-tratamento... 44
2.6 Leveduras fermentadoras. ..o 45
2.6.1 Rhodotorula glutiniS...........cooiiiiiiiccece e e 46
2.6.2 Metabolismo de glicose, xilose e arabinose para producéo de etanol47
2.7 HIdrolisSe eNZiMALICA ......ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49

2.8 Nutrientes Nna fermentacan ...........ooeeveeeeeeeeeeeeeeeee 49



2.9 Co-geracao de energia eletriCa ...........ceeeieeeeiieeeiiiiiie e 52

2.10 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .......cccovveeiiiiiiiiiiiiiiineeenn, 53
3. MATERIAL E METODOS ......cviitieiecteceeete ettt 54
3.1. Obtencgao da Materia-Prima.........cccuueeeeiieeeeeeiiiieee e 54
3.1.1 Caracteristicas das variedades estudadas.............ccccccevvvvveeeerninnnnn. 54
3.2. Caracterizag8o da materia-prima .........ccceeeeeeiiiiiiiiiieeeee e 55
3.2.1 Determinacao do teor de cinzas totais na biomassa......................... 55
3.2.2 Determinacao dos extrativos na biomassa.........cccovveeeevveeeiiiiiiineeeennn. 56
3.2.3 Determinacao de carboidratos e lignina na biomassa....................... 56
3.3 Condicdes de pré-tratamento.............uuiiiiiieeiiiieiiice e 57
3.4 Concentracao, destoxificacdo e preparo do mosto ..........ccccccvveeeennnn. 58
3.5 Reativacao da leVedura............ccoovviiiiiiiiie e 59
3.6 Conducao da fermentagao ...........cceevuuuiiiiiiieeeeeeeece e 60
3.6.1. Rendimento FErmentativo ..............ueeeiiieeiiiiiiiiieeeeee e 60
3.7 Atividade da enzima e hidrélise enzimatica............ccccceeeeeeviiiiiiiieeennnn. 61
3.7.1 Determinacédo da atividade enziméatica da celulase.......................... 61
3.7.2 HidroliSe €NZIMALICA ......evveeeeeeiiiiiiiiiiiieee e 61
3.7.3 Rendimento da hidrolise enzimatica.............occcvveeieeeieeeiiiiiiiiiieeeee, 62
3.8 Determinacdes de macro € MIiCronULIeNntes ..........cccevveeeeveeeeiieeiineeeeenn. 62
3.9 Poder CalOrfiCO ....oeiiiiiiiieieeee e 63
3.10 Microscopia eletronica de varredura ............coeeuvviiiieeeeeeeeeeiiiiieee e 63
3.11 ANAIISe EStatiStICa ... ..uuvveieiiieeiiiiiiiiiie e 64
4, RESULTADOS E DISCUSSAO.......coooieieeeeeeeeeeeeeeee e e 65
4.1 Caracterizag8o das DIOMASSAS ......uuiiiiieiiiiiiiiiiiie e eeeeees 65
L R [ g T g = (0 T PP PP SPPPPTRPPPI 65
4.1.2 APOS O Pré-tratamento..........ooevvvuiiiiieeeeeeeeeeiiee e eeeanns 66

4.1.3 Apds a hidrélise enziMAtiCa. ..........ceeeeeeiiiiiiiiie e 67



4.2 Analises realizadas N0 liCOr ... 68
4.2.1 Aclcares e produtos de degradacgdo da lignina ...........c.oeeevvvvveeeennn. 68
4.2.2 Avaliagao do licor concentrado............ccoevviveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 70
4.2.3 Resultados da destoxificagcéo do licor e preparo do mosto ............... 70
4.3 Fermentagao do lICOT.........ccoovviiiiiiiiiiiiiiee e 72
4.3.1 Analises de viabilidade celular ............ccccccevvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeee 72
4.3.2 Assimilacdo de agucares na fermentacdo do licor .........cccccevvvvveeennn. 76
4.3.3 Comportamento do acido acético na fermentacao do licor................ 78
4.3.4 Producao de etanol na fermentacao do licor...........ccccevvviiiiiiecinnnnnnn, 79
4.3.5 Analise do rendimento fermentativo ...........cccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 79
4.3.6 Analises do vinho apos a fermentacdo do licor .............ccceeeeiieeeeennnn, 80
4.4 Hidrdlise enzimatica da celulignina .............oooiiiiieiiiiiiiiciii e, 82
4.4.1 Atividade da enzima celulase ..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiii 82
4.4.2 Processo de hidrolise enzimatiCa..........ccoevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 83
4.4.3 Rendimento da hidrélise enzimatica...........ccccccvvvvvviiiiieiiiiiiiiiieeeeeee, 85
4.5 Nutrientes Nas DIOMAaSSAS .......covvvvuiiiiie e e e 86
4.6 Resultados das andlises de poder calorifico das biomassas ............... 95
4.7 Resultados da andlise de microscopia eletrénica de varredura ........... 95

4.7.1 MEV da biomassa (palha) da variedade RB855453 in natura, apos o

pré-tratamento e apds a hidrélise enzimatica ................cccevvvvvvvnnnnnn. 96

4.7.2 MEV da biomassa (palha) da variedade SP87-365 in natura, apds o

pré-tratamento e apds a hidrélise enzimatica ................ccceevvvvvvnnnnn.. 97

4.7.3 MEV da biomassa (palha) da variedade CTC 4 in natura, ap0s o pré-

tratamento e apds a hidrélise enzimatica..........cccooeeeevvveeeiiiiciineeeenn. 98

4.7.4 MEV da biomassa bagaco de cana in natura, ap0s o pré-tratamento

e apos a hidrdlise enziMAtiCa...........cccoeeeeeiiiiiiiiiii e 99

4.7.5 MEV da biomassa cana energia IACBIO 1249 in natura, apds o pré-

tratamento e apds a hidrélise enzimatica...............cceoevvvvviiieneeeennn. 100

Xl



Xl

4.7.6 MEV da biomassa cana energia IACBIO 1230 in natura, apos o pre-
tratamento e apds a hidrélise enzimatica............cccccvvvvrnivnnninnnnnnns 101

5. CONCLUSOES ..o e ettt 103

B. REFERENCIAS ..o e ettt ettt 104



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo e caracteristicas das matérias-primas a serem
utilizadas para producéo de etanol...........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 29
Tabela 2. Tipos de pré-tratamentos utilizados para a deslignificacdo da
oY =T = B o] [ = U 42
Tabela 3. Resultados médios da composicdo obtidos apés o pré
tratamento &cido de Volume de licor, Peso de Celulignina e
10 010 F= Vo [P TURT 58
Tabela 4. Representacdo das condicdes de hidrolise enzimética em
funcdo da umidade de cada amostra. ...........ccccvvveiiieieeeeeeennn, 61
Tabela 5. Caracterizagcdo das biomassas in natura com relacdo as
porcentagens de extrativos, cinzas totais, celulose,
hemicelulose e lignina. ..............ccceiiii i, 65
Tabela 6. Caracterizacdo da biomassas pré-tratadas com relacdo as
porcentagens de cinzas totais, celulose, hemicelulose e
[GNIN@L . 66
Tabela 7. Caracterizacdo das biomassas apés hidrélise enzimatica com
relacdo as porcentagens de cinzas totais, celulose,
hemicelulose e lignina. ............cccooiiiiiiiiiiis 67
Tabela 8. Resultados da composicao média do licor obtido apds o pré-
tratamento com acido diluido com relacdo a glicose, xilose,
arabinose, acido acético e celobiose............ccccceeiii. 68
Tabela 9. Resultados médios de brix, pH e compostos fendlicos no licor
obtido ap6s pré-tratamento com &cido diluido........................ 69
Tabela 10. Resultados médios de composicéo do licor apdés o processo
(o[l oo ] gTel=Tq 1 7= Tox- To AN 70
Tabela 11. Resultados médios de glicose, xilose, arabinose e acido
o To= ] 1 oTo I g To I 410 1] (o TR 71
Tabela 12. Resultados médios de composicdo do mosto apos o
processo de concentragcdo e destoxificacdo do licor com

relacéo ao brix, pH e compostos fenolicos. ...........ccccvvvvvnnnnnes 72

X1l



XV

Tabela 13. Resultados de viabilidade celular, viabilidade de brotos e
brotamentos da fermentacdo do mosto obtido atraves da
concentragéo e destoxificagdo do licor.............ccceeeeeeeeeee. 73

Tabela 14. Resultados médios de brix, pH, acidez total e glicerol no
vinho obtido apds a fermentacéo do licor............ccceeevieeieenenn, 81

Tabela 15. Resultados médios de brix, acidez total e compostos
fendlicos No hidrolisado. ...........cceevvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 84

Tabela 16. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, calcio, ferro, sédio, nitrogénio e fésforo na
palha da variedade RB855453 in natura, ap6s o pré-
tratamento, apdés a hidrélise enzimatica, no licor e no
hidrolisado €NZIMALICO. ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieaees 89

Tabela 17. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, célcio, ferro, sodio, nitrogénio e fésforo na
palha da variedade SP87-365 in natura, apés o pré-
tratamento, apos a hidrolise enzimatica, no licor e no
hidrolisado eNZIMALICO. ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiaees 90

Tabela 18. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, célcio, ferro, sodio, nitrogénio e fésforo na
palha da variedade CTC 4 in natura, ap0s 0 pré-tratamento,
apos a hidrolise enzimética, no licor e no hidrolisado
ENZIMALICO. ..ooeeeeeeee e 91

Tabela 19. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, calcio, ferro, sédio, nitrogénio e fésforo no
bagaco in natura, apés o pré-tratamento, apos a hidrélise
enzimatica, no licor e no hidrolisado enzimético. .................... 92

Tabela 20. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, calcio, ferro, sédio, nitrogénio e fésforo no
clone de cana energia IACBIO 1249 in natura, ap0s o pré-
tratamento, apds a hidrolise enzimética, no licor e no
hidrolisado eNZIMALICO. ..........ceevvuviiiiie e 93

Tabela 21. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre,
zinco, manganés, calcio, ferro, sédio, nitrogénio e fésforo no

clone de cana energia IACBIO 1230 in natura, ap0s o pré-



tratamento, apos a hidrolise enzimatica, no licor e no

hidrolisado @NZIMALICO. .....c.nveeeee e 94

XV



XVI

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema simplificado das fibras de materiais lignoceluldsicos

(LEE 1997). ceetiiiiieie ettt ettt a e e e 32
Figura 2. Quebra das ligagdes (-1,4 glicosidicas da celulose e obtengéo

da glicose (GRASEL et al, 2017)......ccoveuiiiiiiieeeieeeeeeiieee e 37
Figura 3. Estruturas dos monossacarideos que formam as hemiceluloses

(FENGEL e WEGENER, 1989). ......c.cutiiiiiiieeeeeiiiiicceee e 38
Figura 4. Estrutura esquematica da lignina (KIRK e FARRELL, 1987). ........... 39
Figura 5. Produtos de degradacédo da celulose, hemicelulose e lignina

(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000)......cccceieeiiiiiiiiiiiineeeeenn 44
Figura 6. Fluxograma da via de obtencao de xilitol e etanol a partir de

xilose (JACKSON e NICOLSON, 2002). ......cccvvvriieeeeeeiiiiiiinenneeens 48

Figura 7. Processo de destoxificagdo do hidrolisado da fracao
hemicelulésica do material (A- Adicdo de CaO e
Centrifugacéo, B- Adicdo de &cido fosforico e Centrifugacéo,

C- Adicao de carvao ativado e filtracao)............ccccevvvvvieiieieeneennnns 59

Figura 8. Metalizacdo das amostras com ouro paladio através do
equipamento DESK Il - DENTON VACUM (A). Visualizagdo
microscopica das amostras através do equipamento JOEL-
JSMBAL0 (B). cuevveiiiiieeeeeeeeiiiiitiee e e e e e e e e e a e e e e e e e 64

Figura 9. Resultado do desdobramento de brotamentos ao longo da
fermentacao do licor. Letras mailsculas para mostos DMS =
15,82; Letras minusculas para tempos de amostragem DMS
T 05,20, it e a e e e e e e 74

Figura 10. Resultado do desdobramento de brotamentos ao longo da
fermentacao do licor. Letras maiusculas para mostos DMS =
8,92; Letras minusculas para tempos de amostragem DMS =
0,02, e e e e e e e e 75

Figura 11. Resultado do desdobramento de Viabilidade de Brotos ao
longo da fermentacdo do licor. Letras maiusculas para
mostos DMS = 30,94; Letras minusculas para tempos de
amostragem DMS = 31,50. .....cccoiiiiiiiiiiiiicie e 76


file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448295
file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448295
file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448297
file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448297
file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448297
file:///C:/Users/Juliana/Documents/DOUTORADO/1%20-%20TESE/Tese%20corrigida.docx%23_Toc475448297

Figura 12.

Representacdo da assimilacdo média de glicose de quatro

materiais ao longo de 32 horas de fermentacao. ......................

Figura 13. Representacdo da assimilacdo médio de xilose de quatro

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

materiais ao longo de 32 horas de fermentacao. ......................

Representacdo da producdo média de acido acético ao longo

de 32 horas de fermentagan.............cceeeeeeeeee e

Representacdo da producdo média de etanol ao longo de 32

horas de fermentacao. ...........ccccceeiiieeeiieeeee e

Resultados do calculo de rendimento da fermentacéao do licor

(%) das biomassas estudadas. ............cccccuumimiiiiiiiiiiii,

Representacédo grafica dos resultados médios de obtencao de

glicose ao longo de 72 horas de hidrélise enzimatica. ...............

Resultados do céalculo de Rendimento da hidrélise enziméatica

(%) para as biomassas estudadas. ...........ccccceumiiiiiiiiiiiiiiii,

Poder calorifico superior e inferior (Kcal/Kg) das biomassas

estudadas in natura, apds o pré-tratamento e apds a

NIdroliSe ENZIMALICA. . .cneeeee e e

Andlise de microscopia eletrdnica de varredura RB855453

(palha) in natura (A — aumento de 150x; B — aumento

(101003 TP

Andlise de microscopia eletrdnica de varredura RB855453
(palha) pré-tratada (A — aumento de 150x; B — aumento

(101003 TP

Andlise de microscopia eletrbnica de varredura RB855453

(palha) apos hidrélise enzimatica (A — aumento de 50x; B —

AUMENTO L000X). 1oiiieeeeeeeeeeeee e

Andlise de microscopia eletrbnica de varredura SP87-365

(palha) in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).....

Andlise de microscopia eletrbnica de varredura SP87-365

(palha) pré-tratada (A — aumento de 50x; B — aumento

(101010319 VTP

XVII

e 16

v 17

e 19

... 80
Representacao gréfica da atividade da enzima celuclast 1.5L.....

.. 83

...85

.. 95

... 96

... 96

... 96

.97

.97



XVIII

Figura 26. Analise de microscopia eletrénica de varredura SP87-365

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

(palha) apos hidrolise enzimética (A — aumento de 50x; B —
AUMENTO L1000X). ©evuuuiieeeeeiiiiiiiiiieee e e e e eeeeeirire e e e e e e e eeeesrnnna e e eeeeeeeenes 97
Andlise de microscopia eletronica de varredura CTC 4 (palha)

in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000X). ................... 98
Andlise de microscopia eletrénica de varredura CTC 4 (palha)
pré-tratada (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x). ............... 98
Andlise de microscopia eletronica de varredura CTC 4 (palha)

apos hidrolise enziméatica (A — aumento de 50x; B — aumento
(0100 PR PO 98
Andlise de microscopia eletrénica de varredura bagaco de

cana da in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x). ..... 99
Andlise de microscopia eletrénica de varredura bagaco de

cana pré-tratado (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x)........ 99
Andlise de microscopia eletrénica de varredura bagaco de

cana apos hidrélise enzimatica (A — aumento de 50x; B —
AUMENTO 1000X). ©uvuuuiiieeeieieieiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennns 99

Figura 33. Analise de microscopia eletrénica de varredura IACBIO 1249

(cana energia) in natura (A — aumento de 50x; B — aumento
100100 PO OO P PRRPR 100

Figura 34. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura IACBIO 1249

Figura 35

Figura 36

Figura 37

(cana energia) pré-tratada (A — aumento de 50x; B —

AUMENTO L000X). oiieeeeeeeee e 100
. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura IACBIO 1249

(cana energia) apds hidrdlise enzimatica (A — aumento de

50x; B —aumento 1000X). ......uuiiieeeeerieeeiiiiineeeeeeeeeeininnnneeeeeeeeennn 100
. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura IACBIO 1230

(cana energia) in natura (A — aumento de 50x; B — aumento

100100 OSSO PPRRRR 101
. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura IACBIO 1230

(cana energia) pré-tratada (A — aumento de 50x; B —

AUMENTO L000X). 1oiieeeeeeeeeeee e 101



XIX

Figura 38. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura IACBIO 1230
(cana energia) pré-tratada (A — aumento de 50x; B —
AUMENTO L1000X). ..vuuiieeeeeiieiiiiiiiaee e e e eeeeeeiiia s e e e e e e eeeeenenn e e eeeeeeeane 101



XX

BIOMASSA DERIVADA DE CANA-DE-ACUCAR E CANA ENERGIA
SUBMETIDAS A HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA PARA PRODUCAO DE
ETANOL

RESUMO - A produgéo de etanol no Brasil € desenvolvida principalmente
através do caldo e melago de cana-de-acucar. Considerando-se o aumento da
demanda por combustiveis, a biomassa lignocelulésica surge como alternativa
pois € o recurso bioldgico renovavel mais abundante da terra. A producao de
cana-de-agUcar gera diversos residuos, como a palhada, deixada no campo
apos a colheita mecanizada, e o bagaco, que é separado do caldo na operacao
de moagem dos colmos de cana, e atualmente existem programas de
melhoramento genético que visam o desenvolvimento de variedades com altos
teores de lignina, para o uso na geracdo de energia elétrica. Essa biomassa
lignocelulésica é composta por cerca de 70% de polimeros de agucar, materiais
gue tém grande potencial para a producdo de etanol. Este estudo foi realizado
objetivando o uso da palhada, bagaco e clones de cana energia, através de
pré-tratamento e hidrélise, avaliando seus potenciais para a producao de
etanol. Utilizou-se 6 amostras de biomassa: a palhada de trés variedades de
cana-de-acucar, coletadas em épocas diferentes; bagaco de cana; e dois
clones de cana energia. Estes materiais foram caracterizados com relacdo a
composicado de celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas e, logo apés,
passaram por pré-tratamento acido, do qual foi obtido um licor, que foi
concentrado e destoxificado, para o0 uso no processo fermentativo. Utilizou-se a
estirpe de levedura Rhodotorula glutinis que apresenta habilidade de assimilar
xilose. Foram realizadas fermentacOes, em trés repeticbes, avaliando-se a
viabilidade celular, viabilidade de brotos e brotamentos das células. Avaliou-se
também o consumo de xilose e produgdo de etanol. Foram analisadas
guantidade de nutrientes minerais em todas as etapas desta pesquisa. Foi
realizada a hidrélise enzimatica da celulignina e avaliado a composicédo do
hidrolisado. Das biomassas secas, foram realizadas analises de microscopia
eletrbnica de varredura e poder calorifico inferior e superior. Observou-se que a
palhada, bagaco de cana-de-aclUcar e os clones de cana energia apresentam
caracteristicas diferentes com relagdo a sua composicdo e apds 0 preé-

tratamento, ha reducdo em torno de 90% nos teores de hemicelulose. A
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viabilidade celular, brotamentos e viabilidade de brotos tiveram uma reducéo,
em relacdo a viabilidade do in6culo, de cerca de 40%, o que pode ter sido
afetado por compostos contaminantes produzidos durante o pré-tratamento
acido. O processo fermentativo também foi influenciado negativamente sendo o
rendimento da fermentacdo da xilose em torno de 20% para cana energia € 0
menor resultado observado a partir do bagaco de cana (em torno de 4%),
indicando a possibilidade da producdo de maiores quantidades de Etanol. Na
hidrolise enzimatica, foram liberadas quantidades de glicose sendo os maiores
rendimentos para a palhada das trés diferentes variedades de cana, em torno
de 30%. Os nutrientes reduziram significativamente das biomassas in natura,
para a biomassa pré-tratada. Parte dos nutrientes foram solubilizados no pré-
tratamento, o que pode ser observado na analise do licor. O hidrolisado
apresentou quantidade reduzida de nutrientes, indicando que para uma
fermentacao eficiente é necessario que haja suplementacdo de acucares e
nutrientes. Houve aumento em torno de 500 a 1000kcal/Kg para os tratamentos
com relacdo ao poder calorifico dos materiais in natura para os materiais apos
a hidrolise enzimatica.

Palavras chave: Hemicelulose, Xilose, Energia renovavel.
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BIOMASS DERIVED FROM SUGARCANE AND CANE ENERGY
SUBMITTED TO ACID AND ENZYMATIC HYDROLYSIS FOR ETHANOL
PRODUCTION

ABSTRACT - Ethanol production in Brazil is mainly developed through
sugarcane juice and molasses. Considering the increased demand for fuels,
lignocellulosic biomass appears as an alternative because it is the most
abundant renewable biological resource on earth. Sugar cane production
generates various residues, such as straw, left in the field after mechanized
harvesting, and bagasse, which is separated from the broth in the milling
operation of sugarcane fields, and there are currently breeding programs that
Aim at the development of varieties with high lignin contents, for use in the
generation of electric energy. This lignocellulosic biomass is composed of about
70% of sugar polymers, which materials have great potential for the production
of ethanol. This study was carried out with the objective of using straw, bagasse
and sugar cane clones, through pre-treatment and hydrolysis, evaluating its
potential for ethanol production. Six biomass samples were used: the straw of
three sugarcane varieties, collected at different times; sugarcane bagasse; And
two sugar cane clones. These materials were characterized with respect to the
composition of cellulose, hemicellulose, lignin, extractives and ashes and,
thereafter, underwent acid pretreatment, from which a liquor was obtained,
which was concentrated and detoxified, for use in the fermentation process. The
yeast strain Rhodotorula glutinis was used which has the ability to assimilate
xylose. Fermentations were performed in three replicates, evaluating the cell
viability, viability of shoots and shoots of the cells. The consumption of xylose
and ethanol production were also evaluated. The amount of mineral nutrients at
all stages of this research was analyzed. The enzymatic hydrolysis of cellulignin
was performed and the composition of the hydrolyzate was evaluated. From the
dried biomass, analyzes of scanning electron microscopy and lower and upper
calorific power were performed. It was observed that straw, sugarcane bagasse
and sugar cane clones have different characteristics in relation to their
composition and after pretreatment, there is a reduction of about 90% in
hemicellulose contents. Cell viability, sprouts and viability of shoots had a
reduction in inoculum viability of about 40%, which may have been affected by

contaminant compounds produced during acid pretreatment. The fermentation
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process was also negatively influenced by the yield of the xylose fermentation
around 20% for cane energy and the lowest result observed from the sugarcane
bagasse (around 4%), indicating the possibility of producing larger amounts of
Ethanol. In the enzymatic hydrolysis, amounts of glucose were released, being
the highest yields for the straw of the three different sugarcane varieties, around
30%. The nutrients reduced significantly of the in natura biomasses, for the
pretreated biomass. Some of the nutrients were solubilized in the pretreatment,
which can be observed in the analysis of the liquor. The hydrolyzate presented
reduced amount of nutrients, indicating that for an efficient fermentation it is
necessary to have sugars and nutrients supplementation. There was an
increase of about 500 to 1000 kcal/kg for the treatments with respect to the
calorific value of the in natura materials for the materials after the enzymatic
hydrolysis.

Key words: Hemicellulose, Xylose, Renewable energy.
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1. INTRODUCAO

Dentre as fontes de energia conhecidas, o etanol destaca-se como
energia renovavel, reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa no
ambiente através da absor¢do do CO2 atmosférico que ocorre durante a
producdo da biomassa no campo.

Na colheita e processamento industrial da cana-de-aclcar para a
fabricacdo de acucar e etanol, diversos residuos sdo gerados, como por
exemplo o bagaco e a palhada. Antes vistos como problema para as
industrias, agora sao tratados como co-produtos, podendo ser utilizados na
otimizacao do processo de producéo.

O bagaco de cana-de-acucar in natura é definido como residuo dos
colmos da cana-de-acucar, resultado da extracdo maxima do conteudo
celular rico em acuUcares solUveis. Atualmente é queimado em caldeiras
gerando energia, muitas vezes, em quantidade maior que a necessaria na
usina, sendo entdo passivel de comercializacdo. Além disso, esta € a
matéria-prima mais comum utilizada em pesquisas de etanol de segunda
geracdo, devido a grande quantidade e facil disponibilidade.

As pontas e palhas (folhas verdes e secas) sao materiais residuais
resultantes do sistema de colheita “Cana Crua” (sem queima) ou
mecanizada. Estudos referentes ao aproveitamento da ponta e palha
comecaram a ter destaque recentemente, junto ao aumento do sistema de
colheita mecanizada que deixa no campo cerca de 10 a 20 ton/ha? de
palhada no campo (ALONSO et al., 2010).

Sobre o aproveitamento da palhada sdo apresentadas discussfes
guanto aos efeitos benéficos e prejudiciais desta biomassa ao ser deixada
no campo (MUNOZ e QUINTERO, 2009); a forma de sua utilizacdo na
cogeracao de energia, uma vez que esta apresenta composi¢cdo e tamanho
heterogéneo (em comparacdo ao bagaco), alta presenca de cinzas e
matérias contaminantes do solo (ALONSO et al.,, 2010). E, além destes
guestionamentos, a possibilidade de utilizacdo em processos de hidrélise e
conversao microbiana (SALCEDO et al., 2011; SILVA, 2009).
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Alguns programas de melhoramento genético visam a producdo de
fibra, através de variedades de cana-de-agucar mais rusticas, a este tipo de
biomassa, se d4& o nome de cana energia. Sua producdo apresenta
menores exigéncias em solos, clima, agua e nutrientes e com resisténcia
ao ataque de pragas e doencas, 0 que pode produzir mais energia, com
menores gastos em producéo resultando em mais energia produzida pela
unidade de energia gasta (OKUNO, 2016).

A biomassa resultante do processamento de culturas agroindustriais e
as matérias-primas energeéticas, podem ser consideradas 0s recursos
biolégicos renovaveis mais abundante da Terra, as quais podem ser
utilizadas para a producéo de etanol.

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas para o aproveitamento
integral da biomassa vegetal na producdo de biocombustiveis, energia
renovavel e produtos quimicos que agreguem valor a matéria-prima
(RABELO et al., 2011).

A composicdo da biomassa vegetal é muito variavel: celulose (35 —
50%), hemicelulose (20 — 35%) e lignina (10— 25%), dos quais a
hemicelulose, e particularmente a glucoronoarabinoxilana (predominante
na cana-de-agucar), tem sido indicada como o polimero de maior facilidade
de degradacédo por sua estrutura amorfa (SAHA, 2003).

Este material pode ser utilizado na producdo do etanol de segunda
geracdo, Ccujo processo consiste, primeiramente, no pré-tratamento da
matéria-prima, disponibilizando os aclcares constituintes de suas fracdes
celulésicas e hemiceluldsicas representados principalmente pela glicose e
xilose respectivamente.

Realiza-se entdo a hidrolise (acida/ enzimatica), seguida da
destoxificacdo da fracdo hidrolisada para reducdo do teor de inibidores
provenientes da etapa de hidrélise. A utilizacdo de licores provenientes da
guebra da hemicelulose, no processo fermentativo, requer a disponibilidade
de microrganismos fermentadores de pentoses, em particular a xilose que
se apresenta em maior quantidade nesta fracéo.

O desempenho da fermentacdo depende de varios fatores como a
composicdo e condicdo do meio em que estd inserida, quantidade de

nutrientes no caldo e a atuacédo das leveduras, estes sdo essenciais para



26

0S processos metabdlicos, pois, qualquer contaminante que compete pelos
nutrientes, interfere de maneira negativa, ocasionando menor eficiéncia e
menor rendimento alcodlico.

Neste contexto deve-se destacar que a realizacdo de estudos que
contribuam para o desenvolvimento e/ou consolidacdo do emprego de
residuos agroindustriais na producdo de biocombustiveis, tem relevada
importancia para o desenvolvimento econémico e sustentavel do planeta.

O presente estudo objetivou o0 uso de bagaco de cana, palhada e
cana energia na producédo de etanol de segunda geracdo a partir de pré-
tratamento &cido, destoxificacdo e fermentacdo do licor utilizando-se
leveduras fermentadoras de pentoses, além da hidrélise enzimatica.
Avaliou-se a composicdo do licor e do hidrolisado com relacdo aos
acucares e nutrientes, além da analise em microscopia eletrénica para a
visualizacdo das biomassas apés os tratamentos realizados, verificando-se

a viabilidade de utilizacdo dessas matérias-primas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Considerando-se que a populacdo mundial ultrapassa 7 bilhdes de
habitantes, faz-se necessario um avanco biotecnolégico para que haja
agua, alimentos e energia, acessivel para todos, com boa qualidade e que
sejam produzidos de maneira sustentavel.

A busca por fontes de energia alternativas, que sejam de origem
renovavel, com menores impactos ao meio ambiente e para sociedade tem
aumentado ano-a-ano. Os biocombustiveis destacam-se, apresentando
dentre as vantagens, a producao da matéria-prima que pode ser adequada
de acordo com oferta/procura, possibilitando a competitividade na cadeia
produtiva em relacdo aos derivados do petroleo (SILVA NETTO e LEAL,
2012).

O termo biocombustivel refere-se a combustiveis liquidos ou
gasosos com utilizados no setor de transporte e produzidos de biomassa.
Dentre os principais combustiveis produzidos a partir destes recursos
naturais, pode-se destacar o bioetanol (FERREIRA, 2015). O bioetanol é
um composto organico oxigenado, produzido por fermentacao, através da
conversdo dos acUcares contidos no caldo de cana (principal substrato
utilizado no Brasil) por acdo das leveduras liberando gas carbdnico e
energia.

Na safra 2016/2017, a producédo de bioetanol deve se manter acima
de 27,5 bilhdes de litros (CONAB, 2016). De acordo com dados do
Sindicato Nacional da Industria de Componentes para Veiculos
Automotores, em 2015, os veiculos flex representaram mais da metade da
frota total dos automotores circulantes.

A producgédo de bioetanol tende a aumentar a medida em que os
paises aderirem as normas e protocolos a fim de diminuir a emissao de
gases de efeito estufa. O setor produtivo devera evoluir mediante o
desenvolvimento de tecnologias, especialmente para o melhor uso de
biomassas (SILVA NETTO e LEAL, 2012).

Em geral, as biomassas apresentam uma estrutura complexa e
compacta sendo necessario submeter esta biomassa a pré-tratamento

fisico e/ou quimico antes da sua hidrdlise para producédo de etanol. Esta
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etapa é responsavel pela remocao de lignina e hemicelulose, reducéo de
cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do material, a tornar a
celulose suscetivel a hidrélise (ESPIRITO SANTO, 2014).

Para a producdo economicamente viavel do etanol de segunda
geracdo a partir de biomassa, consistem em variagcdo da composicdo das
diversas matérias-primas que podem ser utilizadas, bem como as
informacdes sobre a melhor opcdo de pré-tratamentos e hidrélise
,disponibilizar a glicose , termos de custo global, rendimento de acUcares

fermentesciveis e fermentacéo (SILVA, et al., 2010)

2.1 Matérias-primas para producéao de etanol

A producéo de etanol pelo processo fermentativo € realizada atraves
do desdobramento de substrato rico em aclcares que sao convertidos por
acado de leveduras. Os substratos podem ser constituidos por qualquer
produto que contenha carboidratos como fonte de carbono, por exemplo, a
sacarose, glicose, celulose, amido, dentre outros, utilizados como matéria-
prima (SANTOS, 2013).

Para escolha da matéria-prima alguns fatores devem ser
considerados, como custo de producdo, rendimentos, disponibilidade no
local e custo de transporte, facilidade de recuperacdo do produto. Apés a
definicAo e a escolha da matéria-prima (Tabela 1), sdo necessérias
adaptacdes para utilizacao industrial.

Em relacdo ao custo do substrato alguns fatores também devem ser
considerados tais como: quantidade de carbono disponivel; suprimento do
substrato; disponibilidade; variedade na composicdo da matéria-prima;
condicdes de armazenamento; dificuldade de esterilizagdo do mosto;
fermentescibilidade; exigéncia de tratamentos para tornar o substrato
presente na matéria prima; comportamento do mosto durante e apés a
fermentacao (COSTA et al, 2014).
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Tabela 1. Composicdo e caracteristicas das matérias-primas a serem
utilizadas para producéo de etanol.

. ) Processos o
Materias primas ) Caracteristicas
produtivos

Diretamente fermentesciveis: as que
contem monossacarideos limitam-se
aos sucos de frutas. Ex: Producao de

Matérias agucaradas: ] . .
) alcool em bebidas como o vinho.
cana de agucar, o o
N&o diretamente fermentesciveis: sdo
melaco, beterraba ) i
. as que contem dissacarideo,
acucareira, sorgo ] o
_ . fermentam apos uma hidrolise
sacarino, melagos, mel  Fermentagéo . _
(inverséo), realizadas naturalmente
de abelha e frutas. B
pelo agente de fermentacgéo. Ex:

sacarose 0 mais importante
componente da cana-de-acUcar e dos

melacos.
Matérias amilaceas e . o ]
S&o matérias que fermentam apos uma
feculentas: gréos o _ N
. ] hidrélise, denominada sacarificagéo. A
amilaceos, raizes e . o
Amidos: producao de etanol de cereais é pouco
tubérculos feculentos o _ _ _
_ _ hidrélise e usada em escala industrial no Brasil
exs. milho, mandioca, . . _
) fermentacao pelo custo de producao, com maior
batata doce, trigo. . o o .
importancia para industria de bebidas.
Matérias celulésicas: 3 _ o
_ _ _ o E a maior massa de matéria-prima.
incluindo palhas, Lignoceluldsicos ] o .
_ o Porém apresenta inimeras dificuldades
madeiras, residuas - hidrolise, )
) ) o até o momento para 0 processo para
agricolas e residuos purificacéo e N _
_ ) sacarificar a celulose, devido a sua
sulfiticos de fabricas fermentacao ]
complexidade e custo.
de papel.
Matérias-primas Destilacdo para  Pode ser utilizada em casos extremos,

em que se faz necessario a destilacédo

fermentadas: bebidas elevacgao do teor

fermentadas alcoolico de produtos que ja foram fermentados.

Fonte: Lima, Basso e Amorim (2001).
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A producdo de etanol € realizada em trés fases, preparo do
substrato (mosto), fermentagcdo e destilagdo. O mosto ou meio de
fermentacdo deve propiciar o desenvolvimento microbiano, favorecendo
producdo de etanol. Este deve conter os elementos essenciais ha
proporcao correta, favorecendo a realizacdo das reac0es fisiologicas pelos
microrganismos e consequentemente a eficiéncia e rendimento do
processo (LIMA et al., 2001).

No Brasil a cana-de-acucar € a matéria-prima mais utilizada para
producdo de etanol. A literatura destaca ainda a utilizagdo do milho nos
Estados Unidos, beterraba e trigo na Europa, mandioca na Tailandia além
de aparecerem em menor frequéncia o arroz, centeio, cevada, milheto,
batata, batata doce, além do sorgo sacarino (MASSON et al, 2015).

Concomitantemente a essas matérias-primas, a biomassa
lignocelulésica apresenta-se como matéria-prima para a producdo do
“‘etanol do futuro”, principalmente por seu baixo custo e abundancia
(Rabelo et al., 2011). Sua utlizacdo depende da otimizacdo da
disponibilizacdo dos acUcares contidos no substrato, adaptacdo dos
microrganismos, composi¢cdo do meio, além de recuperacdo do produto
(LIMA et al., 2001).

2.2 Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma graminea, semi-perene,
suscetivel as mudancas climaticas anuais. E cultivada no Brasil desde
século XVI, sendo, portanto de grande importancia econdmica,
destacando-se na produgcdo acucar, etanol, cachaca e energia, e no
contexto social, é responsavel pela geracdo de empregos diretos e
indiretos (UDOP, 2016).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, principal
matéria-prima para a industria sucroenergética. O bagacgo que sobra apos a
extracdo do caldo, do qual sdo produzidos o acucar e o etanol, seu
aproveitamento industrial € vasto sendo que ja no inicio do século passado,

comecgou a ser utilizado como combustivel substituto a lenha para a



31

geracado de calor e energia para a propria usina e em parte comercializada
por concessionarias de energia elétrica (SOUZA; AZEVEDO, 2006).

A producéo de cana-de-acucar, na safra 2016/17, tera acréscimo de
4,4% em relacdo a safra passada. Em numeros absolutos se estima uma
producdo de 694,5 mil toneladas de cana-de-acucar, ante as 665,6 mil
toneladas na safra 2015/16. Nesta safra, a estimativa € de aumento na
produgéo de anidro, passando de 11,2 bilhdes de litros para 11,4 bilhdes
de litros (CONAB, 2016).

Com a colheita mecanizada sem a queima prévia da cana-de-
acucar, mantém-se sobre a superficie do solo uma quantidade consideravel
de residuos vegetais, como palha e ponteiros de cana que variam entre 10
a 30 t hal (FARONI et al. 2003). Estes materiais, juntamente com o
bagaco, e as variedades de cana geneticamente modificados com a
finalidade de producdo de maiores teores de fibra, sdo compostos
basicamente por celulose, hemicelulose e lignina, deve incrementar tanto a

cogeracao de energia, como a producao de etanol lignoceluldsico.

2.3 Biomassa lignocelulosica

Os materiais lignocelulésicos sédo formados por estruturas duras e
fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e
hemicelulose (cerca de 70% da massa seca). Outra macromolécula
constituida de alcoois aromaticos, a lignina, liga-se a esse polimero por
ligacbes covalentes e de hidrogénio (Figura 1) (LEE, 1997). Em menores
proporcdes, e dependendo da origem do vegetal, também podem ser
encontrados acidos graxos, fenois, taninos, compostos nitrogenados e sais
minerais, principalmente, de calcio, potassio e magnésio (NEUREITER et
al., 2002).
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Figura 1. Esquema simplificado das fibras de materiais lignocelul6sicos
(LEE 1997).

Nos materiais in natura utilizados atualmente em pesquisas para a
producdo de etanol de segunda geragdo, ha varias substancias quimicas
como terpenos/terpendides, gorduras/ceras, diversos tipos de compostos
fendlicos, proteinas e cinzas os quais podem ser extraidos usando solvente
polares e apolares. Estes componentes variam em cada espécie de
material lignocelulésico, representando aproximadamente de 5 a 20%
(FENGEL e WEGENER, 1989). A presenca desses compostos pode levar
a uma inibicdo do processo fermentativo, uma vez que esses podem ser
toxicos as leveduras.

Dentre as biomassas disponiveis, a biomassa residual apresenta
diversas vantagens, como: ndo competicdo com a producdo de alimentos,
e além disso, custo reduzido de obtencdo, jA que é proveniente de

processo pré-existente (Gaudereto, et al, 2017)

2.3.1 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-agucar, € o residuo da cana, que é separado
do caldo na operagdo de moagem dos colmos de cana. Apds o término do
processo de moagem, o bagaco apresenta cerca de 30% da massa da
cana e umidade por volta de 50%. A composicao quimica do bagaco pode
mudar de acordo com fatores como o tipo de cana, o tipo de solo e as
técnicas de colheita (MORAIS et al, 2007).

O uso do bagaco como matéria prima apresenta uma série de

vantagens: ja vem processado das moendas; esta disponivel em grandes
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quantidades; tem baixo custo; esta pronto para o uso no local, evitando
aumento de custo devido ao transporte (OLIVERIO e HILST, 2005). Além
disso, a producéo de etanol de segunda geracdo apresenta como grande
vantagem a possibilidade de integracdo com o processo de primeira
geracao.

Em geral, o processamento de uma tonelada de cana-de-acUcar gera
cerca de 280 Kg de bagacgo. Segundo alguns autores, a utilizagdo do
bagaco excedente viabilizaria economicamente o investimento necessario
para adaptar as usinas de acucar e alcool, resolvendo o problema de
abastecimento da industria sucroalcooleira, oferecendo vantagens socio-
ambientais e aumentando o rendimento econdémico do processo (GAMEZ
et al., 2006).

O bagaco da cana-de-acucar € a fracdo de biomassa resultante apos
os procedimentos de limpeza, preparo (reducéo através de jogos de facas
rotativas niveladoras e desfibramento através de jogos de martelos
oscilantes) e extracdo do caldo de cana (através de ternos de moagem ou
de difusores). Segundo Medeiros (1992) o bagaco de cana-de-acucar in
natura € o residuo dos colmos da cana-de-acucar, decorrente da extracdo
conteudo celular rico em agucares soluveis.

O bagaco nao € considerado uma biomassa homogénea, pois pode
apresentar variacfes em sua composi¢cao e na sua estrutura morfologica,
em funcédo dos procedimentos de corte no campo e no processamento
industrial. Portanto, este material pode conter fragmentos grosseiros da
parede celular e conteddo celular ndo extraido na moagem da cana-de-
acucar (MORAIS et al, 2007).

Seu componente principal é representado pelo acucar ndo extraido
durante o processo de moagem, aproximadamente 2 a 3%, e alto teor de
componentes da parede celular (carboidratos estruturais), em torno de 70 a
85%, dos quais a celulose é o principal (44 a 50%), seguida da
hemicelulose (24 a 30%) e da lignina (10 a 20%) (GERON et al, 2010).

Para sua utilizagdo como fonte celulosica, um dos desafios é a quebra
do polimero de celulose e hemicelulose, em monbémeros de interesse
(SHEN e WYMAN, 2012).
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2.3.2 Palhada de cana-de-agucar

A palhada ou palhico é composto pelas folhas secas, folhas verdes e
pelo ponteiro da cana-de-agclUcar, com grande potencial de geracdo de
produtos com alto valor agregado, uma vez que cerca de 30% da energia
total da planta esta contida neste material (ALMEIDA, 2008).

A palha é composta pelas folhas (lamina foliar e bainha) verdes e
parcialmente secas (folhas mortas) e pelos ponteiros de cana formados
pelos entrends imaturos do topo “palmito” e folhas novas enroladas ao
redor do meristema apical. Esse material permanece sobre a superficie do
talhdo apds a colheita mecanizada, e pode conter ainda frac6es de colmos
(industrializaveis ou nao); eventualmente, fraces de raizes e particulas de
terra (RIPOLI e RIPOLI, 2007).

A palha de cana apresenta-se como longas folhas, dificultando sua
compactacdo. Na maioria dos casos é necessario pica-la anteriormente, o
gue resulta em menor custo energético, além de se obter um produto mais
homogéneo. E deixada na lavoura atuando como cobertura e protecdo de
solo. Difere do baga¢o quanto ao menor contetdo de lignina, maior teor de
cinzas e baixa umidade (TEODORO et al., 2011, SANTOS et. al., 2012)

Atualmente, este material ndo é totalmente aproveitado, o que deve
mudar nos préoximos anos, levando-se em conta que a legislacdo ambiental
prevé a extincdo gradativa da pratica de colheita manual com o uso da
despalha a fogo, o que aumentara a quantidade deste material no campo,
fazendo com que novas tecnologias de recolhimento sejam desenvolvidas
(SILVA et al, 2010).

Algumas alternativas de manejo de palhadas estdo descritas abaixo:

1 — Ventiladores da colhedora ligados: a palhada é deixada no
campo, depois é enfardada e transportada até a usina para ser
posteriormente utilizacao;

2 — Ventiladores da colhedora desligados: a palhada é transportada
junto com a cana e a separacdo entre eles ocorre em uma Estacdo de
Limpeza a Seco instalada na usina;

3 — O sistema de limpeza secundario da colhedora esta desligado e

o sistema primario trabalha em uma velocidade reduzida: ocorre uma
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limpeza parcial da cana, deixando uma camada pouco densa no chéo, e a
palhada que vai junto com a cana é separada em uma Estacao de Limpeza
a Seco instalada na usina (SILVA et al, 2010).

De acordo com Santos et al., (2012), a composicdo da palhada pode
variar entre 40-44% de celulose, 30-32% de hemicelulose e 22-25% de
lignina, no entanto, Roviero et al. (2015) observaram valores de celulose,
hemicelulose e lignina em torno de 37,32, 35,98 e 5,52 respectivamente.
Essa composicdo deve variar em funcdo da variedade de cana-de-acUcar,

época de colheita e condi¢cdes edafoclimaticas.

2.3.3 Cana energia

Atualmente alguns programas de melhoramento genético priorizam a
producdo de fibra em variedades de cana-de-acucar, que tém como
resultado canas mais rusticas, menos exigentes em solos, clima, 4gua e
nutrientes e mais resistentes ao ataque de pragas e doencas, resultando
em mais energia produzida pela unidade de energia gasta (OKUNO, 2016).
A producdo de hibridos da espécie Saccharum spp., direcionada para a
producéo exclusiva de biomassa, denomina-se cana energia.

Grupos de pesquisa de melhoramento genético de cana-de-acUcar,
estudam a selecdo de plantas chamadas de cana-energia, ou seja, plantas
de maior produtividade. Esses clones tém retornado ao banco de
germoplasma ativo para fazerem parte do programa de selegcéo recorrente
para maior producdo de biomassa com menores teores de sacarose
(MATSUOKA et al, 2010).

A cana-energia pode oferecer grandes oportunidades para o Brasil
aumentar sua competitividade no ramo de energia renovavel de biomassa,
com beneficios a sociedade brasileira (MATSUOKA et al, 2010).

Acredita-se que a cana energia possa ser cultivada em areas
marginais a produgao de alimentos, devido a sua rusticidade, se tornando
um elemento estratégico para a producéo de energia em regides com dificil
acesso a rede nacional de energia elétrica.

Em fungcdo da alta produtividade relatada e consequentemente de

geracdo de energia, é razoavel presumir que a atividade tenha boa
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atratividade econdmica para novos investimentos, como por exemplo, a

producdo de etanol lignocelulésico.

2.4 Estrutura e ultraestrutura da parede celular vegetal

A estrutura da parede celular vegetal é subdividida em paredes
primaria, secundaria e terciaria. Essas trés camadas sdo compostas
predominantemente por celulose com espessura da ordem de 5um. As
células sédo separadas pela lamela média, que é uma camada fina (maximo
1um de espessura), composta por elevada concentracdo de lignina
(MOITINHO et al, 2017).

A celulose e a hemicelulose predominam na regido da parede celular
enquanto a lignina se distribui por toda a estrutura, apresentando maxima
concentragdo na lamela média. A distribuicdo da celulose, hemicelulose e
lignina variam consideravelmente entre essas camadas (FENGEL e
WEGENER, 1989).

A hemicelulose liga-se através de ligacbes de hidrogénio as
microfibrilas da celulose, formando uma rede que fornece a espinha dorsal
estrutural da parede celular da planta. A presencga da lignina em algumas
paredes celulares fornece forca adicional e resisténcia as pragas e
doencas (FENGEL e WEGENER, 1989).

2.4.1 Celulose (homopolimero)

A celulose (CsH100s5)n € um polimero de cadeia longa composto de
um sé mondmero (glicose), classificado como polissacarideo ou
carboidrato. E um dos principais constituintes das paredes celulares das
plantas, em combinagcdo com a lignina, com hemicelulose e pectina
(NISHIYAMA, et al., 2002).

A celulose, principal componente da biomassa, é o polimero mais
abundante da Terra. Este € formado por uma cadeia linear de moléculas de
glicose ligadas entre si na posi¢ao beta-1,4. Essas ligagfes contém energia
livre que podem ser quebradas liberando acucares fermentaveis
(BUCKERIDGE et al, 2008).
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A guantidade de celulose presente na cana, assim como o contetdo
de fibras varia de acordo com as diferentes localidades de -cultivo,
variedades utilizadas, condi¢cdes de crescimento e condi¢des fisiologicas
(CASAGRANDE, 1991). No processo industrial, esta fica praticamente toda
retida no bagaco e bagacilhos, sendo pouca quantidade extraida junto ao
caldo (DELGADO e CESAR, 1977).

Para a disponibilizagdo das moléculas de glicose contidas na
celulose (Figura 3), sédo utilizadas diversas tecnologias, sendo a hidrolise
acida e enzimatica as mais estudadas, as quais apresentam vantagens e
desvantagens (GRASEL et al, 2017).

CH, OH
CH OH CH OH
O\ OH
et [ H H
OH H OH H
CH, OH H OH
Celulose Glicose

Figura 2. Quebra das ligagdes B-1,4 glicosidicas da celulose e obtencédo da
glicose (GRASEL et al, 2017).

2.4.2 Hemicelulose (heteropolimero)

As hemiceluloses ou polioses estdo intimamente associadas a
celulose e sdo compostas por diferentes unidades de acgucares formando
cadeias ramificadas (FENGEL e WEGENER, 1989) (Figura 3).

Estas diferentes unidades de aclUcares sdo compostas por glicose,
manose e galactose (hexoses) além da xilose e arabinose (pentoses),
podendo ainda apresentar quantidades variaveis de &acidos urbnicos e
desoxi-hexoses (CANETTIERE, 2004).
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Figura 3. Estruturas dos monossacarideos que formam as hemiceluloses
(FENGEL e WEGENER, 1989).

Entre seis e oito moléculas de celulose ocorre o alinhamento
paralelo formando uma fibra, em que sé&o liberadas moléculas de &agua,
constituindo uma microfibrila longa e resistente. Sobre a superficie destas,
aderem-se as hemiceluloses que sdo polimeros heterogéneos classificados
de acordo com 0s monossacarideos existentes, que cobrem a celulose
desenvolvendo o chamado dominio celulose-hemicelulose que constituem
a parede celular.

A hemicelulose evita que as moléculas de celulose de fibras
paralelas interajam e permitem a ligacdo fraca entre uma fibra e outra,
formando uma rede (BUCKERIDGE et al, 2008). A hemicelulose é
constituida por aproximadamente 92,5% de xilose, 3,7% de arabinose e
4,96% de glucuranio, além de outros componentes, variando de acordo
com a matéria-prima.

Na cana-de-acUcar ela apresenta-se em 5,49% do total de
compostos da folha, 3,04% do colmo, 7,04% da raiz, 26,26% da panicula e,
ainda, 22-30% do bagaco resultante do processamento industrial (HONIG,
1969).
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2.4.3 Lignina

A lignina é importante para as plantas em varios aspectos, como o
desenvolvimento vegetal, contribuicdo para a resisténcia mecanica e
protecdo contra degradacdo (WALKER, 1975). E uma substancia que se
incorpora no crescimento do vegetal, sendo sua composicdo baseada em
unidades fenil-propano formando uma macromolécula tridimensional e
amorfa.

A lignina € uma macromolécula fendlica, formada pela polimerizagédo
de trés diferentes mondmeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e élcool
sinapilico (TEIXEIRA et al, 2017).

Quando ocorre a reducdo do controle enzimatico durante a formacao
da lignina, ocorre uma série aleatéria de ligacbes, o que a torna estrutura
muito complexa (JUNG e FAHEY, 1983). A estrutura da lignina € mostrada
na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura esquematica da lignina (KIRK e FARRELL, 1987).
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A lignina dificulta o uso do bagacgo para produzir etanol, impedindo
as reacfes quimicas que liberam os agucares da parede celular para a

fermentacdo. Sua decomposicdo quimica pode gerar compostos fendlicos
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como o acido 4 hidroxibenzdico, vanilina, catecol e siringaldeido que
devem interferir negativamente no processo fermentativo (MUSSATO e
ROBERTO, 2004, PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000).

2.4.4 Extrativos

Os extrativos sao constituidos por uma grande variabilidade de
componentes quimicos, que representam uma pequena porcentagem da
massa seca dos materiais vegetais. Esses compostos sdo formados por
inimeros componentes individuais de natureza hidrofilica ou lipofilica
(SJOSTROM, 1993). Esses compostos estdo concentrados nos canais
resiniferos e nas células de parénquima (FENGEL e WEGENER, 1989).

Os extrativos, como graxas, gomas, amidos, alcaloides, resinas e
Oleos essenciais, podem representar acima de 5% da massa total, sendo
constituidos por uma grande variedade de compostos organicos podendo
ser extraidos com solventes organicos ou aquosos (FENGEL e
WEGENER, 1989).

Basicamente, os extrativos podem ser classificados, segundo sua
composicdo quimica, em terpenos e terpenoides, graxas e gorduras
(compostos alifaticos), e compostos fendlicos. Os extrativos juntamente
com os componentes fendlicos sdo capazes de inibir os microrgranimos

que realizam o processo fermentativo (RANATUNGA et al., 1997).

2.4.5 Cinzas totais

A quantidade de cinzas depende da regido e como foi coletada a
palha de cana. A palha localizada proxima ao solo apresenta concentragcéo
de cinzas em torno de 7 a 8%. Ja a palha proveniente do meio da cana e
as folhas verdes apresentam quantidade de cinzas em torno de 2 a 3%.
Segundo Almeida (2008) teores elevados de cinzas na palha da cana-de-
acucar podem ser decorrentes do manuseio da palha durante a colheita e o
transporte, sendo esse outro possivel fator que pode contribuir para a
obtencéo de valores divergentes de cinzas.

Altos teores de cinzas interferem na eficiéncia de processos

realizados na palha para a sua utilizacdo como fonte energética
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(PITARELO, 2007). Concentracdes elevadas de cinzas podem diminuir o
potencial energético da matéria-prima para o processo de fermentacéo,
acarretando aumento no efeito tampé&o da matéria-prima, podendo ocorrer
a neutralizacao parcial dos catalisadores acidos responsaveis pela hidrélise
parcial dos polissacarideos constituintes da biomassa, além de causar

maior abraséo e corrosao dos equipamentos.

2.5 Pré-tratamentos

Para se melhorar a eficiéncia do processo de hidrélise é necessario a
realizacdo de pré-tratamento para facilitar a disponibilizacdo dos acucares
da matéria-prima para a producdo de etanol. Considerando-se que o0s
materiais lignocelulésicos tém sua composicdo organizada de forma muito
complexa, seu pré-tratamento também ndo é simples (TAHERZADEH e
KARIMI, 2008).

Véarios métodos de pré-tratamento tém sido propostos na literatura para
separacdo e aproveitamento de materiais lignocelulésicos. Os pré-
tratamentos sdo divididos em quatro grupos: | — Pré-tratamento fisico, Il —
Pré-tratamento fisico-quimico, Ill — Pré-tratamento quimico e IV — Pré-
tratamento biolégico (TAHERZADEH E KARIMI, 2008).

Considera-se um pré-tratamento adequado quando é possivel evitar a
necessidade de reduzir o tamanho das particulas, preservando as pentoses
provindas da hemicelulose, com liberagcdo de produtos de degradacao
reduzida, como acidos e compostos fendlicos, a fim de evitar a inibicdo do
crescimento dos microrganismos fermentativos e sendo este processo
realizado da forma mais econémica possivel (MEIGHAN, 2016).

O resultado do pré-tratamento deve ser balanceado contra seu impacto
no custo das etapas dos processos posteriores, operacional, capital e
biomassa (MEIGHAN, 2016).
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Na Tabela 2 estédo diversos exemplos de técnicas estudadas.

Tabela 2. Tipos de pré-tratamentos utilizados para a deslignificacdo da
matéria-prima.

~ Exploséo a vapor
Exploséo ou Explos3 cO2
craqueamento Xplosao por
Explosdo com SO?
Hidréxido de sédio | Sdo os métodos
Alcalino Amonia gue apresentam
Sulfito de amdnia melhores
Acido Sulfdrico resultados com
Acido Acido Cloridrico mailores
Acido fosférico possibilidades
de utilizagéo
Dioxido de cloro industrial
Gas Di6xido de nitrogénio | Tratamento
Dioxido de Enxofre rapido com
— necess@aide de Deslignificacao
Perdxido de condigoes Reducéo da
Agentes hidrogénio severas cristalinidade da
Oxidantes Oxidac&o umida Uso de celulose
Ozbnio reagentes Reduco do grau
guimicos

Extracdo de
lignina por
solventes

Benzeno-agua
Etanol-agua
Etilenoglicol

Butanol-agua

Agentes de inchago

Moagem

Moagem por bolas
Moagem com
martelo
Moagem coloidal
Moagem vibratoria
Moagem por
compressao

Alta demanda
de energia
N&o removem a

Irradiacao

Raio gama
Feixe de elétrons
Microondas

lignina
completamente
Sem uso de

Outros

Hidrotérmica
Vapor a alta pressao
Expanséo
Extrusdo
Pirolise

reagentes
guimicos

de polimerizacéo
Hidrdlise parcial
ou completa da
hemicelulose
Aumento da area
superficial para
hidrolise

Fonte: Taherzadeh e Karimi, 2008.
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2.5.1 Pré-tratamento com acido diluido

Processos de pré-tratamento com acido diluido (0,5%/H2S04) séo
promissoras tecnologias para producdo de etanol. Uma das grandes
vantagens deste processo € uma corrosdo menor dos equipamentos em
relacdo ao processo com acido concentrado (CORREA, 2016).

No pré-tratamento com acido diluido o material € misturado a uma
solucédo de acido diluido numa relacdo de 0,5 a 3% da biomassa seca e
submetido a temperaturas de 120° até 200°C por tempo da ordem de 10 a
30 minutos (ASSUMPCAO, 2016).

A conversdo da hemicelulose é eficiente (cerca de 90%) e conduz a
uma alta recuperacdo dos carboidratos monomeéricos. A biomassa tratada
apresenta melhor digestibilidade acida ou enzimatica (CORREA, 2016).

A desvantagem deste tratamento esta associada a necessidade de um
pos-tratamento de neutralizacdo da acidez. Outra desvantagem é a
formacdo de produtos de degradacdo dos aclUcares como o furfural
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000; SOARES e ROSSEL, 2004).

Ap6s o pré-tratamento com acido diluido, tem-se como resultado a
celulignina, que € o material sélido, no qual se procederd o processo de
hidrolise através de enzimas, em que se obtém a glicose, provinda da
guebra da celulose, que pode ser fermentada para a producao do bioetanol
(ASSUMPCAO, 2016).

Além disso, é obtido um licor, o qual é rico em carboidratos, provindos
da quebra da hemicelulose, sendo os principais, a xilose, a arabinose e a
glicose. A xilose e arabinose podem, assim como a glicose, serem
fermentadas, produzindo etanol, no entanto, essas pentoses, requerem 0
uso de microrganismos que as fermentem, ja que a Sacharomyces
cerevisiae n&o o faz (ASSUMPCAO, 2016).

Embora as composi¢cbes dos acucares resultantes dependam do
meétodo de pré-tratamento/hidrdlise e das circunstancias empregadas, o0s
constituintes principais dos hidrolisados séo a glicose e xilose liberados da

celulose e hemicelulose, respectivamente (CORREA, 2016).
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2.5.2 Compostos inibidores da fermentacdo gerados no pré-
tratamento

No processo de hidrélise acida, pode ocorrer a formagédo de alguns
subprodutos (Figura 5) que interferem negativamente no processo de
fermentacdo, como acido acético, que é formado pela hidrélise do grupo
acetil presente na hemicelulose; acidos férmicos e levulinicos, produtos da
degradacdo do acucar; compostos fendlicos, formados principalmente pela
degradacdo parcial da lignina; e furaldeidos ou aldeidos furanos,
principalmente furfural e 5-hidroximetilfurfural, formados pela degradacéo
de pentoses e hexoses (MARTIN et al., 2007).

De acordo com Martin e Jonsson, (2003), a maioria das leveduras,
inclusive as estirpes industriais, sdo suscetiveis a varios compostos
inibidores derivados da hidrélise acida e especialmente suscetiveis a
presenca de multiplos inibidores podendo ocasionar perdas no rendimento

em etano de 10 a 25%.

Biomassa
Hemicelulose Celulose Lignina
CH,COOH
Ac. Acético 71\‘ l
CHO CHO CHO CHO Compostos Fendli
H OH HO H b H—a—OH
) Acido p-hidroxibenzéico
HO H HO H HO H HO " Acido m-hidroxibenzdico
Acido vanilico
H—1¢4+—OH H—p—OH HO—1—H H—r—OH Acido siringico
‘ . o [ p-hidroxibenzaldeido
CHOH  H—1—OH H—1—OH H OH ~ Vanilina
CH.OH CH.OH CH.OH Acido Cinamico
- ‘ = _ Siringaldeido
anose alactose Icool Coniferilico
Xilose M Galact Glicose Alcool Contferili
Alcool Sinapilico
o. CHO HOH;C\G/CNO o
<_7/ \ HCOOH / \ &,C—J:_CM;—C“:—COOH
Furfural Ac. Férmico Hidroximetilfurfural Ac. Levulinico

Figura 5. Produtos de degradacao da celulose, hemicelulose e lignina
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000).
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A presenca de acidos organicos no meio fermentativo resulta em
aumento no consumo de ATP pela levedura. Nessas condi¢cdes, parte do
ATP que seria utilizado para crescimento ou fermentagéo é desviado para
manutencao de seu pH interno (NARENDRANATH et al., 2001).

Os compostos fendlicos podem inibir a bioconversédo de acucares a
etanol, inibindo a atividade enzimatica, destruindo a integridade da
membrana e afetando as suas propriedades, como a barreira seletiva
(HEIPIEPER et al., 1994).

Os furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural) sdo compostos que
afetam os microrganismos, pois reduzem suas atividades enzimaticas e
biologicas, quebram o DNA e inibem a sintese de RNA e proteinas
(MODING et al., 2002).

Véarios métodos tém sido estudados e utilizados para remover os
compostos toxicos hidrolisado hemicelulésico, objetivando o aumento na
eficiéncia fermentativa. Dentre as técnicas de destoxificacdo pode-se
destacar: a alteracédo de pH por acidos e bases e adsorcao de carvao ativo
(MARTON, 2002; MUSSATO e ROBERTO, 2004), a adsorcao de resinas
de troca idnica (SILVA, 2006) e biodestoxificacdo (FONSECA, 2009).

Alteracdes de pH do licor através do processo de destoxificacdo
podem modificar as concentracdes de acucares, nutrientes e dos
compostos toxicos. A adsorcdo do carvao ativo ap0s o ajuste de pH, tem a
funcdo de clarear ou filtrar, para que esta reacdo ocorra deve se ter a
carbonizacéo e a ativacdo (AHMEDNA et al, 2000).

2.6 Leveduras fermentadoras

As leveduras s@o 0s microrganismos responsaveis pela conversao
de acucares a etanol através dos processos fermentativos tanto de cana-
de-acucar. As linhagens utilizadas na induUstria pertencem ao género
Saccharomyces que foram selecionadas ao longo de varios anos.
Apresentam elevada eficiéncia no desdobramento de sacarose, glicose e
frutose presentes no mosto, estando extremamente adaptadas aos

processos fermentativos em cana-de-agucar (BASSO et al., 1993).
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A glicose obtida da hidrolise da celulose pode facilmente ser
fermentada por microrganismos existentes como € feito atualmente.
Entretanto, na hidrélise da fragdo hemicelulésica sdo extraidas hexoses,
facilmente fermentadas, e pentoses, conhecidos como acuUcares
infermentesciveis. Consequentemente, as tecnologias de fermentacao que
utilizam as pentoses necessitam ser bem desenvolvidas para realcar a
eficiéncia total do processo da conversao (LEE, 1997).

Microrganismos que metabolizam as pentoses vém sendo isolados e
modificados geneticamente, no entanto o rendimento em etanol ainda nao
€ suficiente para tornar o processo economicamente atrativo. Diversos
produtos de degradacdo, como o acido férmico, acético, furfural,
hidroximetilfurfural e fendis, produzidos durante o pré-tratamento e a
hidrolise, podem inibir o processo de fermentacéo e afetar rendimentos do
etanol, devendo assim ser removidos ou suavizados (PALMQVIST E
HAHN-HAGERDAL, 2000).

Segundo Chandel et al., (2007), ao analisar os custos do processo
de hidrolise, deve ser levado em consideracdo os compostos que inibem o
crescimento dos microrganismos, formados pela hidrélise do material em
questdo, podendo afetar a viabilidade celular e a viabilidade de brotos

inviabilizando o processo de reciclo de células no processo fermentativo.

2.6.1 Rhodotorula glutinis

O microrganismo da espécie Rhodotorula glutinis classifica-se
taxonémicamente no reino Fungi, no filo Basidiomycota, na classe
Microbotryomycetes, na ordem Sporidiobolales e no género Rhodotorula,
sendo que sua familia ainda néo Ihe foi atribuida (ANDRADE, 2010).

O género Rhodotorula é conhecido por sua capacidade de
biossintetizar carotenoides, tais como B-caroteno, toruleno e torularrodina,
em diferentes proporcdes. Ha estudos que visam o uso de glicerol como
fonte de carbono na producéo de pigmentos carotenoides por linhagens do
género Rhodotorula através de fermentacdo submersa (CASTELO

BRANCO, 2015).
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Estudos demonstraram que essa levedura pode se desenvolver em
meios de composic¢des diversas, como em meios onde a fonte de carbono
€ a xilose e/ou glucose (DAI et al, 2007) sendo os principais componentes
da hidrélise de materiais lenhoceluldsicos.

Babau et al, (2013), em seus estudos, evidenciaram que a
levedura Rhodotorula glutinis € capaz de consumir simultaneamente
glicose e xilose. A taxa de crescimento e rendimento de conversado do
carbono em relacdo a biomassa pode diminuir dependendo da mistura da
composicao da xilose / glucose.

Esta estirpe foi utilizada em experimento de Fugita, 2010, que a
comparou com a estirpe Candida guilliermondii, que ja é largamente
utilizada na conversao de xilose a xilitol, na producédo de etanol. Como
resultados, se observou maior producao de etanol pela Rhodotorula glutinis

guando comparada com Candida guilliermondii.

2.6.2 Metabolismo de glicose, xilose e arabinose para producéo de
etanol

Na fermentacdo, os microrganismos produzem duas moléculas de
ATP, e no processo de respiracdo tem-se 38 ATPs, em que ocorre a
formacao da biomassa celular (LEHNINGER et al, 2000). A levedura sendo
um microrganismo facultativo realiza estas duas vias metabdlicas de
acordo com as concentracfes de aclUcares no meio fermentativo que
influenciam o processo (FUGITA, 2010).

A utilizacdo de xilose por leveduras é possivel gracas a capacidade
que alguns destes microrganismos apresentam de metabolizar a xilose
(Figura 6).

Em materiais lignocelulésicos o principal acgucar presente no licor
hemicelulésico é a xilose, sendo assim sua conversdao se dara pelo
metabolismo xilulolitico, dependendo do microrganismo a ser utilizado,
levando a producéo de etanol e xilitol (ARRUDA, 2007).
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Figura 6. Fluxograma da via de obtengcdo de xilitol e etanol a partir de
xilose (JACKSON e NICOLSON, 2002).

O processo de conversdo de D-xilose a D-xilulose ocorre em duas
etapas. Primeiro sob acdo da enzima xilose redutase ocorre a reducéo de
D-xilose a D-xilitol, posteriormente sob acdo da enzima xilitol
desidrogenase, D-xilitol € oxidado D-xilulose, esta € fosforilada a D-
xilulose-5P pela xilulose quinase (PITKANEN et al., 2003).

A D-xilulose-5P é convertida a gliceraldeido-3P e frutose-6P,
entrando na via da glicdlise, sendo levada até formacgéo do piruvato o qual
pode ser oxidado pelo Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos, recuperando as
coenzimas atraves da cadeia respiratoria ou ser fermentado a etanol, pela
acado das enzimas piruvato descarboxilase e etanol desidrogenase, sendo
neste processo, reoxidado o NADH resultantes da oxidacdo de
gliceraldeido 3P (HAN- HAGERDAL et al., 2007).

Para producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, apos
a reducdo de compostos toxicos (destoxificagdo) e adequacdo das
caracteristicas quimico tecnoldgicas faz-se necessaria para o preparo do
mosto. Neste caso deve-se utilizar ainda microrganismos que apresentem
habilidade de converter pentoses e hexoses a etanol (CHENG et al., 2008).

Segundo Walker (1998), existe alguns contrastes na fermentacao
industrial de pentoses a etanol, tais como a baixa tolerancia ao etanol por

leveduras fermentadoras de pentose. Também, a presenca de glicose nos
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hidrolisados hemicelulésicos pode atuar como repressora dos genes

responsaveis pela utilizagdo da xilose.

2.7 Hidrélise enzimatica

Considerando-se sua heterogeneidade da biomassa, a sacarificagao
enziméatica depende de varias atividades especificas para que o
carboidrato nela disponivel seja hidrolisado (LORENCINI, 2013).

De acordo com Eklund et al. (1990) apud Rabelo, (2007), o processo
enzimatico pode ser dividido em duas etapas, na primeira a biomassa
lignocelulésica é pré-tratada para aumentar a acessibilidade ao ataque
enzimatico. Na segunda etapa, a hidrélise propriamente dita, a celulose &
guebrada através das enzimas celulase.

O processo de hidrélise enzimatica demonstra algumas vantagens em
relacdo aos processos com acido, dentre elas, a realizacdo de hidrolise em
temperaturas baixas (em torno de 40 - 50°C), e a baixa formacdo de
subprodutos de degradacdo se destacam, no entanto, as enzimas
utilizadas representam um alto custo, e sdo consideradas como uma
questdo chave no desenvolvimento deste processo em escala industrial
(LORENCINI, 2013).

Ainda ha estudos sobre recuperacéo e reciclo das enzimas a partir do
hidrolisado da celulose e o desenvolvimento da sintese destas enzimas
(batelada alimentada ou fermentacdo sélida), ou até a producdo das
enzimas no mesmo reator onde ocorre a hidrolise (RABELO, 2007) o que
influenciaria na reducéo de custos viabilizando o uso de enzimas.

ApGs a hidrolise enzimatica, tém-se a glicose como principal
componente do hidrolisado, neste sentido, € necessario a avaliacdo da
composicdo de outros compostos, como quantidade de produtos inibidores
da fermentacdo e também quantidade de nutrientes, assim, 0 processo

fermentativo pode ocorrer sem grandes dificuldades (LORENCINI, 2013).

2.8 Nutrientes na fermentacéo

Os elementos quimicos sdo indispensaveis para o desenvolvimento

vegetal, pois sem eles, as plantas ndo conseguem completar seu ciclo de



50

vida. As plantas obtém os nutrientes que necessitam por meio da absorcéo
pelas raizes dos elementos existentes no solo (RAIJ, 2011).

No seu desenvolvimento, o sistema radicular entra em contato com o0s
nutrientes que podem ser absorvidos por interceptacao radicular, fluxo de
massa ou difusdo (RAIJ, 2011).

Para a cana-de-agUcar o nitrogénio é necessario em grandes
guantidades e o seu fornecimento ajuda a maximizar a producao de massa
seca e produtividade. Maiores quantidades de nitrogénio sdo necessarias
durante o perfilhamento e maximo crescimento. O fésforo é exigido no
inicio de desenvolvimento das plantas para assegurar um adequado
crescimento de raizes e para impulsionar perfilhamento. O potassio é
necessario em grandes quantidades, a maioria do potassio é alocado nos
colmos e o pico de demanda ocorre durante a fase de maximo crescimento
quando a extracdo é mais rapida do que em qualquer outro nutriente (RAIJ
et al., 1996).

Uma quantidade significativa de célcio € extraida no inicio de
desenvolvimento da cultura, sendo importante no enraizamento e
integridade de células. O magnésio € extraido gradualmente em estagios
mais tardios de crescimento, a maior parte fica alocada nos colmos e sao
importantes para a qualidade da cana (RAIJ et al., 1996).

Embora os niveis de micronutrientes necessarios para o crescimento
das plantas sejam muito menores, eles desempenham fun¢des importantes
no seu crescimento. Os micronutrientes extraidos em maiores quantidades
sdo ferro e manganés, assegurando o crescimento livre de estresse,
melhorando a performance fotossintética e a produtividade da cana (RAIJ
et al., 1996).

Os niveis de ferro nas plantas variam significativamente dependendo
do suprimento do solo e deficiéncias sédo raras. A maior parte do ferro é
encontrado na palha e nos ponteiros. O zinco embora seja necessario em
menores quantidades, possui funcbes especificas no desenvolvimento de
novos tecidos vegetais (RAIJ et al., 1996).

ApoOs o desenvolvimento e maturacao da planta, ocorre a colheita, em
gue grande parte das folhas verdes e secas ficam no solo contribuindo com

a reciclagem de nutrientes que serdo utilizados pela planta na proxima
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M-

safra. Na industria, o caldo é separado do bagaco, parte dos nutrientes

[N

extraida juntamente com o caldo, e parte fica retida no bagaco que
utilizado na co-geracéo de energia.

As leveduras sao agentes biologicos e para metabolizarem o
substrato, precisam de quantidades de nutrientes suficientes. Suas células
exigem ions inorganicos (minerais) para que possam se multiplicar e
apresentarem rendimentos fermentativos satisfatorios. A falta de nutrientes
presentes no meio de fermentacdo provoca alteracbes metabdlicas
significativas (AMORIM et al, 1996).

Dentre os principais substratos exigidos pela levedura estdo os
acucares e 0 nitrogénio, mas o desenvolvimento das suas atividades
metabdlicas ela necessita de outros elementos, como o fésforo, potassio,
cobre, enxofre, magnésio e zinco, que sdo vitais para a célula (AMORIM.,
2005).

O nitrogénio é um elemento essencial para o crescimento e para
uma fermentacdo com bons rendimentos. Quando ha a falta deste
nutriente, pode haver aumento do tempo de fermentacéo, além da reducao
do rendimento. Caso haja quantidades elevadas, a levedura vai se
multiplicar, desviando o aclcar para a producdo de biomassa. Stupiello e
Hori, (1981) indicam que a quantidade ideal de nitrogénio assimilavel na
fermentacao € de 300 a 350 ppm de N total no mosto.

O fésforo possui grande importancia para a levedura com relacdo ao
crescimento e metabolismo de carboidratos (STUPIELLO e HORI, 1981)
pois este participa diretamente nos processos de transformacdo e
transferéncia de energia quimica, integrando moléculas informacionais
(DNA, RNA) e estrutura a das membranas celulares. Sua composi¢cdo no
mosto pode variar muito, dependendo da quantidade deste elemento
disponivel no solo para que a planta possa absorver. A complementacao
pode ser realizada para que a recomendacéo de 125 a 150 ppm de P20s
seja atendida (AMORIM, 2005).

O enxofre é requerido em baixa quantidade no mosto ja que acima
do nivel ideal pode haver o aumento da producédo de glicerol e inibicdo do
desenvolvimento das leveduras (AMORIM, 2005).
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O potassio possui a funcao de estabilizar as membranas e agir como
ativador enzimético, além de controlar o pH interno da célula e influenciar
na absorcao de fésforo e zinco. A quantidade ideal deste composto,
varia de 700 a 1000 mg/L no mosto. Além disso, outros minerais atuam
como ativadores enzimaticos a multiplicacédo e a fermentacéo, destacando-
se dentre eles 0 magnésio, cerca de 100 a 200 mg/L, que atua em mais de
duzentas reagdes enzimaticas, o zinco, cobre, manganés necessarios em
torno de 1 a 5 mg/L e outros minerais que afetam a viabilidade, a
multiplicacédo de células e o rendimento (AMORIM, 2005).

As concentracbes de nutrientes encontradas apresentam uma
relacéo direta com a variedade estudada, o tipo de solo e adubacéo, dentre

outros fatores.

2.9 Co-geracgao de energia elétrica

A co-geracao constitui-se na geracao simultanea de energia térmica
e mecanica, a partir de um mesmo combustivel (gas natural, residuos de
madeira, casca de arroz, bagaco de cana, palha, etc.). A energia mecéanica
obtida pode ser utilizada na forma de trabalho ou transformada em
eletricidade, através de geradores. Ja a energia térmica pode ser utilizada
como fonte de calor em um processo industrial, ou no setor de comércio /
Servicos.

O potencial de geracdo de energia elétrica pelo setor sucroalcooleiro
esta relacionado diretamente a tecnologia empregada, devido ao fato de
gue os custos unitarios (R$/kW instalado) serem influenciados pelo efeito
escala. O tipo de caldeira utilizada para a queima (caldeiras de pressao
mais elevada — 40 a 100 bar), bem como a utilizagcdo de turbinas de
multiplo estagio, podem elevar, de forma significativa, a eficiéncia
energética do processo.

A geracado de energia elétrica por parte do setor sucroalcooleiro se
encontra abaixo do seu potencial. Segundo Souza e Azevedo (2006),
“‘mediante a ado¢do de tecnologias disponiveis de co-geracéo a partir do

bagaco e da palha, apenas a producdo de excedente de energia por parte
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das usinas paulistas seria capaz de suprir o déficit de toda a regido
Sudeste, por ocasido do racionamento, durante a crise de 2001-2002”.

O poder calorifico € a quantidade de energia na forma de calor
liberada pela combustdo de uma unidade de massa do material
combustivel. A quantidade de energia nas biomassas é quantificada pela
unidade do poder calorifico (kcal/kg) (ROCCO, 2011).

O Poder Calorifico Superior (PCS) € aquele que considera o calor de
vaporizacao da agua, mais precisamente, o PCS compreende a soma da
energia liberada por uma unidade de massa seca a 0% de umidade, na
forma de calor, e a energia, na forma de calor latente de vaporizacao, da
adgua de constituicdo que é recuperada. Quando se desconta o calor de
vaporizacao da agua, obtém-se o Poder Calorifico Inferior (PCI) (ROCCO,
2011).

2.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para verificar visualmente os tratamentos utilizados ao longo deste
experimento foi utilizada a analise de microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) sendo esta uma técnica muito utilizada e que contribui muito em
varios campos da ciéncia, sendo cada vez mais utilizado em materiais
celulésicos. O microscépio eletrdnico é um instrumento de alta resolucéo e
com capacidade de ampliagdo em até 300.000x (CHIROMITO, 2016).

O MEV utiliza um feixe fino de elétrons que quando emitidos,
interagem com a superficie das amostras resultando em uma série de
radiacGes, como elétrons secundarios, elétrons retro espalhados e raios-X
caracteristicos. Estas radiacfes sao captadas e convertidas em imagens
que exibem as caracteristicas morfoldgicas da amostra (ASSUMPCAO,
2016).

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada na
analise morfologica do bagaco de cana de acucar, apds os pré-tratamentos
acidos e alcalinos (ASSUMPCAO, 2016). A morfologia dos granulos pode
ser observada através de MEV, sendo possivel observar as alteracbes
estruturais que a extrusdo provoca nas fibras lignocelulésicas das
biomassas (MORO, 2015).
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3. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratério de Tecnologia do
Acucar e Alcool e Microbiologia das Fermentacbes do Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias - UNESP,
Jaboticabal — S&o Paulo, no CTBE - Laboratério Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol, Campinas — Sdo Paulo e na EEL — Escola de

Engenharia de Lorena, USP — Lorena — Séao Paulo.

3.1. Obtencao da matéria-prima

Utilizou-se palhada resultante de colheita mecanizada, de diferentes
cultivares, além da coleta de bagaco de cana-de-agucar, e 2 variedades de
cana energia ambos cedidos por unidade industrial e centro de pesquisa,

na regido de Jaboticabal, Sado Paulo.

Biomassa de cana e cana energia utilizadas:

e Palhada da variedade RB855453 (3° corte) coletada em 25/06/2014.

e Palhada da variedade SP87-365 (3° corte) coletada em 05/09/2014.

e Palhada da variedade CTC 4 (4° corte) coletada em 11/11/2014.

e Bagaco coletado em pétio de unidade de producédo em 25/06/2014.

e Colmos inteiros triturados do clone IACBIO 1249 Cana Energia
coletada em 07/07/2015.

e Colmos inteiros triturados do clone IACBIO 1230 Cana Energia
coletada em 07/07/2015.

Depois de coletados, os materiais foram secos ao ar livre e

logo apés, armazenados em sacos de 100L.

3.1.1 Caracteristicas das variedades estudadas

RB855453 - precocidade e riqueza, 6tima soqueira colmos eretos,
de dificil tombamento, diametro médio a grosso, com cor verde amarelado,

mas levemente arroxeada quando exposta ao sol.
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SP87-365 - colheita no meio da safra, rica e produtiva. Exigente em
solo e 4gua, suscetivel a broca e cigarrinha.
CTC 4 - perfilhamento alto, as folhas mais novas séo eretas e as

demais, arqueadas; Maturacdo média para final de safra.

Os clones de Cana energia estdo sendo desenvolvidos pelo IAC
(Instituto Agrondmico de Cana) podendo apresentar cerca de 50% a mais
de biomassa que a cana convencional. As variedades sdo mais finas e
apresentam grandes quantidades de perfilhos, tém grande adaptabilidade a
solos fracos e ainda possuem um caldo que pode dar 90 quilos de ATR por
tonelada de cana.

O melhor ambiente de producdo, nutricdo, resposta as pragas e
doencas, longevidade e como colher essa cana estdo sendo estudados
pelos pesquisadores. A expectativa é que essas variedades sejam
lancadas em breve.

3.2. Caracterizagdo da matéria-prima

A caracterizacao foi realizada nos materiais in natura, apés o pré-
tratamento com acido diluido e apés a hidrolise enzimatica. No material in
natura seco, foram feitas as andlises de extrativos, cinzas, lignina, celulose
e hemicelulose. J& nos materiais apés o pré-tratamento e apds hidrélise
enzimatica, foram feitas as analises de cinzas, lignina, celulose e
hemicelulose.

Para analise da composicdo quimica, a biomassa foi submetida a
moinho de facas até a reducdo em particulas com tamanho inferior a 0,5
mm, selecionadas através de uma peneira de 20 mesh (SLUITER, 2016).

3.2.1 Determinagéo do teor de cinzas totais na biomassa

A determinacgéo do teor de cinzas totais da biomassa foi baseada no
procedimento padrao do NREL “Determination of Ash in Biomass”
(SLUITER, 2016).

Em que cadinhos de porcelana de 50,0mL foram numerados e

pesados em balanca analitica tendo suas massas anotadas. Pesou-se
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cerca de 0,5 g do material, descontando o teor de umidade, nos cadinhos
previamente pesados. O material foi carbonizado na mufla em uma rampa
de temperatura: aguardar a mufla atingir 105°C e cronometrar 12 minutos;
aguecer até 250°C com uma taxa de 10°C/minuto e cronometrar 30
minutos; aquecer até 575°C e cronometrar 180 minutos. Apds este periodo,
a mufla foi desligada e esperou-se cerca de 2h até que o material
resfriasse. Posteriormente, os cadinhos foram transferidos para um

dessecador e efetuada a pesagem do material.

3.2.2 Determinagéo dos extrativos na biomassa

A determinacdo dos extrativos na biomassa foi baseado nos
procedimentos padrées do NREL “Determination of Extractives in Biomass”
(SLUITER, 2016) e na norma TAPPI T204 om-88 “Solvent Extractives of
Wood and Pulp”.

Adicionou-se aproximadamente 2g da amostra, descontando o teor
de umidade, ao cartucho de extracdo tendo sua massa devidamente
anotada. Apés montagem do extrator, o cartucho contendo biomassa foi
introduzido no tubo de extracédo do soxhlet (SLUITER, 2016).

Adicionou-se 100,0mL de ciclohexano-etanol em cada baldo do
extrator juntamente com pérolas de vidro. Os baldes foram colocados no
extrator e 0 aquecimento ajustado para que fornecesse no minimo 4-5
sifonacdes por hora. A extracdo ocorreu de 6 a 8 horas. Apds extracdo com
solvente, as amostras foram novamente submetidas a lavagem, utilizando
aproximadamente 100mL de agua destilada por pelo menos 24h. No final
deste processo, os soélidos foram transferidos para uma estufa a 105°C até
massa constante, determinada em balanga analitica (SLUITER, 2016).

3.2.3 Determinacgéo de carboidratos e lignina na biomassa

A quantificacdo de celulose e hemicelulose foi calculada pela
obtencdo dos resultados de carboidratos com base nos procedimentos
padrées do NREL (SLUITER, 2016) a partir da hidrélise acida concentrada
em gue se pesou aproximadamente 0,30 g de cada amostra de matéria

seca, descontando-se o teor de umidade. Adicionou-se 3,0mL de acido
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sulfirico a 72% (m/m) em cada becker devidamente identificado. Estes
foram encubados em um banho termostético a 30°C por 1 hora. Utilizando-
se um bastao de vidro, as amostras foram agitadas a cada 5-10 min sem
serem removidas do banho (SLUITER, 2016).

Apos a hidrodlise acida concentrada, os beckeres foram removidos do
banho termostatico e o conteddo transferido quantitativamente para
erlenmeyers de 250mL, utilizando para isso, 84,0mL de &gua destilada,
sendo a concentracdo acida do meio diluida para 4%. Para a completa
hidrolise, os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e elasticos e
colocados em uma autoclave. As amostras foram autoclavadas por 1 h a
121°C e 1,1 bar. Apds a descompressdo da autoclave, os frascos foram
retirados e resfriados a temperatura ambiente antes de remover o papel
aluminio (SLUITER, 2016).

As concentracbes de acucares foram determinadas mediante
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foi usado um cromatografo
Shimadzu LC-10AD (Kyoto, Japao), com um detector de indice de refracao
e coluna Bio Rad (Hercules, CA) Aminex HPX-87H, mantida a 45°C, com
H2SO4 0,01 N como eluente, e fluxo de 0,6mL/min. As amostras foram

previamente diluidas e filtradas em filtro “Sep Pack” C18 (Millipore).

3.3 Condicbes de pré-tratamento

As umidades foram obtidas em determinador de umidade Sartoruius
MA35, e logo apés foram feitos os calculos para a realizacdo do pré-
tratamento.

Utilizou-se reator de aco inoxidavel com capacidade de 500mL, com
30g de massa seca em estufa aerada a 60°C, em que se descontou 0s
valores de umidade obtidos, e apresentavam grande heterogeneidade de
tamanhos de fibra. A concentracdo de &cido sulfurico foi de 0,5%, a
temperatura utilizada foi de 140°C por 15 minutos, com 3 repeticoes
(RABELO et al., 2011).

A fracdo liquida, correspondente ao hidrolisado hemicelulésico dos
materiais estudados foi separada do residuo sélido (celulignina) através de

uma membrana de éster de celulose com diametro de poro de 0,45um, e
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mantida em camara fria (4°C) até posterior caracterizacdo e futura
utilizacdo nos processos fermentativos. A celulignina foi lavada com agua
em abundéancia, depois seca em estufa a 60°C e armazenada para outros

experimentos.

3.4 Concentragéo, destoxificacao e preparo do mosto

Apoés a obtencédo dos licores, cada amostra foi misturada com suas
repeticbes correspondentes e encaminhados paro o0 processo de
concentracdo em rotaevaporador de simples efeito a 60°C com sistema de
vacuo a 635mmHg, com a intencdo de aumentar a quantidade de
acucares. Depois de concentrados, foi feita a destoxificagdo dos licores,
para a remocdo de compostos inibidores gerados no pré-tratamento,
realizadas segundo metodologia descrita por Marton (2002).

O processo de concetracéo foi realizado de acordo com o volume
total de licor obtido apOs a realizacdo de trés pré-tratamentos para cada
biomassa utilizada (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados médios da composicdo obtidos apds o pré tratamento
acido de Volume de licor, Peso de Celulignina e Umidade.

AMOSTRA Volume de licor Celulignina Umidade
mL g %

RB855453 palha 539 211 76,90
SP87-365 palha 510 229 73,77
CTC 4 palha 610 308 76,13
Bagaco 625 344 77,22
IACBIO 1249 630 350 76,25
IACBIO 1230 650 368 75,13

Para a destoxificacdo os pH dos licores concentrados foram
ajustados para 7,0 pela adicdo de oOxido de calcio (CaO), seguido de
reducdo até pH 4,0 utilizando &cido fosférico (HsPOa4). Apos esta etapa, 0
hidrolisado foi submetido ao processo de adsor¢cdo empregando-se 1%
(m/v) de carvao ativo (marca Synth) em incubadora a 50°C durante 30 min.
Ao final de cada etapa de alteracdo de pH o hidrolisado foi centrifugado,

recebendo a adicdo de carvao, e posteriormente filtrado (Figura 6). O
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mosto foi preparado a partir dos licores destoxificados e concentrados
adequando-se o pH para 4,0+0,5, suplementado com 0,1g/L d e Sulfato de
Amoénio e 0,1g/L de Fosfato de Potassio (FUGITA, 2010).

Figura 7. Processo de destoxificacdo do hidrolisado da fracdo
hemicelulésica do material (A- Adicao de CaO e Centrifugacéo, B- Adicao
de acido fosforico e Centrifugacéo, C- Adicao de carvao ativado e filtracéo).

Foram retiradas aliquotas para analises em HPLC das quantidades
de xilose, arabinose, glicose e acido acético. Foram analisados o brix (teor
de sdlidos sollveis expressos em graus brix), através de leitura direta em
refratbmetro digital, o pH por leitura em peagbmetro, acidez total titulada
expressa em g/L H2SO4 segundo Copersucar, 2001, compostos fendlicos
(g/L) de acordo com Folin e Ciocalteau (1927) e o teor de glicerol do vinho

delevurado Copersucar (2001).

3.5 Reativacao da levedura

Foi utilizada a linhagem de levedura J10 (Rhodotorula glutinis) obtida
por cultura estoque, proveniente do banco de leveduras do Laboratério de

Tecnologia do Acucar e Etanol - Microbiologia das fermentagcbes do
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Departamento de Tecnologia da FCAV - UNESP, Jaboticabal — SP (GUIDI,
2000).

Para reativacdo, o inéculo mantido em 0leo vegetal refrigerado, foi
transferido assepticamente para tubo de ensaio contendo 5mL do meio
GYMP conforme adaptacdo de Lodder (1970) mantido por 72h a 30°C
(GUIDI 2000).

Em seguida foi realizado o crescimento do in6culo com o meio
GYMP, sem a adicdo de agar, durante 24 horas a 30°C até quantidade em
massa suficiente para atingir 107 col6nias, sendo utilizado 10% a partir do

volume total da fermentacéao.

3.6 Conducdao da fermentacéo

A fermentagéo foi realizada em erlenmayers de 100mL, contendo
50mL de mosto, com trés repeticdes. Estas foram mantidas a 30°C em
shaker a 200 rotacBes por minuto.

Foi determinada a viabilidade celular, a viabilidade de brotos e o
indice de brotamentos, segundo Lee et al., (1981), no indculo, inicio (apbés
40 minutos da adicdo do mosto ao inéculo), 4, 12, 16 e 32 horas de
fermentacao.

Os célculos foram realizados através das seguintes formulas:

Viabilidade celular % = células vivas x 100/células vivas + células
mortas.

Viabilidade de brotos % = brotos vivos x 100/ brotos vivos + brotos
mortos.

indice de brotamentos % = brotos vivos x 100/ células vivas +
células mortas.

Foram retiradas amostras de cada uma das trés repeticbes da
fermentacdo, sendo em seguida compostas para a realizacdo de analises

em HPLC do consumo de acucares e da producao de etanol.

3.6.1. Rendimento Fermentativo

O rendimento fermentativo foi obtido através dos teores de aclcares
contidos no mosto e do teor de etanol no vinho (FERNANDES, 2000).
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Rendimento (%) = Alcool produzido_ x 100

Alcool tedrico
3.7 Atividade da enzima e hidrélise enzimética

3.7.1 Determinacdo da atividade enzimatica da celulase

A enzima utilizada foi a Celuclast 1.5L, cedida pelo CTBE, produzida
pela Novozymes Corp. Foi determinada a atividade da celulase como
atividade de papel de filtro e expressa em FPU por volume de enzima
original. Esta analise foi determinada de acordo com recomendac¢des da
IUPAC (ADNEY e BAKER, 1996).

A quantificacdo dos acgucares liberados no meio reacional foi

determinada de acordo com o método DNS descrito por Miller (1959).

3.7.2 Hidrélise enzimética

ApGs o pré-tratamento, o material pré-tratado foi submetido a
hidrolise enzimatica para liberacédo e quantificacdo dos acucares.

Posteriormente a secagem do residuo resultante do pré-tratamento
dos materiais estudados, a hidrélise enzimatica foi realizada, utilizando
uma concentracdo de 10% (m/v) de soélidos. O pH das amostras foi
ajustado para 4,8 (pH 6timo) e os erlenmeyers de 250mL foram fechados e
encubados em estufa microbiolégica, com agitacbes periodicas. A
temperatura utilizada durante a hidrélise foi de 50°C, anteriormente
determinada como 6tima para a enzima.

Tabela 4. Representacdo das condi¢des de hidrélise enzimética em funcao
da umidade de cada amostra.

_ Volume de _
AMOSTRA Umidade . Massa seca Enzima
tampéao

RB855453 6,8% 83,88mL 109 1,87mL
SP87-365 8,7% 82,17mL 109 1,87mL
CTC4 8,2% 82,62mL 109 1,87mL
Bagaco 8, 7% 82,17mL 10g 1,87mL
IACBIO 1249 7,8% 82,98mL 109 1,87mL

IACBIO 1230 7,2% 83,52mL 10g 1,87mL
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Para investigar as condi¢cdes de pré-tratamento e verificar quais
variaveis do processo influenciam a etapa de pré-tratamento, amostras do
liquido reacional de hidrélise (aproximadamente 2mL) foram coletadas em
periodos de tempo pré-determinado, isto é, 0, 6, 12, 24, 36, 48 e 72h, e,
entdo, fervidas por 15 minutos, em tubos identificados, para inativagao das
enzimas (RABELO et al., 2011).

. Visando a producédo de glicose, optou-se por trabalhar com carga
enziméatica de 15 FPU/g de biomassa seca da enzima celulase (RABELO et
al., 2011).

Ao final das 72h de hidrélise e coleta do liquido reacional neste
tempo, os residuos restantes foram transferidos para uma peneira de 150
mesh e lavados em agua corrente para remocdo do acucar residual
(aproximadamente 200mL agua). As amostras foram secas a 105°C e
armazenadas (RABELO et al., 2011).

3.7.3 Rendimento da hidrélise enzimética

O rendimento da reacdo ao longo de 72 horas foi calculado, de
acordo com a equacao que utiliza como base as concentracdes de celulose

presentes no material pré-tratado e a concentracdo de glicose final.

3.8 Determinacdes de macro e micronutrientes

Para determinacdo de nitrogénio total na massa seca foi retirado
uma amostra da matéria-prima desfibrada, seca em estufa a 65°C por 48
horas. Das amostras liquidas (licor e hidrolisado) foram utilizados 2mL de
cada material, previamente identificados e armazenados.

Utilizou-se o método de Kjeldahl-Rittenberg que converte o N
combinado da amostra a amonia, que é destilada e recebida em solucéo
acida. A digestdo da amostra inclui a conversdo do N-combinado ou
organico a N amoniacal com acido sulfurico concentrado e a quente.

Apos a digestdo acida da amostra, o NH4 * 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

solucdo concentrada de NaOH (18 M). A amoénia é destilada por arraste de
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vapor, sendo recebida em solucdo de acido bodrico contendo indicador e
titulada diretamente com acido sulfurico ou cloridrico padronizado. Nesse
ponto, determina-se a concentracao de N-total da amostra (TRIVELIN et al,
1973).

Potassio, calcio, magnésio, ferro, manganés, cobre e zinco foram
determinados por digestdo nitroperclorica, seguida da analise por
espectrometria de absorcdo atbmica (MALAVOLTA, et al, 1997). Apos a
digestdo, com o extrato obtido, realizou-se a determinacéo de fésforo total
por colorimetria do metavanadato que se baseia na formacdo de um
composto amarelo formado no sistema vanadomolibdofosférico em acidez
de 0,2a 1,6 N.

3.9 Poder calorifico

O poder calorifico superior foi analisado em bomba calorimétrica IKA
(C2000 Basic) acoplado a aparelho para banho de refrigeracdo IKA (KV
600 Digital). Foram realizadas andalises nos materiais in natura, apés pré-
tratamento e apods a hidrélise enzimatica.

Visando a transformacé&o dos valores obtidos para o PCS em PCI, foi

empregada a equacao descrita por Paoliello (2006).

3.10 Microscopia eletrénica de varredura

Esta analise foi desenvolvida no Laboratério de Microscopia
Eletrénica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal, e analisadas por meio de elétron-micrografias de
varredura.

As amostras secas foram posicionadas de forma a possibilitar uma
visualizagdo perpendicular ao sentido das fibras. Foram fixadas com uma
fita de carbono junto aos stubs, estrutura cilindrica metalica utilizada como
suporte para as amostras (Figura 8).

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 7).
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Em seguida procedeu-se a avaliacdo por meio de observacdo no
microscépio 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 8. Metalizacdo das amostras com ouro paladio através do
equipamento DESK Il - DENTON VACUM (A). Visualizagdo microscopica
das amostras atraves do equipamento JOEL- JSM5410 (B).

3.11 Anélise Estatistica

Os resultados da viabilidade celular, viabilidade de brotos e
brotamentos da fermentacdo, e as andlises de nutrientes obtidos, foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas
segundo o teste de Tukey (0,05) (SILVA E AZEVEDO, 2002). Os demais
resultados sdo apresentados em forma de valores médios, devido a

composicdo das amostras apara avaliacdo em HPLC.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagcdo das biomassas

4.1.1 In natura

65

A composicdo da matéria-prima in natura com relacdo a extrativos,

cinzas totais, celulose, hemicelulose e lignina, estdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacdo das biomassas in natura com relacdo as
porcentagens de extrativos, cinzas totais, celulose, hemicelulose e lignina.

% Extrativos Cinzfas Celulose  Hemicelulose Lignina
totais
RB855453 palha 18,71 1,10 32,87 29,08 25,33
SP87-365 palha 18,76 2,49 34,54 30,29 23,54
CTC 4 palha 19,96 0,94 32,87 22,05 24,87
Bagaco 1,68 2,84 44,46 36,81 25,95
IACBIO 1249 15,65 4,11 33,91 22,92 29,04
IACBIO 1230 15,14 3,51 31,04 21,30 27,93

Na caracterizacdo dos materiais, observa-se que quando se trabalha
com palha e bagaco de cana e cana energia, estes apresentam
caracteristicas distintas, principalmente quando se trata de extrativos,
sendo que o bagaco tem menos extrativos do que as demais matérias-
primas estudadas. Outros autores (LIRA et al., 2013), também observaram
menores valores de extrativos para o bagaco de cana quando comparado
com os demais tratamentos.

Este resultado pode ser explicado pelo processamento industrial do
bagaco, que passa por diversos ternos de moenda e pela embebicdo que
deve interferir na reducéo da quantidade de extrativos, que sdo materiais
ndo estruturais que podem interferir nas etapas analiticas da quantificacdo
da lignina e dos carboidratos.

Os resultados de cinzas, celulose, hemicelulose e lignina estdo de

acordo com os valores observados por outros autores, em que o bagaco
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apresenta maior teor de cinzas, maiores teores de celulose e lignina que a
palha de cana.

Rocha et al., 2012 caracterizaram quimicamente diferentes amostras
de bagaco de cana-de-acucar e verificaram composicdo meédia de 43,1%
para celulose, 25,2% para hemicelulose e 22,9% para lignina e Roviero et
al., 2015 caracterizou amostras de palha e observou composicdo média de
37,32% para celulose, 35,98% para hemicelulose e 5,52% para lignina.

N&o h& pesquisas recentes sobre caracterizacdo de cana energia,
no entanto, como pode ser observado neste estudo, que sua composicao &
equivalente a palhada de cana das variedades utilizadas, podendo
destacar uma maior quantidade de cinzas e lignina, o que pode ser
esperado, ja que essas cultivares sdo geneticamente modificadas para

serem utilizadas para a geracao de energia.

4.1.2 ApOs o pré-tratamento

A composicao da matéria-prima apés o pré-tratamento com acido
sulfarico diluido, com relacdo a cinzas totais, celulose, hemicelulose e

lignina, estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Caracterizacdo da biomassas pré-tratadas com relacdo as
porcentagens de cinzas totais, celulose, hemicelulose e lignina.

% Cinzfas Celulose Hemicelulose Lignina
totals

RB855453 palha 1,29 53,16 8,59 36,08
SP87-365 palha 2,01 43,08 10,47 39,61
CTC 4 palha 1,07 43,90 12,40 41,58
Bagaco 0,46 65,66 3,06 29,65
IACBIO 1249 1,56 63,07 3,19 30,28
IACBIO 1230 1,94 55,69 1,17 39,52

De acordo com os resultados que podem ser observados na Tabela 6,
€ possivel afirmar que a quantidade de cinzas do material pré-tratado nao
foi muito diferente da encontrada no material in natura, sendo que os dois

clones de cana energia apresentaram as maiores reducgdes.
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Os teores de celulose e lignina aumentaram significativamente sendo
0 aumento de celulose de 29 a 63% e para a lignina principalmente para a
palhada das diferentes variedades, ficando em torno de 40%.

A hemicelulose chegou a ser reduzida mais de 90% principalmente
para o bagaco e os dois clones de cana energia, esse resultado demonstra
a eficiéncia do pré-tratamento utilizado neste estudo.

Pereira et al. (2011) encontraram 43,60% de celulose; 8,75% de
hemicelulose; e 33,75% de lignina e cinzas. Wanderley et al. (2013)
encontraram 49,66% de celulose; 7,94% de hemicelulose; e 34,59% de

lignina em estudos com pré-tratamento com exploséo a vapor.

4.1.3 Apos a hidrélise enzimatica.

Apbs 72 horas da realizacdo do processo de hidrélise enzimatica, o
hidrolisado foi separado da parte solida. As caracteristicas do residuo

sélido estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Caracterizacdo das biomassas apo6s hidrélise enzimatica com
relacdo as porcentagens de cinzas totais, celulose, hemicelulose e lignina.

% Cinzfels Celulose Hemicelulose Lignina
totals

RB855453 palha 1,88 50,79 6,29 41,08
SP87-365 palha 3,16 41,77 9,04 43,15
CTC 4 palha 1,30 41,08 10,15 45,26
Bagaco 1,23 58,96 1,92 39,18
IACBIO 1249 1,36 56,31 1,32 41,66
IACBIO 1230 2,34 54,25 1,08 44,23

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo dos
materiais na Tabela 7, pode-se concluir que a hidrolise enziméatica néo foi
eficiente, jA que o material residual ainda contém em torno de 50% de
celulose, que poderia ter sido convertida em glicose pela acéo da celulase.

Considerando-se a constituicdo do material pré-tratado, a taxa de

conversdo foi de 3 a 10% em média, sendo que uma maior carga de
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enzima ou até a utilizacdo de enzimas complementares poderiam tornar
este processo mais eficiente.

Também deve-se destacar os teores de lignina que se apresentam
em torno de 40%, sendo que este material ainda tem grande potencial para
ser utilizado na co-geracao de energia elétrica, através de sua queima nas

caldeiras industriais.

4.2 Anélises realizadas no licor

4.2.1 Acucares e produtos de degradacédo da lignina

A Tabela 8 apresenta os valores de aclUcares e produtos de
degradacdo contidos no licor obtido apés o pré-tratamento com acido

sulfarico diluido.

Tabela 8. Resultados da composicdo média do licor obtido ap6s o pré-
tratamento com acido diluido com relacdo a glicose, xilose, arabinose,
acido acético e celobiose.

g/L Glicose Xilose Arabinose  Acido Acético Celobiose
RB855453 palha 1,57 17,46 2,12 1,49 Nd
SP87-365 palha 1,49 11,83 1,80 0,82 0,38

CTC 4 palha 1,58 5,87 2,81 0,56 0,47

Bagaco Nd 10,54 1,17 0,83 0,98
IACBIO 1249 2,32 15,09 1,26 1,05 0,57
IACBIO 1230 2,17 14,69 1,71 0,95 0,43

Nd: ndo detectado.

A concentracéo de xilose obtida para os tratamentos estudados neste

experimento chega a ser 11 vezes maior do que para 0s outros agucares, 0

que favorece a utilizacdo deste para pesquisas com microrganismos

fermentadores de xilose.

Pode-se observar na Tabela 8 maiores teores de glicose obtidos para

os clones de cana energia. A maior quantidade de xilose esta apresentada

no licor da palhada da variedade RB855453 sendo superior ao estudado
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por Arruda (2011) que trabalhou com bagaco de cana e obteve valores em
torno de 15 brix. Esta também apresenta os maiores teores de &cido
aceético, que sdo provenientes da quebra dos grupos acetil presentes na
hemicelulose.

A maior quantidade de celobiose foi observada no tratamento em que
se utilizou o bagaco de cana como matéria-prima, sendo esta a que
apresentou resultados inferiores aos demais tratamentos, no que se refere

a quantidade de acucares.

Tabela 9. Resultados médios de brix, pH e compostos fendlicos no licor
obtido apds pré-tratamento com &cido diluido.

Compostos fendlicos

Brix pH "
RB855453 palha 4,6 0,07 1,014
SP87-365 palha 4,3 0,44 1,019
CTC 4 palha 3,9 0,45 1,003
Bagaco 3,9 0,11 0,527
IACBIO 1249 4,6 0,06 0,794
IACBIO 1230 5,6 0,08 0,966

Os resultados médios de brix (Tabela 9) indicam pouca diferenca
entre os tratamentos, sendo que o clone de cana energia IACBIO 1230
apresenta 0s maiores valores, entretanto, sdo valores acima dos
observados por Arruda (2011). Todos os valores de pH apresentam-se
abaixo de 1, o que se explica polo uso de &cido sulfdrico durante o pré-
tratamento.

Com relacdo aos compostos fendlicos, os maiores resultados podem
ser observados para as 3 palhadas de diferentes cultivares de cana de
acucar. Arruda (2011) obteve 5,48 g/L de compostos fendlicos em seu
estudo com hidrélise &cida de bagaco de cana. Estes compostos séo
produtos de degradacao da lignina que se fazem presentes nos licores
provenientes de pré-tratamento utilizando-se acidos (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000).
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4.2.2 Avaliagéo do licor concentrado

Apdés a obtencdo do licor, este passou por um processo de
concentracdo em rotaevaporador a vacuo de simples efeito, com a intencao

de aumentar os teores de acguUcares.

Tabela 10. Resultados médios de composicao do licor apds o processo de
concentracao.

Compostos fendlicos

Brix pH "
RB855453 palha 9,9 0,87 2,337
SP87-365 palha 9,6 0,97 2,370
CTC 4 palha 11,9 1,27 3,213
Bagaco 13,3 0,71 2,001
IACBIO 1249 13,0 0,84 2,802
IACBIO 1230 12,8 0,83 2,653

Na Tabela 10 observa-se o aumento do teor de solidos soluveis,
bem como os teores de compostos fendlicos presentes que estdo cerca de
trés vezes acima dos valores maximos recomendados para 0 processo
fermentativo que deve ser de 0,5g/L segundo Amorim (2005).

Como consequéncia do processo de concentracdo a vacuo,
verificou-se o aumento do pH do licor, oposto do ocorrido em trabalho
realizado por Arruda (2011), que observou reducdo do pH como resultado
do aumento de ions H* provenientes do &cido sulfarico utilizado na
etapa de pré-tratamento.

A concentracdo se faz necessaria com o intuito de aumentar o teor

de xilose favorecendo a producéo de etanol.

4.2.3 Resultados da destoxificagdo do licor e preparo do mosto

A destoxificacdo é realizada apos o processo de concentracdo do
licor, com o objetivo da retirada de compostos que podem inibir o processo

fermentativo, sem, porém, reduzir os teores de aclUcares. Como resultado
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deste processo, temos 0 mosto, que deve estar apto para 0 processo

fermentativo.

Tabela 11. Resultados médios de glicose, xilose, arabinose e acido acético
no mosto.

g/L Glicose Xilose Arabinose  Acido Acético
RB855453 palha 2,905 41,770 7,685 1,723
SP87-365 palha 0,690 27,796 7,846 1,382

CTC 4 palha 0,617 13,365 7,974 1,557

Bagaco 3,313 67,090 8,095 3,125
IACBIO 1249 10,175 58,104 3,370 0,591
IACBIO 1230 10,361 55,182 4,746 1,718

Os maiores teores médios de glicose (Tabela 11) podem ser
observados nos licores provenientes do pré-tratamento dos clones de cana
energia. Para xilose, o maior valor foi para o bagaco de cana, que
apresenta quase 10g/L a mais do encontrado para os clones de cana
energia.

Fugita (2010) ap6s a concentracao do licor obtido do pré-tratamento
acido do bagaco de cana, obteve valores de xilose em torno de 47,71 g/L
de xilose valor inferior ao encontrado neste experimento, jA que o
tratamento utilizando-se bagaco, foi 0 que apresentou maiores resultados.

Os teores médios de arabinose foram da ordem de 7g/L para a
palhada das 3 variedades de cana. O teor médio de acido acético no mosto
provenientes do pré-tratamento do bagaco foi cerca de 3 vezes maior do
que 0s outros tratamentos.

Na Tabela 12 pode-se destacar uma pequena queda nos teores
meédios de brix quando comparados com o licor concentrados, o que indica
a efetividade do processo de destoxificacdo no que se diz respeito a

manutencao dos teores de aglcares presentes.
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Tabela 12. Resultados médios de composi¢cdo do mosto ap0s 0 processo
de concentracdo e destoxificagdo do licor com relacdo ao brix, pH e
compostos fendlicos.

Compostos fendlicos

Brix pH gL
RB855453 palha 9,1 4,17 1,598
SP87-365 palha 9,2 4,15 1,869
CTC 4 palha 11,1 4,12 2,237
Bagaco 11,9 4,11 1,646
IACBIO 1249 11,8 4,14 2,078
IACBIO 1230 12,1 4,08 2,086

Além disso, observa-se um aumento de cerca de quatro vezes no pH
de todos os tratamentos estudados, chegando a concentracdes aceitaveis
para a fermentacéo que ficam entre 4+0,5 (AMORIM, 2005).

Apesar da alta concentracdo de compostos fendlicos apds a
destoxificacdo, quando se compara com o licor concentrado (Tabela 12),
observa-se uma reducdo média de cerca de 0,5¢/L, podendo indicar que a
realizacdo de mais uma batelada deste processo, poderia reduzir ainda
mais estes compostos, fazendo com que a fermentacdo ndo seja afetada
negativamente por eles.

Considerando-se a eficiéncia da remoc¢do dos compostos fendlicos,
os resultados obtidos por Narciso et al. (2009), que obteve 91,82%, sao
superiores aos conseguidos neste estudo que foram em torno de 40% para

a palhada da variedade CTC 4 e em torno de 18% para o bagaco de cana.

4.3 Fermentacéao do licor

4.3.1 Anélises de viabilidade celular

Para o processo fermentativo, & recomendavel que a levedura
apresente viabilidade celular superior a 90% (AMORIM, 2005). Neste
estudo, a viabilidade celular do in6culo, foi de 97,96% de células vivas, no
entanto, 40 minutos apds a inoculacdo do mosto, quando se considerou o

inicio da fermentagdo, a viabilidade celular foi reduzida de modo
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significativo (Tabela 13). Esta reducao pode ser explicada pelo alto teor de
compostos que interferem na fermentagdo, como &cidos e compostos
fendlicos.

Tabela 13. Resultados de viabilidade celular, viabilidade de brotos e
brotamentos da fermentacdo do mosto obtido através da concentracédo e
destoxificacao do licor.

Mosto Viabilidade Brotamentos Viabilidade
Celular (%) (%) dos Brotos (%)
RB855453 palha 59,37BC 8,70A 29,77 A
SP87-365 palha 65,15A 8,64A 40,12A
CTC 4 palha 60,56ABC 10,25A 38,03A
Bagaco 63,23AB 9,30A 30,39A
IACBIO 1249 60,30ABC 10,20A 29,99A
IACBIO 1230 56,80C 8,34A 26,97A
Teste F 6,12** 0,36ns 2,33ns
DMS (5%) 5,63 6,47 16,28
C.V. 8,27 62,58 44,69
Tempo de
fermentacao
Inicio 66,10A 7,76C 29,67A
4 horas 63,36AB 11,79AB 36,70A
8 horas 61,15ABC 5,74C 35,14A
12 horas 56,23C 7,21C 26,02A
16 horas 58,00BC 8,33BC 33,74A
32 horas 59,66ABC 14,59A 33,99A
Teste F 5,01%* 14,22%* 1,70ns
DMS (5%) 6,46 3,64 12,63
C. V. 10,82 40,19 39,58
Mosto X Tempo 4,45% 1,78* 2,51%

Letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, ns = ndo significativo, ** = significativo 1% de probabilidade,
DMS = desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variacéo.
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Neste estudo os tratamentos utilizados foram iguais, no entanto as
biomassas sdo diferentes, o que influenciou também na diferenca
significativa dos resultados obtidos.

Ao longo da fermentacdo, foram retiradas amostras para a
verificacdo das condi¢cdes microbiologicas da levedura (Tabela 13). Entre
0S mostos estudados pode-se observar diferengas significativas para
viabilidade celular, sendo a viabilidade das células na fermentacdo com
mosto preparado a partir do clone de cana energia IACBIO 1230 inferior
aos demais.

Quando se compara os periodos de amostragem, pode-se observar
diferencgas significativas para viabilidade celular (Figura 9). No in6culo da
fermentacao, a viabilidade média entre os materiais estudados foi maior,
com posterior queda, seguida de elevacdo a partir de 12 horas de
fermentacao, o que pode ter ocorrido em virtude do processo de adaptacao

do microrganismo ao mosto.
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Figura 9. Resultado do desdobramento de brotamentos ao longo da
fermentacao do licor. Letras maiusculas para mostos DMS = 15,82; Letras
minusculas para tempos de amostragem DMS = 15,20.

Para brotamentos, houve diferenca significativa entre os tempos
avaliados (Figura 10), sendo os maiores resultados verificados em 4 e 32

horas de fermentagcdo (17,21%), considerado acima do normal, pois a
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porcentagem ideal de brotamentos em um processo fermentativo deve
variar entre 5 a 15%, de acordo com Amorim, (2005), sendo que valores
acima deste s&o indicativos de aumento da temperatura ou baixa
manutencao do fermento nas dornas.

Segundo Mutton (1998), com a intensificacdo da fermentacéo ocorre
a elevacdo da temperatura, levando ao aumento da atividade metabdlica
das leveduras, e consequentemente aumentando o brotamento.

Os resultados obtidos neste estudo sao superiores aos verificados
por Roviero et al.,, (2015) que utilizou licor de pré-tratamento acido de
palhada de cana como matéria-prima.

Entretanto, Fujita (2010), utilizando a levedura J10, observou valores
de brotamentos da ordem de 37,65%, resultados muito superiores aos

encontrados neste estudo.
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Figura 10. Resultado do desdobramento de brotamentos ao longo da
fermentacao do licor. Letras mailsculas para mostos DMS = 8,92; Letras
minuUsculas para tempos de amostragem DMS = 9,92.

Com relacéo a viabilidade de brotos da levedura ao longo do periodo
de amostragem, ndo houve diferenca significativa. No entanto, a interacéo
entre mostos e tempos de amostragem apresentaram diferencas
significativas (Figura 11). E importante que os brotos sejam viaveis, pois no
processo de producdo de etanol ha o reciclo de células ao longo de toda a

safra.
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Viabilidad
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Figura 11. Resultado do desdobramento de Viabilidade de Brotos ao longo
da fermentacdo do licor. Letras mailsculas para mostos DMS = 30,94;
Letras mindsculas para tempos de amostragem DMS = 31,50.

4.3.2 Assimilacdo de acucares na fermentacédo do licor

Na composicdo do mosto, pode-se observar que estavam contidos

trés tipos de acucares.
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Figura 12. Representacdo da assimilagdo média de glicose de quatro
materiais ao longo de 32 horas de fermentacéao.

Os teores de agucares, bem como seu consumo séo diferentes o
gue pode ser explicado em virtude dos teores destes nas diferentes

biomassas estudadas.
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O acucar encontrado em menores proporc¢des foi a glicose, sendo
esta assimilada nas primeiras quatro horas de fermentacéo (Figura 12). A
rapida assimilacdo de glicose também ja foi observado em hidrolisados de
bagaco de cana (CHENG et al., 2008).

A arabinose, no entanto, ndo foi consumida ao longo das 32 horas
no processo fermentativo. Segundo Schirmer-Michel et al., (2008), nas
primeiras 24 horas de cultivo as hexoses sao esgotadas, seguidas por
pentoses.

As maiores quantidades de xilose no inicio do processo
fermentativo, entre as palhas das diferentes variedades a RB855453 foi a
que apresentou maiores quantidades de xilose, estando abaixo apenas do

bagaco de cana (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo da assimilacdo meédio de xilose de quatro
materiais ao longo de 32 horas de fermentacao.

A assimilacdo de xilose (principal agucar do mosto de hidrolisado
hemicellulésico) no entanto ndo foi total. O sistema de transporte de
monossacarideos em S. cerevisiae tem uma afinidade cerca de 200 vezes

mais baixa para xilose do que para gilcose (KOTTER e CIRIACY, 1993).
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Em geral, em todas as fermentac¢des, houve consumo de cerca de
50% para todos os materiais estudados na quantidade de xilose ao longo
dos periodos amostrados na fermentacao.

4.3.3 Comportamento do acido acético na fermentacédo do licor

Foi possivel observar neste estudo, a producdo de &cido acético
(Figura 14), o que nao é desejavel, pois as fontes de carbono disponiveis
acabam sendo desviadas do objetivo inicial que € a producéo de etanol.

De acordo com Mcmillan (1993) durante a fermentagcdo etandlica
pode ocorrer a formagao de outros produtos, como acetato, acetona, 2,3-
butanediol, butanol, butirato, formato, isopropanol, lactato, 1,2-propanediol
(propilenoglicol), e/ou succinato. A quantidade e o tipo do coproduto
formado variam com o microrganismo e de acordo com a composi¢cao do
substrato.

O aumento da concentracdo de acido acético nos licores pode ter
ocorrido por ocasido da utlizacdo do etanol como substrato pelas
leveduras, pela conversdo do etanol em acetaldeido, e este em acetato
(WALKER, 1998); ou em &cido acético por processos de oxidacao.
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Figura 14. Representacao da producdo média de acido acético ao longo de
32 horas de fermentacéao.
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4.3.4 Producao de etanol na fermentacgéo do licor

Observou-se que houve aumento na quantidade de etanol produzido
ao longo dos periodos de amostragem em todos os tratamentos estudados
(Figura 15), o que pode ter acontecido em virtude da utilizacdo de
diferentes biomassas.

O processo fermentativo foi conduzido até 36 horas, baseado em
estudos realizados por Roviero et al., 2015, que observaram que a partir de
36 horas, ocorreu perda nos teores de etanol produzido.

A produgdo de etanol neste estudo foi positiva, embora tenha
apresentado teores de etanol inferiores comparando-se as producdes
obtidas a partir de caldo de cana.

Por outro lado, quando comparada com resultados obtidos por
Fugita, (2010), utilizando a levedura J10 em licor obtido a partir de bagaco

de cana concentrado e destoxificado, a quantidade produzida de etanol foi

superior.
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Figura 15. Representacdo da producdo média de etanol ao longo de 32
horas de fermentacéo.

4.3.5 Andlise do rendimento fermentativo

Na Figura 16 estdo apresentados os valores de rendimento da

fermentacdo dos licores provenientes das diferentes biomassas. Os
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maiores rendimentos podem ser observados na palhada da variedade de
cana CTC 4 (21,1%), e nos clones de cana energia IACBIO 1230 (21,0%) e
IACBIO 1249 (22,9%).

Estes resultados podem ser explicados pela alta concentracdo de
contaminantes, principalmente de acido acético, que no tratamento em que
se utilizou o bagaco de cana (rendimento de 3,3%), os teores de acido
foram até 3g/L superiores aos demais tratamentos.
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Figura 16. Resultados do célculo de rendimento da fermentagdo do licor
(%) das biomassas estudadas.

Outro fator determinante no rendimento da fermentag&o dos licores
foram os teores de nutrientes contidos em cada tratamento. Observando-se
os teores de Potassio (2,50 mg/Kg), Magnésio (1,50 mg/Kg), Zinco (0,25
mg/Kg), Manganés (3,25 mg/Kg), Ferro (0,00 mg/g), Nitrogénio (0,06
mg/Kg) e Fosforo (3,15 mg/Kg) no tratamento com bagaco de cana, €
possivel verificar que estes valores sao inferiores aos valores observados
nos tratamentos a partir de cana energia que apresentaram os melhores

rendimentos.

4.3.6 Analises do vinho ap6s a fermentac¢éo do licor

Na Tabela 14 é possivel observar os valores médios obtidos da
analise do vinho obtido apds a fermentagéo do licor.
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Tabela 14. Resultados médios de brix, pH, acidez total e glicerol no vinho
obtido apos a fermentacéo do licor.

Acidez Total g/L Glicerol

Brix PH H2S04 g/L

RB855453 palha 8,3 3,54 4,9 3,88
SP87-365 palha 8,1 3,68 3,79 5,12
CTC 4 palha 9,2 3,70 3,79 7,14
Bagaco 10,6 3,55 4.9 2,51
IACBIO 1249 9,0 3,78 3,92 8,95
IACBIO 1230 9,6 3,79 4,16 10,97

Comparando-se os teores de brix avaliados ao final da fermentacéo,
com os Vvalores obtidos no mosto, é possivel concluir que foram
consumidos de 1 a 3% do total de solidos soluveis presentes. Este
resultado pode ser justificado pela arabinose que nao foi metabolizada pela
levedura, além da xilose que n&o foi consumida completamente. A grande
quantidade de compostos fendlicos presentes, pode ter interferido
negativamente na atividade da levedura, influenciando no ndo consumo
total dos acucares disponiveis.

Ainda neste contexto, observa-se na Tabela 20 a reducdo do pH e o
aumento da acidez total, o que pode indicar contaminacao da fermentacao
por outros microrganismos, ou que a levedura, por condi¢cdes adversas,
tenha produzido acidos.

O glicerol € composto secundario formado em maior quantidade nas
células de leveduras, e este subproduto da fermentacdo compete com a
producdo de etanol pela utilizacdo do poder redutor do NADH, pois esta
presente na mesma via de obtencdo do etanol (LEHNINGER, 2000). Por
isso quando had o aumento da producéo de glicerol tem-se menos etanol
produzido (AMORIM et al., 2005).

No geral, este valores de glicerol sdo considerados muito altos em
comparacao com os resultados obtidos por Arruda, 2011, que observou

valores em torno de 4g/L.
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4.4 Hidrdlise enzimatica da celulignina

4.4.1 Atividade da enzima celulase

Neste estudo, utilizou-se a enzima Celuclast 1.5L cedida pelo CTBE,
e sua atividade foi medida atraveés leitura da absorbancia da curva padréo
de glicose (DNS), sendo assim foi possivel tracar um grafico linear da
concentracdo de glicose em funcdo da absorbancia, obtendo assim uma
equacgao que relaciona as duas grandezas.

A partir das leituras das absorbancias obtidas apos hidrolise
enzimatica do papel filtro e utilizando a equacao obtida através da curva
padréao de glicose foi possivel determinar a concentracédo dos ART liberada
pela enzima em cada um dos ensaios. Assim, tragou-se uma reta
relacionando-se a concentracdo da enzima em cada uma das diluicbes em
funcdo da massa de glicose liberada por 0,5mL dessa enzima diluida,

determinando-se a atividade enzimatica (Figura 17).

0,0055 -

Celuclast 1.5L |
0,005 - ABS |Agucar Diluigao

1,142 | 40168708 | 0,005
0,0045 - | 1.0495 [ 36915113 | 0,0033333

0,884 | 31093816 | 0,0025

FPU
0,004 - |o0,0046 50434783
0,0035 -
0,003 -
y = 0,0026x - 0,0058
0,0025 -
0,002 . . | | ; .
3 3,2 3,4 3,6 3,8 4 4.2
Celuclast 1.5L  ——Linear (Celuclast 1.5L)

Figura 17. Representagao grafica da atividade da enzima celuclast 1.5L.

Para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada
na liberacdo de 2,0mg de glicose, ou seja, 2,0/0,18016 pmol de 50mg de

papel de filtro por 0,5mL de enzima diluida em 60 minutos de reacéo. Neste
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experimento, como pode-se observar na Figura 28, a atividade da enzima
foi de 80,43 FPU.

4.4.2 Processo de hidrélise enzimatica

Para que ocorra a hidrélise enzimética é importante considerar o0s
seguintes fatores: temperatura, tempo, pH, carga enzimética, concentracao
de substrato, concentracdo de produtos e caracteristicas estruturais da
biomassa.

Nesta etapa do experimento, para as seis matérias-primas
estudadas, optou-se por utilizar uma carga enzimatica de 15 FPU/g de
biomassa, além de pH 4,8 e temperatura 50°C.

Os resultados médios de glicose obtida ao longo de 72 horas de

hidrélise estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Representagcdo grafica dos resultados médios de obtencdo de
glicose ao longo de 72 horas de hidrélise enzimatica.

A hidrdlise da celulose é caracterizada por um reagente insoluvel
(celulose) e por um catalisador soltvel (enzimas). A estrutura da celulose e
o modo de ac¢do da enzima influenciam a reagdo. E um processo lento, ja

gue a celulose de origem biolégica tem uma estrutura altamente cristalina e
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0 numero de sitios ativos disponiveis na enzima € limitado (RABELO,
2007).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que houve
um aumento na quantidade de glicose em todos os tratamentos estudados
ao longo de 72 horas. As maiores quantidades podem ser observadas nas
palhadas da variedade RB855453 e da variedade CTC 4. As menores
quantidades sé&o observadas nos dois clones de cana energia.

O acucar obtido da quebra da celulose € a glicose, que é faciimente
metabolizada e convertida a etanol pela levedura Sacharomyces
cerevisiae, inclusive com as cepas selecionadas, utilizadas atualmente nas
indUstrias sucroenergéticas.

No entanto, os valores obtidos ainda sdo baixos para serem
utilizados em uma fermentacdo adequada. Neste caso, sugere-se que
sejam estudadas novas cargas de enzima e utilizagdo de enzimas
auxiliares, para aumentar a conversdo de celulose em glicose. Estudos
sobre concentracdo de acucares e composicdo com outros materiais, como
o caldo de cana e o melaco, avaliando-se diferentes proporcdes de

hidrolisado.

Tabela 15. Resultados médios de brix, acidez total e compostos fendlicos
no hidrolisado.

Brix Acidez Total Compostos

g/L H2SO4 fendlicos g/L
RB855453 palha 3,6 0,72 0,341
SP87-365 palha 3,6 0,67 0,338
CTC 4 palha 3,9 0,91 0,469
Bagaco 2,9 0,53 0,188
IACBIO 1249 2,6 0,60 0,504
IACBIO 1230 19 0,64 0,426

A guantidade de soélidos soluveis (brix) obtidos apés 72 horas de
hidrélise (Tabela 15) com a enzima celulase ndo € suficiente para a

fermentacdo utilizando-se a levedura Sacharomyces cerevisiae,
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considerando-se que os valores industrialmente utilizados estédo ente 18 e
21. Os acucares sao imprescindiveis para que ocorra a inibicdo das
enzimas da respiracdo da levedura, ocorrendo a producdo de etanol
através do Efeito crabtree.

A acidez total do hidrolisado, exceto para o tratamento em que
utilizou o bagaco, esta em niveis aceitaveis para o processo fermentativo,
bem como a quantidade de composto fendlicos, devendo atingir até 0,8 /L
de H2S0O4 e 0,5g/L respectivamente.

Quando comparado com os resultados de compostos fendlicos no
licor, os resultados para estes componentes no hidrolisado s&o muito
inferiores. Estes valores sdo considerados aceitaveis, segundo Amorim

(2005) para uma fermentacao eficiente.

4.4.3 Rendimento da hidrélise enzimética

Na figura 19 estdo apresentados os resultados de rendimento da

hidrélise enzimética.
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Figura 19. Resultados do calculo de Rendimento da hidrélise enzimética
(%) para as biomassas estudadas.

Normalmente, hidrélises enzimaticas possuem um rendimento de
acucar menor que 20%, enquanto que, se uma etapa de pré-tratamento for

utilizada, o rendimento pode alcancgar até >90% (LYND, 2002).
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Comparando-se os resultados obtidos neste experimento com os da
literatura, apdés o pré-tratamento com &cido diluido, os mesmos estédo
abaixo dos observados por outros autores sendo 0s menores valores
obtidos pelos clones de cana energia.

A cristalinidade da celulose, area superficial especifica, grau de
polimerizagdo, protegdo da celulose pela lignina e hemicelulose, séo
consideradas fatores que interferem na eficiéncia de hidrélise (KIM e
HOLTZAPPLE, 2006).

4.5 Nutrientes nas biomassas

Nas Tabelas 16 a 21 estdo apresentados o0s resultados da
quantificacdo de nutrientes nas biomassas.

Avaliando-se os resultados dos materiais estudados, nota-se que 0s
valores obtidos dos nutrientes apresentam diferencas significativas em
todos os tratamentos, sendo 0s menores valores encontrados no bagaco
de cana. Esses valores de nutrientes estdo abaixo dos valores
considerados adequados para o estado de Sao Paulo analisados por
Malavolta et al (1997) que utilizou folhas +3 de cana-planta com 4 meses.

Os nutrientes presentes na matéria seca in natura (Tabela 5 e 6)
podem ser incorporados no processo fermentativo se forem solubilizados
para o licor no processo de pré-tratamento, podendo ser aproveitados
pelas leveduras juntamente com o substrato.

Ap0ds o processo de pré-tratamento, pode-se observar grande reducao
nos teores de nutrientes, o que indica a solubilizacdo destes para 0 meio
liquido (licor), podendo assim ser utilizado no processo fermentativo.

Para todos os nutrientes, exceto o sodio, houve diferenca significativa
entre os teores encontrados nos diferentes tratamentos. O potassio foi o
nutriente que apresentou maior redu¢cdo quando se compara o material
seco in natura, com o material seco pré-tratado.

A préxima etapa pela qual este material vai passar é a hidrdlise
enzimatica, objetivando a quebra da celulose em moléculas de glicose que

possam ser fermentadas a etanol. Aléem de glicose, para que ocorra uma



87

fermentacao eficiente, € necessario que haja nutrientes, os quais podem
ser transferidos da matéria seca para o hidrolisado.

Para que ocorra um processo de fermentacdo € necessario que se
tenha acucares, temperatura, pH, vitaminas e nutrientes em quantidades
ideais, o que melhora o desempenho da levedura na producéo de etanol.

Com relacdo aos teores de nitrogénio, a levedura Saccharomyces
cerevisiae utiliza esse elemento nas formas amoniacal (NH4*), amidica
(uréia) ou aminica (na forma de aminoacidos) sendo a presenca deste
nutriente fundamental para a quantidade e tipo de alcool produzido (LIMA
et al., 2001).

O fosforo, é de extrema importancia para que ocorra a formacgéao de
alcool durante a fermentacéo. Além de favorecer a acédo das leveduras, o
fésforo também aumenta o rendimento alcodlico da fermentacéo.

O Magnésio, desempenha um papel importante no crescimento das
leveduras como co-fator de muitas reacdes metabdlicas. O Cobre e ferro
Sdo necessarios em pequenas quantidades, na fase de multiplicacdo e
crescimento da levedura. Zinco e manganés atuam como ativadores
enzimaticos na glicolise (AMORIM, 2005), sendo que neste estudo, na
andlise do hidrolisado enzimatico, nao foram detectadas quantidades de
manganés e magneésio.

Considerando-se que a hidrélise enzimatica foi realizada a partir de
substrato (celulignina) que continha baixos teores de nutrientes, a pequena
quantidade de nutrientes no hidrolisado é justificada.

Estudos posteriores podem ser realizados visando suplementacdes
com sais, ou até com caldo de cana ou melago de proporcdes variadas, ja
que as quantidades existentes sdo insuficientes para uma fermentacao
adequada.

ApoOs todas as etapas percorridas neste estudo com as 6 diferentes
matérias-primas, é importante que se conheca o material resultante, a fim
de avaliar os processos de conversdo, além do conhecimento da
composicao dos residuos para que se avalie qual a melhor destinacao que

deve ser dada.
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Pode-se considerar ainda, que alteracdes nos processos de pré-
tratamento e hidrolise, podem solubilizar maiores quantidades de

nutrientes, que sao imprescindiveis para o processo fermentativo.
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Tabela 16. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sédio, nitrogénio e fésforo
na palha da variedade RB855453 in natura, apds o pré-tratamento, ap6s a hidrolise enzimética, no licor e no hidrolisado

enzimético.
RB855453 palha Potassio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Calcio Ferro Sodio  Nitrogénio  Fdsforo
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/g) (mg/g) (mg/Kg) (mg/Kg)
In natura 150,00A 13,25A 2,25D 6,50A 67,25A 19,00A 18,85A 0,75B 0,58A 7,27A
ApOs pré-
1,00C 2,25BC 4,25BC 3,50B 1,25C 9,75B 2,45C 0,62BC 0,29B 4,56B
tratamento
Apos hidrdlise
enzimatica 0,25C 0,50D 2,75CD 4,00B 0,00C 3,75C 0,45D 0,80B 0,64A 4,45B
Licor 19,00B 2,75B 12,25A 0,00C 23,50B 3,50C 8,15B 0,45C 0,32B 4,99B
Hidrolisado 0,00C 1,00CD 5,75B 3,00B 2.00C 4,25C 0,00D 1,70A 0,06C 4,23B
Teste F 551,37** 351,86*  135,10*  25,03** 895,45** 341,46**  429565*  82,13* 50,80* 243,67**
DMS (5%) 12,96 1,31 1,61 2,16 4,48 1,67 0,56 0,249 0,15 3,03
C.V. 14,15 12,34 11,05 23,71 8,86 7,73 3,49 10,74 15,09 12,39

Letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =

desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variacao.
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Tabela 17. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sodio, nitrogénio e fésforo
na palha da variedade SP87-365 in natura, ap0s o pré-tratamento, apds a hidrélise enzimatica, no licor e no hidrolisado enzimatico.

RB855453 palha Potassio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Calcio Ferro Saodio Nitrogénio  Fosforo

(mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/9) (mglg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)

In natura 123,50A 17,25A 2,50D 3,50A 49,50A 48,25A 29,68A 0,65C 0,48A 32,71A

ApOs pré-
tratamento 0,25C 2,00C 2,75D 1,75A 1,00C 14,50B 8,77B 0,60C 0,37AB 5,10C
Apos hidrdlise

enzimatica 0,00C 0,50C 6,00C 3,00A 0,00C 9,75C 12,45B 0,92B 0,46A 5,64BC
Licor 39,50B 5,00B 12,25A 2,00A 24,00B 6,50C 12,20B 0,50C 0,39AB 10,54B
Hidrolisado 0,50C 0,75C 9,25B 2,25A 2,25C 5,50C 0,00C 1,75A 0,048B 3,80C

Teste F 836,78** 137,66**  223,97**  2,77ns 1059,54*  372,18** 48,68** 95,49** 4,44* 129,96**
DMS (5%) 8,61 2,78 1,31 2,04 3,08 4,31 7,20 0,24 0,39 4,94
C.V. 9,78 20,33 7,44 30,33 7,46 9,50 21,21 10,19 41,28 15,90

Letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =
desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variacao.
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Tabela 18. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sodio, nitrogénio e fosforo
na palha da variedade CTC 4 in natura, ap0s o pré-tratamento, apés a hidrélise enzimatica, no licor e no hidrolisado enzimatico.

RB855453 Potassio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Célcio Ferro Sadio Nitrogénio  Fésforo
palha (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/g) (mg/g)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
In natura 79,50A 14,50A 4,00C 4,00A 25,75A 22,00A 19,12A  0,70BC  0,66AB 28,90A
ApOs pré-
0,75C 2,00C 325C  2,00BC 0,00D 8,50B 1,97C 0,62C 0,52B 10,86C
tratamento
Apos hidrolise
L 0,00C 0,50D 8,00B  3,00AB 0,00D 8,75B 5,20B 0,82B 0,79A 6,73CD
enzimatica
Licor 61,75B 6,75B 10,25A  2,91AB  10,75B 9,25B 5,02B 0,65C 0,84A 23,36B
Hidrolisado 1,00C 0,75D 0,00D 1,50C 1,25C 2,75C 0,00D 1,57A 0,17C 3,90D
Teste F 664,29**  4217,25**  218,58**  12,29**  2700,95**  218,86** = 678,87**  141,83*  42,44*  124,74*
DMS (5%) 7,02 0,42 1,27 1,28 0,99 2,23 1,34 0,15 0,19 4,53
C.V. 9,13 3,23 9,30 17,84 4,91 8,09 7,97 6,64 11,78 11,41

Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =

desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variagéo.
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Tabela 19. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sodio, nitrogénio e fosforo

no bagaco in natura, apés o pré-tratamento, apos a hidrélise enzimatica, no licor e no hidrolisado enzimatico.

RB855453 palha Potassio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Calcio Ferro Sodio  Nitrogénio  Fdsforo
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/g) (mg/g) (mg/Kg) (mg/Kg)
In natura 12,00A 4,25A 8,25B 2,25AB 14,50A 6,25A 26,45A 0,82B 0,24C 16,84A
Apos pré-
0,00C 1,00BC 1,00D 0,75BC 0,50CD 1,00B 2,51C 0,67B 0,41A 1,95B
tratamento
Apbs hidrdlise
L 0,00C 0,00C 500C 1,75ABC 0,00D 0,00B 6,57B 0,70B 0,32B 10,86AB
enzimatica
Licor 2,50B 1,508 10,25A 0,25C 3,25B 5,50A 0,00C 0,70B 0,06D 3,15B
Hidrolisado 0,25C 0,25BC 1,25D 3,25A 1,50C 1,00B 0,00C 1,62A 0,06D 3,36B
Teste F 712,00%* 38,58** 151,27*  11,79*  415,14* 95,71** 264,61**  56,11**  109,52** 5,10*
DMS (5%) 0,90 1,27 1,56 1,61 1,37 1,37 3,19 0,25 0,06 13,25
C.V. 11,37 33,88 11,28 36,49 12,97 18,63 16,69 10,41 11,40 68,08

Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =

desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variagao.
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Tabela 20. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sodio, nitrogénio e fésforo

no clone de cana energia IACBIO 1249 in natura, ap0s o pré-tratamento, apos a hidrolise enziméatica, no licor e no hidrolisado
enzimatico.

RB855453 Potassio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Célcio Ferro Sadio Nitrogénio  Fosforo
palha (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/g) (mg/g)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
In natura 62,50A 18,50A 9,75A  5,25AB 34,25A 19,00A 29,27A 0,72B 0,37A 14,89A
Apos pré-
1,75C 1,50C 11,00A 0,75B 1,25C 0,75D 2,67C 0,60D 0,25B 4,01D
tratamento
Apos hidrdlise
L 0,25C 0,00C 1,25C 1,50AB 0,00C 0,00D 2,22C 0,70BC 0,41A 6,41C
enzimatica
Licor 19,75B 6,75B 1,75C 6,25A 16,008 7,75B 11,52B 0,62CD 0,298 11,08B
Hidrolisado 2,25C 1,00C 7,75B  3,50AB 2,25C 3,25C 0,00C 1,75A 0,08C 4,99CD
Teste F 78,58*  121,56*  205,75* 4,30 121,68*  373,96*  117,46**  574,05**  70,47**  103,29*
DMS (5%) 13,92 3,25 1,47 5,23 6,18 1,87851 5,19 0,09 0,07 2,10
C.V. 29,92 21,79 8,69 56,41 21,39 11,35 21,13 4,02 9,34 9,43

Letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =
desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variacao.
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Tabela 21. Resultados médios dos nutrientes potassio, magnésio, cobre, zinco, manganés, calcio, ferro, sodio, nitrogénio e fésforo
no clone de cana energia IACBIO 1230 in natura, ap0s o pré-tratamento, ap0s a hidrélise enzimatica, no licor e no hidrolisado

enzimatico.
RB855453 Potadssio  Magnésio Cobre Zinco Manganés Célcio Ferro Saodio Nitrogénio  Fosforo
palha (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/g) (mg/g) (mg/Kg)  (mg/Kg)
In natura 63,75A 26,50A 11,25A 4,00A 40,00A 39,75A 19,57A 0,62BC 0,63A 30,21A
Apbs pré-
3,75C 2,00C 8,75AB 1,00B 2,50CD 0,25C 1,37CD 0,57C 0,32AB 5,21B
tratamento
Apos hidrdlise
L 0,25C 0,00D 1,75C 0,00B 0,00D 0,00C 2,85C 0,72B 0,58A 6,52B
enzimatica
Licor 15,50B 6,00B 1,75C 0,75B 13,00B 7,75B 11,20B 0,65BC 0,40AB 8,58B
Hidrolisado 1,25C 1,00CD 6,25B 0,75B 2,75C 7,25B 0,00D 1,27A 0,09B 3,58B
Teste F 316,63**  736,80*  5555*  1935%  817,092*  15841*  388,16**  98,57* 4,86* 30,35*
DMS (5%) 7,04 1,90 2,63 1,64 2,70 6,10 1,95 0,13 0,46 9,29
C.V. 15,49 9,96 16,49 47,11 8,64 20,63 10,39 6,50 41,54 31,93

Letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, ** = significativo 1% de probabilidade, DMS =

desvio minimo significativo, C.V. = coeficiente de variacao.
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4.6 Resultados das anélises de poder calorifico das biomassas

O poder calorifico € a quantidade de energia na forma de calor
liberada pela combustdo de uma unidade de massa do material
combustivel. O conteludo energético das biomassas € quantificado pela
unidade do poder calorifico (kcal/kg). As caracteristicas de calor, fumaca e
cinzas geradas na combustdo sdo bastante influenciadas pelas

composic¢des quimicas do material (ROCCO, 2011).
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Figura 20. Poder calorifico superior e inferior (Kcal/Kg) das biomassas
estudadas in natura, apos o pré-tratamento e apés a hidrélise enzimatica.

A partir da figura 20 é possivel observar o comportamento do poder
calorifico inferior (PCI) e o poder calorifico superior (PCS), nas biomassas
in natura, ap0s o pré-tratamento e ap6s a hidrolise enzimatica. A partir
desta analise observa-se ao longo das etapas, que o poder calorifico
aumentou, sendo que dos materiais in natura para 0s materiais apos a
hidrolise enzimatica o aumento foi em torno de 500 a 1000kcal/Kg para os

tratamentos.

4.7 Resultados da anélise de microscopia eletrénica de varredura

A morfologia dos granulos foi observada através de MEV com
aumentos de 50 a 1.000 vezes, o que torna possivel observar as alteracdes

estruturais das fibras lignocelulésicas das biomassas.

PCI
RB855453 SP87-365 CTC4 IACBIO 1249  IACBIO 1230
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4.7.1 MEV da biomassa (palha) da variedade RB855453 in natura, apos
0 pré-tratamento e apods a hidrolise enziméatica

faze 4 X piy sH . \, < 1éf""’,\€h‘a?1
Figura 21. Analise de microscopia eletrbnica de varredura RB855453
(palha) in natura (A — aumento de 150x; B — aumento 1000x).

Figura 22. Andlise de microsopia eletronica de varredura RB855453
(palha) pré-tratada (A — aumento de 150x; B — aumento 1000x).

Figura 23. Andlise de microscopia eletrénica de varredura RB855453 (palha) ap6s
hidrélise enzimatica (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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4.7.2 MEV da biomassa (palha) da variedade SP87-365 in natura, apos
0 pré-tratamento e apods a hidrolise enziméatica
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Figura 24. Analise de microscopia eletrbnica de varredura SP87-365
(palha) in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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Figura 25. Analise de microscopia eletrénica de varredura SP87-365 (palha) pré-

Figura 26. Andlise de microscopia eletrbnica de varredura SP87-365

(palha) ap6s hidrélise enzimatica (A — aumento de 50x; B — aumento
1000x).
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4.7.3 MEV da biomassa (palha) da variedade CTC 4 in natura, ap0s o
pré-tratamento e apés a hidrolise enzimética
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Figura 27. Analise de microscopia eletrénica de varredura CTC 4 (palha) in
natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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Figura 28. Andlise de microscopia eletronica de varredura CTC 4 (palha)
pré-tratada (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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Figura 29. Andlise de microscopia eletrdnica de varredur CTC 4 (pal
apos hidrolise enziméatica (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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4.7.4 MEV da biomassa bagaco de cana in natura, ap0s o preé-
tratamento e apos a hidrolise enzimatica
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Figura 30. Analise de microscopia eletrbnica de varredura bagaco de cana
da in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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Figura 31. Analise de microscopia eletrénica de varredura bagaco de cana
pré-tratado (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).

Figura 2. Andlise de microscopia eletrénica de varredura bagaco de cana
apos hidrolise enziméatica (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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4.7.5 MEV da biomassa cana energia IACBIO 1249 in natura, ap6s o
pré-tratamento e apés a hidrolise enzimética
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Figura 34. Andlise de microscopia eletrénica de varredura IACBIO 1249
(cana energia) pré-tratada (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).

Figura 35. Andlise de microscopia eletronica de varredura IACBIO 1249
(cana energia) ap6s hidrélise enzimatica (A — aumento de 50x; B —
aumento 1000x).
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4.7.6 MEV da biomassa cana energia IACBIO 1230 in natura, apos o
pré-tratamento e apés a hidrolise enzimética
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Figura 36. Andlise de microscopia eletrénica de varredura IACBIO 1230
(cana energia) in natura (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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Figura 38. Analise de microscopia eletrénica de varredura IACBIO 1230
(cana energia) pré-tratada (A — aumento de 50x; B — aumento 1000x).
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O bagaco, a palha e os clones de cana energia em sua forma in
natura apresentam estruturas rigidas com fibras ordenadas. O que é
possivel visualizar através das imagens sdo 0s materiais ap0s passarem
por moinho de facas. A superficie compacta e pouco porosa dos materiais
in natura, dificulta o acesso as enzimas para a quebra da celulose.

Para facilitar o processo de hidrdlise foi realizado um pré-tratamento
com acido diluido, sendo suas imagens obtidas através do MEV avaliadas
ao longo desta pesquisa.

ApOs o0 pré-tratamento, verificou-se fragmentacdo da estrutura
morfolégica do material lignocelulésico, preservado em grande parte, pois,
embora o pré-tratamento tenha proporcionado uma abertura na estrutura
morfolégica dos materiais estudados, boa parte do material permaneceu
intacto, dificultando a acessibilidade de reagentes quimicos ou bioldgicos.

Foi possivel observar pequenas mudancas estruturais no material
tratado que se apresentou mais reduzido e desestruturado em relacédo a
sua morfologia original.

A guantidade de ranhuras e a rugosidade das biomassas se tornaram
mais acentuadas demonstrando a separacao parcial da compacta estrutura
lignocelulésica. Por meio das imagens nao foi possivel perceber diferencas
significativas no nivel de desestruturacdo da morfologia entre as biomassas
estudadas.

Como o pré-tratamento ndo remove a lignina, a presenca desta nao
permite a visualizagdo de microfibrilas de celulose desprendidas da matriz.
Sendo assim, a desestruturacdo da parede celular ocorre apenas no nivel
macro, deixando as microfibrilas intactas, ndo ocorrendo a desfibrilacédo
das biomassas.

Com relacdo aos materiais ap0s a hidrolise enzimética, observa-se
uma desorganizacdo do material lignocelulésico e as fibras mais
desestruturadas. Estas apresentam um desgaste visivelmente superior das
fibras quando comparadas com o0s materiais pré-tratados, indicando que

houve maior disponibilidade do material ao tratamento enzimatico



103

5. CONCLUSOES

As caracteristicas das estruturas das biomassas estudadas sé&o
diferentes quanto a composicao lignoceluldsica. Apds o pré-tratamento com
acido sulfdrico diluido h4 aumento de celulose de 29 a 63%, e 40% para
lignina.

As analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV)
possibilitaram melhor visdo das caracteristicas das biomassas
lignocelulésicas.

ApGs o processo de concentracdo e destoxificacdo do licor, atraves
da levedura Rhodotorula glutinis, foi possivel a fermentacdo com
rendimento em etanol em torno de 21% para a CTC 4 e as biomassas de
cana energia.

O consumo de xilose em 32 horas de fermentacao foi em torno de
50% em todos os tratamentos, indicando a possibilidade da producéo de
maiores quantidades de etanol.

A viabilidade celular, apresentou-se menor para a biomassa de
palha de cana. Os maiores resultados verificados para brotamentos foram
em4e
32 horas de fermentacdo que ficaram em torno de 17,21%. A viabilidade de
brotos manteve-se ao longo de 32 horas de fermentagao em 40%.

Na hidrélise enzimatica, o maior rendimento na conversdo de
celulose a glicose foi para a biomassa da variedade CTC 4, que foi 30%
maior que o clone de cana energia IACBIO 1230.

Observando-se os teores de Potassio, Magnésio, Zinco, Manganés,
Ferro, Nitrogénio e Fésforo os resultados foram inferiores, no tratamento
com bagaco de cana, aos valores observados nos tratamentos a partir de
cana energia, que apresentaram os melhores rendimentos.

No hidrolisado enzimatico, foram observadas pequenas quantidades
de nutrientes, indicando a necessidade de suplementacéo para 0 processo
fermentativo.

Houve aumento em torno de 500 a 1000kcal/Kg para os tratamentos
com relacdo ao poder calorifico dos materiais in natura para os materiais

apos a hidrolise enzimatica.
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