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AVALIACAO DA FiRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE SORGO E
CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS ALIMENTICIOS E BEBIDAS

RESUMO - O cultivo da cultura do sorgo vem crescendo de modo significativo,
objetivando o uso desta planta para a producdo de etanol combustivel e alguns
alimentos (xarope, bebidas alcodlicas e vinagre). Sendo assim, a presente pesquisa
foi separada em trés partes, a primeira teve como objetivo: 1) Avaliar o desempenho
do sorgo sacarino (Malibu J53) com e sem o uso de fitorregulador etefom no cultivo
da matéria-prima, utilizando-se duas estirpes de leveduras (PEDRA-2 e FT-858L) no
processo fermentativo para determinar o potencial de producéo de etanol combustivel
e a interacdo entre o regulador vegetal e os indculos (Capitulo 2). Neste estudo, foi
observado que a aplicagdo do etefom ndo restringiu a formacgéo da panicula, apenas
retardou o crescimento, resultando em uma panicula 20 centimetros menor e
diminuicdo da massa Umida em 6,8 t.ha, com pequeno acrescimento no acumulo de
acucares. Dentre as leveduras utilizadas no processo fermentativo, a PE-2 apresentou
maior adequacdo ao mosto de sorgo sacarino e ao uso do etefom. Com relacéo a
produtividade de etanol, o uso do etefom resultou em reducédo da produtividade de
etanol em 711,92 L.hal, embora ndo significativa, com produtividade de até 5387,26
litros de etanol.ha. Conclui-se que o uso do etefom no cultivo do sorgo sacarino
Malibu J53 nado favorece uma melhor qualidade quimico-tecnoldégica do caldo e
aumento na producdo de etanol, com melhor desempenho fermentativo para a
levedura PE-2. A segunda parte, teve como objetivo: 1l) Avaliagdo e viabilizacdo do
processo enzimatico e fermentativo, em escala laboratorial, objetivando o uso de
graos de sorgo granifero (branco e roxo) como matéria-prima para producao de etanol
(Capitulo 3). De acordo com o tratamento enzimatico realizado, a hidrélise do amido
foi quase total na primeira etapa com o tratamento fisico e uso do TSC (a- amilase).
Durante o processo fermentativo, foram obtidas as concentracdes de etanol de 5,28%
para o farelo roxo e 6,98% para o farelo branco. Conclui-se que os farelos roxo e
branco de sorgo granifero apresentam elevado potencial para aplicabilidade para
processos fermentativos e o tratamento fisico (temperatura) e a enzima a-amilase
apresentam potencial para ser utilizados para os farelos. A terceira parte, teve como
objetivo: IIl) Avaliacdo e caracterizacdo fisico-quimica de produtos alimenticios
oriundos de uma biorrefinaria exclusiva de sorgo sacarino, a qual produziu xarope,
vodca, uisque e vinagres de sorgo sacarino (claro e escuro), realizado na Heckemeyer
Biorefinery nos EUA (Capitulo 4). O xarope de sorgo sacarino apresenta concentracao
total de 48,07% de acucares, além disso, elevada concentracdo de antioxidantes
comparado a outros xaropes comerciais. Foram observados para a vodca e uisque a
concentracdo de etanol de 46,67% e 48,61%, respectivamente. Ambos 0s vinagres
produzidos de sorgo sacarino (claro e escuro) destacam-se comparados a outros
vinagres comerciais de diferentes matérias-primas, decorrente a elevada
concentragéo de antioxidantes e corantes fendlicos. Sendo assim, conclui-se que o
xarope e vinagre produzidos destacam-se perante produtos comerciais com elevada
concentracdo de antioxidantes e a necessidade de mais estudos para comparar a
vodca e uisque de sorgo sacarino com outros destilados.

Palavras-chave: Sorghum bicolor L. Moench, Etefom, Fermentacdo alcodlica,
Saccharomyces cerevisiae, Fermentacao acética.



Vi

EVALUATION OF ETHANOL PRODUCTION USING SORGHUM AND
CHARACTERIZATION OF FOOD AND BEVERAGE PRODUCTS

ABSTRACT - The cultivation of the sorghum crop has been growing significantly,
aiming at the use of this plant for the production of fuel ethanol and some foods (syrup,
alcoholic beverages, and vinegar). Therefore, the present research was separated into
three parts, the first part has the goal: 1) Evaluate the performance of sweet sorghum
(Malibu J53) with and without the use of phytoregulator etefom in the cultivation of the
raw material, using two yeasts (PEDRA-2 and FT-858L) in the fermentation process to
determine the potential for fuel ethanol production and the interaction between the
plant regulator and the yeast (Chapter 2). In this study, it was observed that the
application of etefom did not restrict panicle formation, it only retarded growth, resulting
in a 20 cm smaller panicle and a decrease in wet mass of 6.8 t.ha, with a small
increase in the accumulation of sugars. Among the yeasts used in the fermentation
process, PE-2 was more suitable for sweet sorghum broth and for the use of etefom.
Regarding ethanol productivity, the use of etefom resulted in a reduction in ethanol
production of 711.92 L.ha, although not significant, with a productivity of up to
5387.26 liters of ethanol.ha-1. It is concluded that the use of etefom in the cultivation
of sweet sorghum Malibu J53 does not favor a better chemical-technological quality of
the juice and not increase in ethanol production, with better fermentation performance
for the PE-2 yeast. The second part has the goal: 1) Evaluation and viabilization of the
enzymatic and fermentation process, on a laboratory scale, aiming the use of grain
sorghum (white and purple) as raw material for ethanol production (Chapter 3).
According to the enzymatic treatment performed, starch hydrolysis was almost
complete in the first stage with the physical treatment and use of TSC (a-amylase).
During the fermentation process, had ethanol concentrations of 5.28% for purple flour
and 6.98% for white flour. It is concluded that the purple and white flours from grain
sorghum have a high potential for applicability for fermentation processes and the
physical treatment (temperature) and the enzyme a-amylase have the potential to be
used for the flours. The third part has the goal: Ill) Evaluation and physico-chemical
characterization of food products from an exclusive sweet sorghum biorefinery, which
produced syrup, vodka, whiskey, and vinegar (light and dark), held at Heckemeyer
Biorefinery in the USA (Chapter 4). The syrup has a total concentration of 48.07% of
sugars and a high concentration of antioxidants compared to other commercial syrups.
The ethanol concentration of 46.67% and 48.61%, respectively, was observed for
vodka and whiskey. Both vinegar produced from sweet sorghum (light and dark) stand
out compared to other commercial vinegar from different raw materials, due to the high
concentration of antioxidants and phenolic dyes. Therefore, it is concluded that the
syrup and vinegar produced stand out in relation to commercial products with a high
concentration of antioxidants and had observed the necessity of further studies to
compare vodka and whiskey from sweet sorghum with other spirits.

Keywords: Sorghum bicolor L. Moench; Etefom; Alcoholic fermentation;
Saccharomyces cerevisiae; Acetic fermentation.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

A cultura do sorgo vem crescendo de modo significativo em diferentes paises,
sendo estes classificados em cinco genotipos: granifero, forrageiro, sacarino,
biomassa e vassoura. O cultivo do sorgo sacarino vem sendo realizado para ser
utilizado como matéria-prima para producédo de diversos produtos, tal como bioetanol
combustivel e alguns alimentos (xarope, bebidas alcodlicas e vinagre). Esta cultura é
semelhante a cana-de-acgUcar, apresentando ciclo anual. Pertence a familia Poaceae,
originaria do continente africano, sendo cultivada em inimeras regiées do planeta
(Kolling, 2012). Apresenta colmos com capacidade de armazenar acglcares, com
teores de sdlidos sollveis totais na faixa de 16 a 23% apresentando elevada
produtividade agricola, chegando até 70 t.ha' (EMBRAPA, 2012; Umakanth et al.,
2019).

Para a producdo de etanol combustivel, essa cultura vem sendo estudada
principalmente no Brasil, a qual pode ser implementada em areas de reforma de
canaviais, ampliando em 30 dias o periodo de safra, sem a necessidade da expansao
de novas éareas, considerando a principal regido produtora (sudeste). A cultura é
totalmente mecanizavel, empregando 0os mesmos equipamentos utilizados para a
cana-de-acucar, do preparo de solo, colheita e processamento. O fornecimento de
matéria-prima de qualidade podera ser incrementado, entre os meses de janeiro e
abril, quando a disponibilidade de etanol sofre reducdo significativa em funcdo do
periodo da entressafra. Segundo Ratnavathi et al. (2010), a cultura pode apresentar
rendimentos de etanol de 3 a 6 mil L.ha™.

A producao de biomassa e o armazenamento de acUcares fermentesciveis nos
colmos do sorgo estédo diretamente relacionados ao rendimento dos produtos. Neste
sentido, a melhoria dessas caracteristicas pode destacar o uso do sorgo sacarino,
assim como uma maior competitividade com outras matérias-primas. Esta cultura
possui como comportamento fisioldégico a formagéo da inflorescéncia e/ou graos que

armazenam os carboidratos produzidos pela planta que poderiam ser acumulados nos



colmos e transformados em etanol na industria (Fortes et al., 2016). Espera-se que 0
uso de fitorreguladores no cultivo dos colmos possa inibir o florescimento e a producao
de gréos, possibilitando aumento da produtividade em L.ha™.

O sorgo sacarino apresenta algumas caracteristicas quimico-tecnolégicas
similares a cana-de-acucar, as quais podemos ponderar a utilizacdo de ambas as
matérias-primas em uma tecnologia de processamento similar. Entretanto, deve-se
destacar que com alguns parametros diferentes possam resultam em interferéncias
no processamento e consequentemente nos rendimentos industriais. Sendo assim,
ha a necessidade de mais estudos da cadeia produtiva para o processamento do
sorgo sacarino, tal como a escolha da estirpe de levedura a ser utilizada no processo
fermentativo, com o objetivo de produtividade maxima desta cultura.

Além disso, dentre os possiveis genotipos encontrados para o sorgo, o do tipo
granifero vém ganhando destaque. Esta matéria-prima vem sendo utilizada como
substituto do milho em ra¢des animais, principalmente para aves e suinos (Coelho et
al., 2002). Outra forma de utilizar os graos é para producao de farinhas. Sendo estas,
com elevada concentracdo de compostos amilaceos. O amido € um carboidrato
composto principalmente por glicose com ligacBes glicosidicas. Através de um
tratamento enzimatico, estas farinhas ricas em acucares poderiam ser utilizadas como
matéria-prima para processos fermentativos e/ou suplementacédo de acucares junto
ao processamento de outras culturas, tal como o sorgo sacarino. Em estudos
apresentados por Cole et al. (2019), estas farias apresentam elevado potencial de
uso.

Ao mesmo tempo, esse potencial de producédo do sorgo sacarino e granifero
criou o cenario para a introducao destas culturas como matéria-prima para producéo
de farinhas, alimentos e bebidas alcodlicas, tais como adocante liquido comercial
(xarope), uisque, vodka e vinagre, todos com alto potencial de producdo em altos
volumes pelas modernas praticas agricolas e de processamento. Além disso, estes
produtos alimenticios apresentam-se com maior potencial lucrativo para as destilarias,
melhor qualidade de ingredientes nutracéuticos, que estdo associados a prevencgao
ao envelhecimento, cancer, doencas neurodegenerativas e doengas cardiovasculares
(Eggleston et al., 2020; Pelofske 2017; Singleton et al., 1999).

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi dividido em trés:



[) Avaliar o desempenho do sorgo sacarino (Malibu J53) com e sem o uso de
fitorregulador no cultivo da matéria-prima, utilizando-se duas estirpes de leveduras
(PEDRA-2 e FT-858L) no processo fermentativo para determinar o potencial de
producéo de etanol combustivel e a interacdo entre o regulador vegetal e os indculos
(Capitulo 2).

II) Avaliacao e viabilizacdo do processo enzimatico e fermentativo, em escala
laboratorial, objetivando o uso de grdos de sorgo granifero (branco e roxo) como
matéria-prima para producao de etanol (Capitulo 3).

[I1) Avaliacdo e caracterizacao fisico-quimica de produtos alimenticios oriundos
de uma biorrefinaria exclusiva de sorgo sacarino, a qual produziu xarope, vodca,
uisque e vinagres de sorgo sacarino (claro e escuro), realizado na Heckemeyer

Biorefinery nos EUA (Capitulo 4).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sorgo

O sorgo é planta da familia Poaceae, do género Sorghum, e da espécie
Sorghum bicolor (L.) Moench. E originaria da Africa, provavelmente da regido da
Etibpia e do Sud&o. Foi iniciaimente difundida na Africa, depois Asia e mais
recentemente nas Ameéricas, possui uma elevada atividade fotossintética por ser uma
planta C4, com alta conversdo de energia solar em energia quimica. No Brasil, a
projecdo de producdo para a safra 2020/21 é de 2,6 milhodes de toneladas
produzidas, incremento de 5,4% em comparacao a safra anterior (CONAB, 2021).

A planta & composta por caule do tipo colmo, dividido em nés, entrends e folhas
ao longo de toda a planta. Apresenta inflorescéncia, com formacgéo da panicula e o
fruto, o qual é uma cariopse ou grao seco, possuindo espécies anuais e espécies
vivazes. A planta pode atingir de 1 a 4 metros de altura, tendo varios caules por pé
(perfilhamento), em que cada um dos colmos apresenta infloréscencia terminal. A flor
€ constituida por espiga séssil, fértil, acompanhada por duas espiguetas estéreis
pedunculadas, caracteristica do género (Diniz, 2010). Existem diferentes tipos de

sorgo, sendo estes sacarino, granifero, forrageiro, vassoura e biomassa (Ribas, 2007).



2.2. Sorgo granifero

O sorgo granifero possui grande importancia econdmica no Brasil, sendo
utilizado como substituto do milho em rag¢des animais, principalmente para aves e
suinos, proporcionando, reducao significativa nos custos de produgdo em virtude do
preco do sorgo ser de 20% a 30% inferior ao do milho (Coelho et al., 2002).

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

Outra forma de utilizar os graos de sorgo é por meio da producéo de farinha,
que pode substituir parcialmente a farinha de trigo na confec¢ao de varios produtos.
Sendo estas, com elevada concentracdo de compostos amilaceos. O amido é um
carboidrato composto principalmente por glicose com ligacdes glicosidicas. Através
de um tratamento enzimético, estas farinhas ricas em acUcares poderiam ser
utilizadas como matéria-prima para processos fermentativos e/ou suplementacdo de
acucares junto ao processamento de outras culturas, tal como o sorgo sacarino. Em
estudos apresentados por Cole et al. (2019), estas farias apresentam elevado

potencial de uso.

2.3. Sorgo sacarino

O sorgo sacarino se caracteriza por apresentar ciclo fenolégico curto (90 a 120
dias) quando alcanca maturacao fisioldgica, sendo capaz de produzir teores de
acucares préximos aos de cana-de-aclcar em uma escala de tempo menor (Silveira
et al., 2011). O ponto de maturacdo € variavel dependendo da variedade utilizada,
algumas apresentam parametros 6timos de processamento entre 118 a 135 dias apés
a semeadura, como apresentado nos estudos de Freita et al. (2014).

O sorgo sacarino destaca-se por ser uma cultura que apresenta
comportamento rastico, bem adaptado a ambientes extremos de estresses abibticos,
tais como temperatura do ar e umidade do solo (Uribe e Ticianeli, 2014). Pode ser
cultivada em diversas regides do mundo, pois possui baixo custo de implantacao,

propaga-se através de sementes e permite o uso de colheita mecanizada (Borém et



al.,, 2014). Apresenta caule compostos por ndés, entren0s ou internddios, que
sustentam as folhas e inflorescéncias. A altura da planta € variavel dependendo do
genotipo considerado, correlacionado ao namero e comprimento dos entrends,
gerando inflorescéncia terminal tipo panicula, que é rica em amido. A panicula produz
graos (sementes), o fruto € uma cariopse ou grao seco (Diniz. 2010; Magalhéaes et al.,
2010). Ao longo do desenvolvimento do sorgo sacarino, a planta apresenta
determinadas etapas as quais sdo pertencentes ao seu ciclo fenoldgico. Para o sorgo
sacarino, estes estagios fenoldgicos de desenvolvimento sdo: Emborrachamento (+
60 d.a.s.), florescimento (+ 70 d.a.s.), grao leitoso (+ 85 d.a.s.), gréo pastoso (+ 100
d.a.s.), grao farinaceo (+ 115 d.a.s.), grdo duro (x 125 d.a.s.) e senescéncia (+ 135
d.a.s.) (Teixeira, 2017). Periodos estes que caracterizam o acumulo de solidos
sollveis totais e respectivamente os acgUcares nos colmos, ocorrendo a maior
porcentagem maxima entre os estagios pastoso e farinaceo.

Segundo May et al. (2012), dentre diferentes gendétipos de sorgo sacarino, a
composicdo do caldo extraido no ponto de maturacdo dos colmos a concentracdo de
15 a 19% de solidos soluveis totais, composto por 8 a 13% de sacarose e 1 a 3% de
acucares redutores (0,5 a 2% de glicose e 0,5 a 1,5% de frutose). Sendo assim, a
composicao do caldo extraido pode apresentar concentracéo de agUcares totais entre
12% a 17%, resultando em uma pureza de 60 a 75%. Diferente da cana-de-agucar, o
sorgo sacarino apresenta uma menor porcentagem de sacarose e maior de glicose e
amido (até 0,5%).

O amido, presente no caldo de sorgo sacarino e gréos, é um carboidrato
composto por dois polissacarideos: a amilose e a amilopectina. A amilose possui
cadeia simples composta de ligacdes alfa-1,4. J& a amilopectina, além de ligacbes
alfa-1,4 (linear), possui também ligacdes alfa-1,6 (ramificada). Com a utilizacdo de
enzimas, através de um tratamento adequado, o amido é degradado em cadeias
menores de carboidratos, gerando maltose e glicose, os quais sdo fermentesciveis
pela levedura para formacgéo do etanol (Porto, 2011).

No Brasil, a cultura do sorgo sacarino vem se destacando como uma opcéao de
matéria-prima para a producéo de etanol, podendo ser cultivado em areas que nao
sdo adequadas para a cana-de-agucar ou plantio em areas de reforma de canaviais

devido ao seu ciclo curto e a sua capacidade produtiva (regido centro-sul). Atualmente



ha diversos gendtipos disponiveis no mercado. Dentre eles, destaca-se o sorgo
sacarino Malibu J53.

Este gendtipo apresenta ciclo que possibilita colheita entre 90 e 120 dias,
tolerante ao calor e seca e resistente as mudancas climaticas. Apresenta um elevado
acumulo de acgucares nos colmos, o qual resulta em baixo custo de producéo de etanol
por litro, periodo util de industrializacdo de até 25 dias, e capacidade média para
producéo de etanol de 4.400 L.ha* (Costa, 2017). Além disso, em estudos conduzidos
por Lozano et al. (2018) avaliando este mesmo genotipo, apresenta potencial teérico
positivo de incrementacao da producéo de etanol de até 500 litros por hectare quando

associado o cultivo dos colmos com o uso de fitorregulador.

2.4. Fitorregulador

Os fitorreguladores, ou reguladores vegetais, sdo compostos de fontes naturais
ou sintéticas, de composicdes similares a hormonios vegetais. Estes compostos
atuam como sinalizador quimico no controle do desenvolvimento da planta,
acelerando a maturacao de culturas, promovendo melhorias na qualidade da matéria-
prima.

Segundo Han et al. (2011), alguns reguladores vegetais, tal como o etefom
(acido (2-cloroetil) fosfénico), precursor do etileno, apresentam potencial de utilizacédo
na cultura do sorgo sacarino. Estes séo rotineiramente utilizados na cultura de cana-
de-acucar, objetivando a inibicdo do florescimento, com consequente elevacao do teor
de acucares no inicio da safra.

Considerando o emprego do etefom na cultura do sorgo sacarino, este
composto atuaria como sinalizadores quimicos no controle do desenvolvimento
fisiologico da planta, suplementando horménios vegetais quando seus niveis
endoégenos estdo baixos, para mudar o curso de desenvolvimento da planta,
retardando o crescimento e consequentemente inibindo a formacao da panicula.

Para a cultura do sorgo sacarino, 0 acumulo de acUcares se inicia na fase
reprodutiva, sendo que o florescimento, a formacédo e enchimento de grédos atuam
como drenos do acumulo de agucares ocasionando diminuigdo deste teor (Caputo et

al., 2005). Sendo assim, a inibicdo da formacg&o da panicula poderia resultar em maior



acumulo de acucares nos colmos e consequentemente aumentar a produtividade de
litros de etanol por hectare, podendo fazer parte do protocolo de producédo da cultura.

Estudos realizados por Silva et al. (2016), avaliando o desponte manual das
paniculas em trés gendtipos (CV147, CV198 e BRS508), mostraram que ao inibir o
florescimento da panicula de forma fisica, ocorre a formacéo de novos brotamentos
laterais, que consequentemente consomem o0s acUcares, proporcionando uma
matéria-prima com menores teores de Soélidos Soluveis Totais, ART e levando a
menores rendimentos fermentativos.

Contudo, em estudos conduzidos por Fortes et al. (2016) e Lozano et al. (2018),
avaliando o uso de reguladores vegetais na cultura do sorgo, observaram incremento
no Brix, teor de fibra, aumento na produtividade de colmos, aumento na produtividade
de etanol e reducdo do acamamento dos colmos. Sendo assim, a avaliagdo do
emprego de fitorregulador, pode proporcionar melhorias na qualidade e/ou
produtividade e seus reflexos no processo fermentativo sdo imprescindiveis para

maximizagéo dos rendimentos agroindustriais.

2.5. Processo fermentativo

Uma das principais etapas do processo produtivo do bioetanol é a fermentacéo
alcoolica, mediada pelo género Saccharomyces spp. Esta ocorre através da oxidacéo
anaerodbica parcial da glicose, pela acao das leveduras, resultando na formacéo de
etanol, CO2, além de outros metabdlitos, como glicerol, acidos organicos e alcoois
superiores (Nelson e Cox, 2014).

Resumidamente, o processo fermentativo ocorre com a oxidacdo da glicose
(CeH1206) no citoplasma da levedura em 10 reacdes enzimaticas, resultando em 2
moléculas de acido piravico (CsH403), 2 NADH*H* e 2 ATPs. Posteriormente,
decorrente a levedura ser um microrganismo facultativo a produgéo do etanol ocorrera
em condi¢bes anaerbbicas ou sob o Efeito Crabtree, o qual € o responsavel pela
repressdo do metabolismo respiratério da levedura através da elevada concentracao
de acucares na solucdo, fazendo-a realizar o catabolismo da glicose por vias
fermentativas, mesmo em condi¢des aerobicas. Sendo assim, o &cido pirdvico € entédo
destinado a via fermentativa (Figura 1), que dependendo do organismo tém como

aceptor final de elétrons o etanol, lactato, acetato, entre outros (Yokoya, 1995).



Na fermentacéo alcodlica a glicose é convertida em piruvato pela glicolise, e o
piruvato € convertido em etanol e CO2 em um processo de dois passos. No primeiro
passo, o0 piruvato sofre descarboxilagdo formando acetaldeido, catalisado pela
piruvato descarboxilase. No segundo passo, por acdo da é&lcool desidrogenase, 0
acetaldeido é reduzido a etanol com o NADH fornecendo poder redutor (Nelson e Cox,
2014).
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Figura 01. Representacédo do processo fermentativo sob condi¢cdes anaerdbicas para

producao de etanol. (Fonte: Nelson e Cox (2014)).

Deve-se destacar que para que ocorra a fermentacdo, € imprescindivel a
padronizacdo do caldo extraido quanto a determinadas condic¢des fisico-quimicas,
resultando no mosto. Essas adequacfes sao: acucares (16 - 18° Brix), pH (4,5), acidez
titulavel (1 a 2 g.L' H2S0a4), nutrientes e temperatura (28-32°C) (Lima, 2019)
objetivando a maximizagéo da eficiéncia fermentativa, resultando na producgéo de 10
a 12% (v.v!) de etanol (Furlan, 2012).

Geralmente, utilizando-se caldo de cana, é padronizada a concentragdo de
sélidos soluveis nos mostos de 16 a 18%, chegando até 22% (Furlan, 2012). A
variacao é decorrente da pureza de acUcares da solucédo a qual estéd sendo preparo o

mosto.



A padronizacdo da concentracdo dos acUcares diferente das recomendadas
pode acarretar diferentes consequéncias: mosto muito diluido resulta em uma
fermentacao rgpida e completa dos agucares, porém com baixo teor alcodlico, alto
crescimento de massa microbiana e favorecimento de multiplicacdo de
microrganismos contaminantes presentes no meio. Quando utilizado mosto
concentrado, este apresenta fermentacdes demoradas, alto teor alcodlico (o que pode
chegar a inibir a atividade fermentativa), maior probabilidade de contaminacdo do
processo devido ao maior tempo para metabolizacdo dos acgUcares, produgcdo de
outros compostos ndo desejaveis, por exemplo a de glicerol, e fermentacbes
incompletas (perdas de aguUcares).

O pH, outro parametro importante do mosto, é padronizado em 4,5 (podendo
variar até 5,5) e monitorado ao longo do processo fermentativo. Este parametro é
essencial para a padronizacdo do pH ideal da levedura e consequentemente em
condi¢cBes desfavoraveis aos microrganismos contaminantes (Gibson et al., 2007).

A acidez total do mosto deve ser de até 2 g.L"* H2SO4, sendo esta concentracdo
ideal para que ndo ocorra interferéncias negativas na fisiologia do microrganismo.
Este parametro auxilia no controle de microrganismos contaminantes com alta
sensibilidade a meios acidos. Entretanto, 0 mosto ideal deve apresentar baixa acidez
para que nao ocorra “estresse” na levedura e que nao crie condi¢cdes para bactérias
aciddfilas (Lima, 2019).

As concentracdes de nutrientes (macro e micronutrientes), sdo de suma
importancia, estes estdo diretamente ligados a fisiologia das leveduras, afetando a
multiplicacéo, crescimento celular, reacfes enzimaticas e eficiéncia fermentativa. Os
teores recomendados de nutrientes s&o 50 a 150 ppm de Nitrogénio, 200 a 300 ppm
de Fésforo, 700 a 1300 ppm de Potassio, 200 ppm de Magnésio, 1 a 5 ppm de Zinco
e 1 a 5 ppm de Manganés. A falta ou excesso desses compostos pode prejudicar o
processo fermentativo ou até inibir a fermentacao alcodlica, além de acarretar maior
producdo de compostos secundarios, tais como alcool amilico, isoamilico, propilico,
butilico, dentre outros (Amorim et al., 1989).

A temperatura do mosto e do processo fermentativo, outro parametro
importante, deve estar entre 28 a 32°C, sendo esta a faixa ideal da Saccharomyces

cerevisiae. Este fator interfere diretamente sobre o metabolismo das leveduras,
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estando relacionado também com a tolerancia ao etanol e a composicdo da
membrana celular das leveduras (Rose e Harrison, 1993).

Processos fermentativos conduzidos utilizando a cana-de-agUcar atualmente
apresentam uma tecnologia consolidada através dos anos. Entretanto, para o sorgo
sacarino, esta tecnologia ndo esta consolidada, embora seja recomendavel que se
conheca bem a composicdo da matéria-prima, para que as adequacles e ajustes
possam ser realizadas, antecedendo a inoculagdo dos microrganismos
fermentadores, tendo em vista que o0 que se pretende € obter maiores rendimentos e
eficiéncias de processo.

Estudos conduzidos por Masson et al. (2015) e Gomes (2014), comparando o
processamento de gendétipos de sorgo sacarino com cana-de-agucar, indicam que o
sorgo sacarino apresenta caracteristicas quimico-tecnolégicas semelhantes a cana.
Entretanto, foram observados rendimentos inferiores de 6,13% e 9,9%,
respectivamente, para o rendimento fermentativo e 0,99% e 0,6% do teor alcodlico,
respectivamente. Estas diferencas evidenciam a necessidade de maiores estudos
referentes ao processamento, correlacionando o microrganismo utilizado aos novos
genotipos objetivando melhores eficiéncias e teor alcodlico, resultando em maior

produtividade de etanol.

2.6. Leveduras

Saccharomyces cerevisiae destaca-se como a espécie de levedura mais
amplamente explorada comercialmente para a producéo de etanol, principalmente por
serem de facil manejo e por converterem rapidamente acucares em etanol, acidos
organicos e gas carbonico (Ward, 1991). E classificada filogeneticamente na ordem
Saccharomycetales, pertencente a familia Saccharomycetaceae e género
Saccharomyces. S&ao microrganismos unicelulares, ascomicéticos, anaerdbicos
facultativos, apresentam crescimento vegetativo por brotamento, células globulosas,
elipsoides ou alongadas de 3-8 ym x 5-10 ym, podendo aparecem individualmente ou
em pequenos agrupamentos (Reis et al., 2017).

Diferentes estirpes de Saccharomyces cerevisiae tém sido utilizadas nas usinas
sucroalcooleiras, selecionadas especificamente por apresentarem desenvolvimento

fisioldgico 6timo quando inoculadas em mosto de cana-de-agUcar para a producéo de
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etanol. Dentre as diferentes leveduras selecionadas, destacam-se a PEDRA-2 e aFT-
858L (LNF, 2020). Segundo Fermentec (2020) e LNF (2020), ambas apresentam alta
eficiéncia fermentativa, alta adaptabilidade a diferentes mostos e elevada resisténcia
a concentracdes de acidos. Apesar disso, estas ainda ndo foram amplamente

estudadas quanto a fermentacdo em mosto de sorgo sacarino.

2.7. Processamento do sorgo sacarino em larga escala

Heckemeyer Biorefinery é a primeira biorrefinaria em larga escala exclusiva de
sorgo sacarino dos EUA e uma das pioneiras na producao de conhecimento técnico
para o processamento desta matéria-prima. Esta localizada na cidade de Sikeston, no
estado de Misssouri — EUA. Os gendtipos selecionados de sorgo sacarino sao
cultivados na prépria fazenda, sendo estes M81E, Honey Drop, Dale e KN Morris. A
capacidade de processamento da fabrica é de 90 toneladas.hora.”!, com area de
plantio de aproximadamente de 48,56 hectares, com producédo de até 90.849,883
litros.dia! de xarope a 80% Brix.

O processamento dos diferentes genoétipos de sorgo sacarino ocorre em
meados de agosto, de acordo com o periodo util de industrializacéo (P.U.l.), o qual é
determinado com o acumulo de Sdélidos Soluveis Totais (Brix). A colheita é realizada
com uma colhedora de forragem, com padronizacao do tamanho dos pedacos de até
6,35cm.

Na safra de 2018, a Heckemeyer Biorefinery objetivou a colheita para a
producao dos seguintes produtos derivados do sorgo sacarino: xarope, vodca, vinagre
e uisque. O fluxograma da producao adotado pela biorrefinaria esta representado na

Figura 02.



12

Fadronizacio
do caldo

P
Fermentacio CIE;Iarlﬁc:;la fo

alcoolica caldo

: P

e o~ "
i Destilagdo Eua;u;an
g{;{g}:e Vodca Xarope
E:ggﬁg Fadronizacio
Uisque  Fgmegiee

—

Fermentacdc
acetica

inagre
escurto
T

Figura 02. Representacdo do fluxograma do processamento do sorgo sacarino na
Heckemeyer Biorefinery, objetivando a producdo de xarope, vodca, uisque e vinagres
(claro e escuro). (Fonte: Arquivo pessoal)

Os estudos conduzidos por Eggleston et al. (2020) o xarope de sorgo sacarino
contém elevada concentracdo de compostos antioxidantes fendlicos, incluindo os
flavonoides. Por esta raz&o, esses produtos destacam-se quanto a qualidade,
considerando-se os ingredientes nutracéuticos, em comparagao com outros xaropes
comerciais, de diferentes matérias-primas. Consequentemente, estes ingredientes
permitem alegacfes de saude e bem-estar para tal alimento especifico, sendo que
estes compostos estdo associados a prevencéo ao envelhecimento, cancer, doencas
neurodegenerativas e doengas cardiovasculares (Pelofske, 2017). Sendo assim,
acredita-se que decorrente da composicdo do xarope, espera-se uma alta

concentracdo destes compostos em outros produtos derivados do sorgo sacarino.
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Sendo assim, ha a necessidade de uma melhor caracterizacdo dos componentes
presentes nos outros produtos para certificacdo de que derivados de sorgo sacarino
serem mais nutritivos.

Na safra de 2018, além do cultivo dos gendétipos de sorgo sacarino, foram
cultivados na fazenda Heckemeyer dois genotipos de sorgo granifero, sendo estes os
do tipo roxo e branco. O objetivo do plantio foi a producédo dos grdos dos genotipos
escolhidos afim de produzir farelo de grdos de sorgo para comercializagdo. Assim
como, avaliar o potencial do uso dos mesmos como fonte de acucar, através de um
tratamento enzimatico, para suplementacdo da fermentacdo alcodlica. Como ja
apresentado o potencial do uso do farelo roxo em estudos conduzidos por Cole et al.
(2019).
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CAPITULO 2 - Uso de fitorregulador no cultivo do sorgo sacarino e a interagéo

com diferentes leveduras para producao de etanol

RESUMO - O uso de fitorreguladores na cultura do sorgo sacarino apresentam
potencial para ser utilizado na cultura do sorgo sacarino para inibir a formacao da
panicula, resultando em maior acumulo de agUcares nos colmos e consequentemente
0 aumento do rendimento. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
producéo de etanol combustivel utilizando o genétipo Malibu J53 com e sem o uso de
fitorregulador no cultivo da matéria-prima avaliando-se o cultivo, assim como a
producado de bioetanol empregando-se duas estirpes de leveduras (PE-2 e FT-858L).
Neste estudo, o gendtipo sorgo sacarino Malibu J53 foi caracterizado quanto ao cultivo
dos colmos, processamento, fermentacao e composicao do destilado final. De acordo
com os resultados, a aplicacdo do etefom nao restringiu a formagcdo da panicula,
apenas retardou o crescimento, resultando em uma panicula 20 centimetros menor e
reducdo da producdo de massa Umida em 6,8 t.hal, com pequeno acrescimento no
acumulo de acucares. Dentre as leveduras utilizadas no processo fermentativo, a PE-
2 apresentou maior adequacdo ao mosto de sorgo sacarino e ao uso do etefom.
Entretanto, foi observado para a levedura FT-858L viabilidade celular inferior e
reflexos negativos ao uso do regulador vegetal, com menor viabilidade dos brotos,
menor metabolizacdo de glicose e maior producéo de &cidos e glicerol. Com relagéo
a produtividade de etanol, o uso do etefom resultou em reducdo da produtividade de
etanol em 711,92 L.hat, embora néao significativa, com produtividade de até 5387,26
litros de etanol.ha.. Conclui-se que o uso do fitorregulador etefom no cultivo do sorgo
sacarino Malibu J53 ndo favorece uma melhor qualidade quimico-tecnoldgica do caldo
e aumento na producdo de etanol, com melhor desempenho fermentativo para a
levedura PE-2.

Palavras-chave: Sorghum bicolor L. Moench, Malibu J53, Etefom, Fermentagéo

alcodlica, Bicombustiveis, Leveduras.
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao com o preco do petroleo, o futuro esgotamento dos
combustiveis fésseis e seu impacto negativo sobre o ambiente, tem impulsionado o
desenvolvimento de novas tecnologias para producdo de combustiveis alternativos,
como o etanol (UNICA, 2021). Combustivel de fonte renovavel, com menores
emissdes de gases (CO2), o etanol é um 6timo substituto aos combustiveis derivados
de origens fosseis.

Mundialmente as principais matérias-primas utilizadas para a producao desse
combustivel sdo o milho e a cana-de-acucar. Com as perspectivas futuras de
necessidade do etanol, serd necessario o aumento da producdo e uso de culturas
complementares (Niphadkar et al., 2017). Dentre as possiveis matérias-primas,
destaca-se o sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), que apresenta
caracteristicas agroindustriais economicamente promissoras. O sorgo sacarino,
assemelha-se a cana-de-acgUcar por armazenar acucares nos colmos, com teores de
solidos soluveis na faixa de 16 a 23% apresentando elevada produtividade agricola
(Umakanth et al., 2019). Esta cultura possui como comportamento fisiolégico a
formacdo da inflorescéncia e/ou graos que armazenam os carboidratos produzidos
pela planta que poderiam ser acumulados nos colmos e transformados em etanol na
industria (Fortes et al., 2016).

Espera-se que o uso de fitorreguladores no cultivo dos colmos iniba o
florescimento e a producéo de grdos possibilitando aumento do rendimento em L.ha"
1. Os fitorreguladores sdo compostos sintéticos que atuam como sinalizadores
quimicos no controle do desenvolvimento fisiologico da planta, suplementando
hormonios vegetais quando seus niveis endégenos estdo baixos para mudar o curso
de desenvolvimento da planta (Han et al., 2011; Magalhdes et al., 2010). Segundo
Han et al. (2011), alguns reguladores vegetais, tal como o etefom, (acido (2-cloroetil)
fosfonico), utilizados na cultura de cana-de-agucar em variedades e regides que
apresentam maior propenséo a inflorescéncia, apresentam potencial a ser utilizado na
cultura do sorgo sacarino para inibir a formacéo da panicula, resultando em um maior

acumulo de agucares nos colmos e consequentemente o aumento do rendimento.
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Dentre os hibridos disponiveis no mercado, o sorgo sacarino Malibu J53
destaca-se por apresentar caracteristicas promissoras para a producdo de etanol e
do uso de fitorregulador para inibicdo da inflorescéncia (Lozano et al., 2018).
Entretanto, os estudos apresentados sao rendimentos tedricos. Sendo assim, 0 sorgo
sacarino por apresentar caracteristicas diferentes da cana-de-agucar, tecnologia de
processo consolidada, ha a necessidade de mais estudos da cadeia produtiva, tal
como a escolha da estirpe de levedura a ser utilizada no processo fermentativo.

Cabe mencionar que estes microrganismos apresentam desenvolvimento
fisiologico 6timo quando inoculados em mosto de cana-de-agucar, sendo um dos
principais microrganismos utilizados nas destilarias as leveduras PEDRA-2 e a FT-
858L (LNF, 2020). Masson et al. (2015) observaram redugcdo na eficiéncia
fermentativa de 7% em mosto de sorgo sacarino, comparado a mosto de cana-de-
acucar sem o uso do fitorregulador. Esta diferenca, junto ao emprego de uma nova
matéria-prima associada ao cultivo o fitorregulador, evidencia a necessidade de
estudos referentes a leveduras adequadas para o processo fermentativo.

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o cultivo e o processamento
do sorgo sacarino Malibu J53 com e sem o uso de fitorregulador, utilizando-se duas
estirpes de leveduras (PEDRA-2 e FT-858L) no processo fermentativo para
determinar o potencial de producdo de etanol combustivel e a interagdo entre o

regulador vegetal e os inoculos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental
No presente trabalho, foram utilizados trés diferentes delineamentos ao longo
da conducdo do experimento, embora em todas as etapas foram utilizadas 6
repeticbes. Sendo assim, os delineamentos experimentais foram:
e A avaliacdo do cultivo do sorgo sacarino e caracteristicas quimico-tecnologica do
caldo extraido foram em blocos casualizados num esquema de parcelas

subdivididas. Os tratamentos principais foram a aplicagéo do fitorregulador (com
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e sem etefom) e os secundarios as épocas de amostragem (63, 77, 91, 105, 119
e 133 dias apds a semeadura (d.a.s.)).

e O delineamento experimental do processamento dos colmos até o preparo do
mosto foi 0 de blocos casualizados, avaliando a aplicacao do fitorregulador (com
e sem etefom).

e O delineamento experimental do processo fermentativo e etapas subsequentes
foram em blocos casualizados num esquema de parcelas subdivididas. Os
tratamentos principais foram a aplicacao do fitorregulador (com e sem etefom) e
0s secundarios duas cepas de leveduras empregadas no processo fermentativo
(FT-858L e PE-2).

2.2. Instalagéo e conducéao do projeto

O sorgo sacarino Malibu J53 foi cultivado na safra de 2018, na é&rea
experimental da FCAV/UNESP de Jaboticabal-SP do Departamento de Producao
Vegetal-UNESP (21°14'30.5"S 48°17'53.6"0), sendo o processamento dos colmos
realizado nos Laboratdrios de Tecnologia do Aglcar e do Alcool. A area experimental
é classificada como Latossolo vermelho-escuro, eutréfico, “A” moderado com textura
argilosa e relevo predominantemente suave ondulado a ondulado, de acordo com a
classificacdo de Andrioli e Centurion (1999). O clima caracteristico da area € Cwa,
segundo Koppen (1948), sendo que as condicdes climéaticas observadas durante a
realizagéo do ensaio encontram-se na Figura O1.

Previamente ao plantio, a area continha palhada de sorgo que foi eliminada
quimicamente utilizando Glifosato na dose de 4,8 L.hal. A cultura foi instalada no
sistema de plantio direto realizado no dia 11 de janeiro de 2018, utilizando-se
semeadora de 5 linhas, com a distribuicdo de 8 a 9 sementes por metro linear e
espacamento de 0,45 metros entre linhas, com profundidade de 2 a 3 cm, para obter
estande de 130.000 a 145.000 plantas.ha. A partir da andlise do solo (Tabela 01)
realizado no Laboratorio de Analise do Solo da FCAV, foram calculadas e realizadas
a adubacéo de plantio que constituiu da aplicacéo de 8-28-16 Kg.ha* de N-P205-K20,

mais micronutrientes.
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Figura 01. Curva de temperatura em °C (Maxima, média e minima), umidade relativa
do ar (%) e precipitacdo pluviométrica (mm) durante o periodo de cultivo do sorgo
sacarino. Fonte: Estacao agroclimatologia do Departamento de Ciéncias Exatas da
FCAV/UNESP Jaboticabal — SP. Safra 2018.

Tabela 01. Caracteristicas quimicas do solo da é&rea experimental, antes da
implantacéo da cultura do sorgo. Jaboticabal — SP, safra 2018.

P H+AI
Camada pH M.O. _ S Ca Mg K Al SB CTC v m
(resina) SMP
(cm)  (CaCl,) (g.dm3) (Mg.dm3) (mmolc.dm™3) (%)
0-25 57 24 16 5 24 13 26 1 24 40,3 640 63 2
25-50 54 18 10 5 22 10 26 1 25 343 595 58 2

M.O.- Matéria organica, P — Fésforo, S- Enxofre, Ca — Célcio, K — Potassio, Al- Aluminio, H+Al- Acidez
potencial, SB- Soma de bases, CTC-Capacidade de troca de cations, V%- saturacdo por bases, m%
saturacao por aluminio.

A emergéncia das plantas ocorreu a partir do dia 16 de janeiro de 2018, sendo

necessario realizar o replantio parcial em 22 de janeiro de 2018 para corrigir pequenas
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falhas de germinacéo. Aos 34 dias apds a semeadura (d.a.s.) foi realizada a adubacéo
de cobertura aplicando-se 350 kg.ha! da férmula 8-28-16 de N-P205-K20.

Aos 64 d.a.s., no estégio inicial de desenvolvimento das paniculas e emisséo
da folha bandeira, foi realizada a aplicacdo do fitorregulador (etefom), 1,25 L.ha?! de
Ethrel 720®, com pulverizador costal pressurizado a COz2, com pressao 30 psi (pound
square inch), temperatura de 32°C, umidade de 55,5% e vento de 1,2 m.st. Durante
o desenvolvimento do experimento, o tratamento fitossanitario foi priorizado,
objetivando-se garantir a sanidade da cultura. Para controle de formigas e pragas que
surgissem na area no periodo inicial de desenvolvimento da cultura, foram realizadas
aplicacoes periddicas de inseticida Regente 800 WG. Para o controle da lagarta do
cartucho e de pulgdes, aplicou-se 250 mL.ha' de Ampligo aos 20 e 57 d.a.s..
Realizou-se ao longo de todo o ciclo da cultura a capina manual, mantendo-se a
cultura livre de plantas infestantes.

O processamento do sorgo sacarino ocorreu aos 105 d.a.s., periodo que foi
estabelecido pelo acompanhamento da cultura, dentro do Periodo Util de
Industrializagao (PUI).

2.3. Avaliacdo da matéria-prima e caracteristicas quimico-tecnolégica do
caldo extraido
Durante o desenvolvimento do gendtipo de sorgo sacarino Malibu J53, aos 63,
77,91, 105, 119 e 133 d.a.s. foram avaliados 10 colmos por parcela, considerando-se
0S seguintes aspectos biométricos e quimico-tecnoldgicos:
e Altura de planta (cm): distncia do nivel do solo a interse¢éo da folha bandeira;
e Diametro da base do colmo (cm): medida da circunferéncia do terco inferior do
colmo;
e Diametro da ponta do colmo (cm): medida da circunferéncia do tergco superior
do colmo;
e Tamanho da panicula (cm): Medida da distancia entre o ultimo né e a ponta da
panicula;
e Massa Umida (t.hal): Extrapolacdo do peso de 10 colmos para o estande

avaliado em cada parcela;
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e Massa seca (t.hal): Extrapolacdo do peso de 10 colmos para o estande
avaliado em cada parcela;

e Teor de umidade da planta (%): Duas plantas foram coletadas, sendo
posteriormente secas em estufa com circulagao forgada de ar a 65°C por 48
horas, ou até peso constante;

e Solidos Soluveis Totais do caldo (Brix - %) (CTC, 2009).

e AcuUcares Redutores Totais do caldo (ART - %) (CTC, 2009).

e Acucares Redutores do caldo (AR - %) (CTC, 2009).

e Acidez total do caldo (g.L™* H2SO4) (CTC, 2009).

e pH (Leitura direta em pHmetro digital).

e Teor de amido do caldo (ppm.Brixt) (CTC, 2009).

2.4. Processamento dos colmos

2.4.1. Extracao do caldo

Apos a colheita, foram removidas as folhas dos colmos, submetidos a extracao
do caldo em moenda de laboratério e os caldos filtrados através de uma membrana
de nylon com porosidade de 60 mesh. Os caldos obtidos foram quantificados quanto
aos teores de Sélidos Soluveis Totais, Acidez Total, Pureza (CTC, 2009), Teor de
Amido (Soluvel, Insolavel e Total) (Cole et al., 2016), Compostos Fendlicos Totais
(CFT) (Singleton et al., 1999) e pH.

As concentracbes dos acucares (Glicose, Frutose, Sacarose) foram
determinadas por HPLC utilizando o equipamento Thermo Scientific Dionex ICS
5000+, usando hidréxido de s6dio 100mM (NaOH) e acetato de sédio 0-300mM
(NaOAc) em 100mM de gradiente de NaOH ao longo de 10 minutos. Os eluentes
foram preparados diluindo NaOAc de qualidade HPLC e solugéo de NaOH a 50% p.p-
1 com agua deionizada a 18 MQ. Os compostos foram separados em coluna analitica
da Thermo Scientific CarboPac PA 100 (250x2mm) e em coluna de protecao (50 x 2
mm) a 30°C. Caudal = 0,4 mL.min%. Volume de inje¢éo de 10 pL. A deteccédo foi
realizada com célula detectora eletroquimica equipada com eletrodos de referéncia
Au e Ag/AgCl. Um autoinjetor/amostrador automatico refrigerado Dionex AS-AP foi

usado para evitar a degradacdo de agucares nas amostras enquanto se aguardava a
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injecdo na coluna. O software de cromatografia Thermo Scientific Chromeleon 7 foi
usado para acumular varias amostras e padrdes. Os acucares foram identificados
comparando os tempos de retencdo com os padrbes. Os acuUcares totais sao
representados pela soma dos acucares quantificados na presente metodologia

descrita.

2.4.2. Clarificagcao do caldo e preparo do mosto

Os caldos extraidos dos sorgos foram submetidos ao ajuste de pH 6,0 (com
adicao de hidroxido de calcio 6° Bé) e 16% de solidos solluveis totais. Estes foram
aguecidos até fervura, resfriados a 80°C e transferidos para sistema de decantacéo
em provetas, com adi¢do de 1,5 mg.L! de polieletrdlito anidnico comercial. Concluida
a decantacdao, o caldo clarificado foi sifonado e quantificado quanto Sélidos Soluveis
Totais, Acidez Total (CTC, 2009), Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose e Total)
(Descrito no tépico 2.4.1.), Teor de Amido (Soluvel, Insolavel e Total) (Cole et al.,
2016), CFT (Singleton et al., 1999) e pH.

Os caldos clarificados foram padronizados a 16% Sdlidos Soluveis Totais, pH
4,5 (adicdo de acido sulfurico) e temperatura a 32°C+1°C, originando o mosto. Estes
foram quantificados quanto a Acidez Total (CTC, 2009), Acucares (Glicose, Frutose,

Sacarose e Total) (Descrito no topico 2.4.1.) e CFT (Singleton et al., 1999).

2.4.3. Processo fermentativo

2.4.3.1. Adaptacao dos in6culos

As cepas de leveduras PEDRA-2 (PE-2) e FT-858L foram obtidas de forma
liofilizada. O processo de adaptacdo ocorreu todo de forma separada, iniciando com
a inoculagéo de 200 gramas em erlenmeyer de 2 litros, contendo 500mL de solugéo
de glicose a 0,5%, mantendo o frasco em shaker com agitagdo continua (150 rpm) e
temperatura controlada de 32°C, por 30 minutos. Posteriormente, foi acrescentado 1L
de mosto de sorgo sacarino com a concentragdo de 2% de Solidos Soluveis Totais,
pH 4,5 (corrigido com acido sulfarico) e os frascos foram mantidos no shaker nas

mesmas condi¢des (32°C e 150 rpm).
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Quando a concentragao de solidos soluveis apresentou valor < 1%, 0 processo
de adaptacéo foi fracionado em novos frascos, dobrando o volume de mosto (2L) na
concentracdo de 4% de sélidos soluveis totais. Em seguida, novamente quando os
sélidos soluveis totais das solugbes apresentaram valor < 1% foram acrescentados o

dobro do volume e o dobro da concentracao de Sdlidos sollveis totais (8% e 12%).

2.4.3.2. Fermentacao

O processo fermentativo foi conduzido utilizando-se o sistema de batelada
alimentada fracionada, no qual, utilizando-se erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se
125 mL de mosto e os inéculos, para adaptacéo das leveduras. Posteriormente, apds
meia hora da primeira alimentagédo, foram adicionados mais 125 mL de mosto,
obtendo-se um volume total de 250 mL com concentracdo dos in6culos a 10’ UFC.mL"
1. Ambas leveduras, previamente a inoculacdo no mosto de sorgo sacarino,
apresentavam-se com viabilidade média de 92,08% para a PEDRA-2 e 91,22% para
a FT-858L. Os frascos utilizados para o processo fermentativo foram mantidos em
shaker com agitacéo e temperatura controlada, 150 rpm e 32°C, respectivamente.

A fermentacéo foi finalizada quando o substrato apresentou valores de Soélidos
Soluveis Totais < 1, com tempo médio de 15 horas. Previamente a inoculagao, inicio
da fermentacdo (40 minutos depois da segunda alimentacdo) e final do processo
fermentativo, as leveduras foram avaliadas quanto a viabilidade celular, indice de

brotamento e viabilidade dos brotos (Lee et al., 1981).

2.4.4. Tratamento enziméatico

Em virtude a elevada quantidade de compostos amildceos na composicédo do
sorgo sacarino foi realizado o tratamento enzimatico com duas diferentes enzimas. A
alfa-amilase (Termamyl 2x — Novozymes) foi utilizada no decantador durante o
processo de clarificacdo na concentracdo de 1 mg.L. As condicBes ideias para
elevada eficiéncia enzimatica desta enzima é em solucdes de pH 6-7 e temperatura
de 80°C (Novozymes, 2020a). Condicdes estas estabelecidas no presente estudo.

A segunda enzima empregada no presente estudo foi a beta-amilase

(Amiloglucosidade - Novozymes), utilizada no processo fermentativo na concentracao
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de 2 mg.Lt. As condicdes ideais para elevada eficiéncia enziméatica desta enzima é

em solucBes de pH 4,5 e temperatura de 60°C (Novozymes, 2020b).

2.4.5. Vinho

Posteriormente ao final da fermentacéo, o vinho foi centrifugado a 2.5009/5°C,
durante 5 minutos, obtendo-se o vinho delevedurado. Este foi quantificado quanto ao
teor de Agucares Residuais (Glicose, Frutose, Sacarose e Total) (Descrito no topico
2.4.1.), Acidez Total (CTC, 2009), CFT (Singleton et al., 1999), Teor de Glicerol
(Fermentec, 2003), pH e calculado o Rendimento de Etanol (Fernandes, 2011).

Para determinacdo do Teor Alcodlico, os vinhos foram destilados em
microdestilador de &lcool modelo TE-012 Tecnal, utilizando-se 60 mL de vinho e
recuperando 20 mL do destilado (concentrado 3 vezes). Posteriormente, os destilados
foram submetidos a medic&o do teor alcodlico através da leitura direta em densimetro
digital e os resultados foram divididos por 3 para conversdo do valor referente a
concentracéo no vinho.

A concentracdo de etanol (% v.v?!) foi obtida através de cromatografia liquida
Agilent 1200, usando agua deionizada de 18 MQ como eluente durante 25 minutos. O
composto foi separado na coluna analitica Bio-Rad Aminex HPX-87P (300 x 7,8 mm)
e nas colunas de protecdo de remocéo de cinzas (30 x 4,6 mm) a 80°C. Caudal = 0,8
mL.mint. Volume de injegdo = 20 pL. A deteccéo foi com um detector de indice de
refracdo a 45°C. Um autoinjetor/amostrador automatico refrigerado foi usado para
evitar a degradacdo das amostras enquanto se aguardava a injecdo na coluna. O
software de cromatografia Agilent OpenLab foi usado para acumular varias amostras
e padrdes. O etanol foi quantificado pela comparacéo dos tempos de retengcdo com 0s
padroes.

2.4.6. Analise dos destilados
Os vinhos foram destilados em microdestilador de alcool modelo TE-012
Tecnal, com um volume de 60 mL recuperando 20 mL do destilado (concentrado 3
vezes) e encaminhados para a Usina Sao Martinho (Praddpolis — SP), para a

quantificacdo da concentracdo dos Aldeidos, Metanol, Isopropanol, n-Propanol,
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Acetato de etila, iso-Butanol, n-Butanol, Acetaldeido, iso-Amilico, Alcoois superiores

totais, Acetona, Ciclohexano, Benzeno e Crotonaldeido, expressos em mg.L™2.

Estes foram determinados por cromatdgrafo gasoso utilizando o equipamento
Agilent Technologies 7890A, coluna capilar Agilent 19091 V — 433, 30,0 m x 250 pum
x 1,40 um nominal. Um autoinjetor/amostrador automatico foi usado, com injecao de
10uL de cada amostra com a rampa de temperatura de 60°C, 80°C e 200°C,
empregando-se como gas de arraste ar sintético. O software de cromatografia Agilent
OpenLab foi usado para acumular varias amostras e padroes. Os componentes foram

identificados pela comparacao dos tempos de retencdo com os padroes.

2.5. Anélise dos resultados
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e analise
de regresséo polinomial, as médias comparadas segundo o teste de Tukey (5%),
utilizando o programa AgroEstat (Barbosa e Madonado Junior, 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo da matéria-prima e caracteristicas quimico-tecnolégica do
caldo extraido

Os resultados obtidos da avaliagdo do sorgo sacarino Malibu J53 com e sem
utilizacdo de fitorregulador no cultivo dos colmos e as caracteristicas quimico-
tecnologicas dos caldos extraidos (63, 77, 91, 105, 119 e 133 d.a.s.) estdo
apresentados nas Tabelas 02 a 04 e Figuras 02 a 09.

De acordo com a andlise de variancia para a altura dos colmos, Tabela 02, os
resultados apresentaram interacao significativa entre o uso do fitorregulador no cultivo
dos colmos do sorgo sacarino com as épocas de avaliacdo, o desdobramento esta
representado na Figura 02. O uso do fitorregulador no cultivo no sorgo sacarino
apresentou interferéncia no desenvolvimento fisiolégico da planta, com reducéo da
altura dos colmos quando utilizado o etefom. O genétipo Malibu J53 na auséncia deste

regulador vegetal apresentou uma altura significativa superior (3,35 m) comparado
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com a presenga deste (2,90 m). Apos os 90 d.a.s foi o periodo em que iniciou a
estabilizagao do crescimento quando se aplicou etefom e, apds 110 d.a.s. quando néo

se aplicou.

Tabela 02. Valores médios e resultados da analise de variancia para Altura do Colmo,
Didametro da Base, Diametro da Ponta e Tamanho da Panicula, para os tratamentos
estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Tamanho da
Altura (m) D. Base (cm) D. Ponta (cm) ]
Panicula (cm)

Sorgo Sacarino (S)

Com etefom 2,66B 1,89A 1,17A 13,44B
Sem etefom 3,23A 1,83A 0,94A 32,47A
Teste F 242,02** 3,72ns 0,91ns 179,46
CVv 5,21 7,81 9,57 26,24
DMS 0,09 0,08 0,61 3,65
Epocas (E)
63 2,88AB 1,91AB 0,90AB 22,08AB
77 3,08A 1,79B 0,67B 24,08A
91 2,81B 1,77B 0,70B 16,75B
105 2,93AB 1,77B 2,54A 26,41A
119 3,00AB 2,07A 0,80AB 25,00A
133 2,97AB 1,86B 0,74B 23,41A
Teste F 3,10% 5,63** 3,08* 5,45**
CVv 6,35 9,27 13,56 21,81
DMS 0,22 0,20 1,74 6,05
Int. SxE 5,49** 2,28ns 0,62ns 6,93**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p< 0,05) e ns: nao significativo (p> 0,05).

Esse fato & decorrente da utilizagao do fitorregulador, o qual apresenta a
alteracdo da morfologia da planta, o qual reduz, restringindo o crescimento da
panicula e diminuindo o crescimento dos colmos, através do comprimento dos

entrends (Silva et al., 2016), resultando em plantas cerca de 45 cm menores. Em
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estudos conduzidos por Lozano et al. (2018), o gendtipo Malibu J53 também

apresentou redugao da altura dos colmos quando foi tratado com etefom.

Altura (m) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador

3.40 1
Sem fitorregulador
-
3.20 1 l
3.00 1
2.80
2.60 Com fitorregulador
T T T T T T T
a0 30 100 120
d.a.s.
LEGENDA F R2 EQUA(;ﬁES

+ d.a.s. d. Fit Com fitorr
+ d.a.s. d. Fit Sem fitorr

4,33*
7,13

0,1712
0,5294

y = 1,51113542 + 0,0255926% - 0,00013287x 2
v = 4,59794792 - 0,03165051x + 0,00017052x%2

Figura 02. Regressdo Polinomial para Altura de colmos em funcdo das épocas de
amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Com relagao aos didmetros da base e da ponta dos colmos de sorgo sacarino

Malibu J53 (Tabela 02), ndo foram observadas diferenga significativa com relagdo ao

uso ou nao do fitorregulador. De modo semelhante, ndo exibiram interacao entre as

epocas de amostragem, com resultado médio de 1,86 e 1,05 centimetros para o

diametro da base e da ponta, respectivamente. Entretanto, de acordo com as épocas

de amostragem, foram determinadas diferengas significativas, os quais apresentavam

com maiores diametros no periodo de 105 a 119 d.a.s.. Resultados estes similares

aos de Martins (2017), avaliando o mesmo gendtipo de sorgo sacarino, com média

basal de até 1,95 cm e da ponta de até 0,95 cm, aos 110 d.a.s..
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A reducao dos valores obtidos para os diametros pode ser explicada pela
emissao da panicula, pois a planta comega a entrar em estado de senescéncia e
consequentemente perder agua, em virtude disso, o didmetro do colmo diminui
(Nogueira et al., 2017). Segundo May et al. (2012), tal comportamento apresenta
diversas interferéncias perante a redugdo no diametro, podendo ser associado ao
aumento de perfilhos, que diminuem o didmetro da base e consequentemente o da
ponta. Sendo também, que o didmetro de colmo reflete na produgdo de massa verde,
que é uma caracteristica importante correlacionada a produtividade. Entretanto, a
reducdo do diametro pode tornar as plantas mais sensiveis ao acamamento e ao
quebramento, afetando negativamente a colheita da cultura.

A caracterizacdo do tamanho da panicula, apresentado na Tabela 02,
demonstra interacdo do uso do fitorregulador e as épocas de amostragem. O
desdobramento do mesmo esta representado na Figura 03. De acordo com os
resultados apresentados, o uso do fitorregulador (na dose e época aplicada), nao
inibiu totalmente a formagéo da panicula. Todavia, o uso de fitorregulador no cultivo
do sorgo sacarino apresentou redu¢cdo no tamanho a ser formada de 36 para 16
centimetros. Quando utilizado o fitorregulador, o crescimento da panicula apresentou
maior estabilidade, com o crescimento maximo entre 90 e 110 d.a.s.. Diferente do
comportamento encontrado quando néao utilizado o etefom, no qual ndo apresentou
um crescimento constante decorrente da oscilagdo do tamanho das paniculas. Em
estudos conduzidos por Fortes et al. (2016) e Martins (2017), o emprego do etefom
também retardou a formacgao de panicula e reduziu o seu tamanho, com resultados

similares aos apresentados no presente estudo.
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Tamanho da Panicula (om) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador

30,04

T

Sem fitorregulador

20,04
Com fitorregulador
10,01
—
&0 B0 100 120
d.a.s.
LEGENDA F R2 EQUA(_;ﬁES
+ d.a.s. d. Fit Com fitorr 10,31%* 0,6623 |y =-40,801042 + 1,12270408x - 0,00548166x%2
+ d.a.s. d. Fit Sem fitorr 14,63%*| 0,3535 | v = 88,5479167 - 1,25017007% + 0,00652940x2

Figura 03. Regressdo Polinomial para Comprimento da Panicula em funcdo das
épocas de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Os parametros da caracterizagcdo dos colmos do sorgo sacarino Malibu J53
guanto a massa Umida, massa seca e teor de umidade estdo apresentados na Tabela
03. De acordo com a analise de variancia para a massa Umida e seca, foi determinada
interacdo significativa entre o uso do fitorregulador no cultivo dos colmos do sorgo
sacarino com as épocas de avaliacédo, os desdobramentos estdo representados nas
Figura 04 e 05, respectivamente, na forma de regresséo polinomial.

O desdobramento da interacdo dos tratamentos, através da regressao
polinomial para a massa umida (Figura 04), apresentaram comportamento constante
dentre a regressédo das épocas. Entretanto, a massa umida foi significativamente
superior em todas as épocas de amostragem para os colmos de sorgo sacarino sem
o uso do fitorregulador, com resultado médio de 64 t.ha™', resultado 9,38% menor
quando foi utilizado o etefom, obtendo o maior acumulo aos 119 d.a.s. (Tabela 03).

Esta diferenca pode ser associada a redugao das dimensdes (Altura, didmetros da
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base e ponta — Tabela 02) dos colmos quando utilizado o fitorregulador no cultivo do
sorgo sacarino, que sao correlacionados a quantidade de massa umida (May et al.,
2012).

Tabela 03. Valores médios e resultados da analise de variancia para Massa Umida,
Massa Seca e Teor de Umidade, para os tratamentos estudados. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.

Massa umida Massa seca Teor de
(t.ha™) (t.ha™) umidade (%)

Sorgo Sacarino (S)

Com etefom 57,41A 22,88A 63,52A
Sem etefom 64,21A 20,77A 64,25A
Teste F 1,04ns 0,87ns 0,17ns
CVv 46,57 43,94 11,64
DMS 17,16 5,81 4,50
Epocas (E)
63 64,27AB 16,28B 73,81A
77 63,87AB 20,79B 66,42AB
91 61,66AB 20,33B 66,90AB
105 50,05B 19,68B 60,97B
119 70,13A 33,29A 52,76C
133 54,89AB 20,59B 62,46B
Teste F 2,43 10,10** 13,89**
CVv 26,35 29,23 10,24
DMS 19,38 7,72 7,92
Int. SxE 2,56* 4,10** 0,50ns

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p< 0,05) e ns: nao significativo (p> 0,05).
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Figura 04. Regressé&o Polinomial para o teor de Massa Umida em funcédo das épocas
de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Apesar dos resultados obtidos para a massa umida (Figura 04), a regressao

polinomial para a massa seca (Figura 05) dos colmos apresentaram comportamento

diferente. De acordo com a regressao polinomial, ao longo do cultivo dos colmos, é

observado acréscimo da massa seca, com resultado significativamente superior

quando nao utilizado o fitorregulador, chegando a 28 t.ha'. Entretanto, assim como

na massa umida, o uso do etefom no cultivo dos colmos apresentou redu¢ao da massa

seca de 14,28% decorrente da redugéo dos parametros biométricos da planta (altura

dos colmos e didmetros da base e ponta).
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Massa seca (T/ha) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador

+

40.0 4
35.0

30,04

] Sem fitorregulador
25.01

20,01
sol Com fitorregulador .
—
a0 80 100 120
d.a.s.
LEGENDA F R2 EQUAQﬁIES
+ d.a.s. d. Fit Com etefom 4,87* | 0,4930 | y = 11,1555000 + 0,09817347x
+ d.a.s. d. Fit Sem etefom 9,925 0,1622 | y =9,15433333 +0,14014286x%

Figura 05. Regressao Polinomial para o teor de Massa Seca em funcao das épocas
de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Para o parametro umidade dos colmos, os resultados médios apresentados na
Tabela 03 ndo demonstraram diferenca significativa com o uso do fitorregulador e
interacdo com as épocas de amostragem, com umidade média de 63,89% de
umidade. Com relagdo as épocas de amostragem, o gendtipo apresentou redugao
significativa de 21,05% dos 63 d.a.s. até os 119 d.a.s. e posterior a isso ganho da
umidade novamente. Esta reducdo deve-se ao estresse hidrico ao qual o sorgo
sacarino foi submetido (Figura 01), e posteriormente a entrada da planta em seu
periodo de senescéncia. A diminuicdo deste parametro também foi observada por
Martins (2017) utilizando o mesmo gendtipo, que observou um decréscimo de 23,08%.

As caracterizagbes quimico-tecnoldgicas dos caldos dos colmos do sorgo
sacarino Malibu J53 quanto a Sdlidos Soluveis Totais (S.S.T.), Agucares Redutores
Totais (ART), Agucares Redutores (AR), pH, Acidez Total e Teor de Amido estao

apresentados na Tabela 04. De acordo com a analise de variancia para o0 S.S.T., ART,
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AR e Teor de Amido, estes obtiveram interacdo significativa entre o uso do

fitorregulador no cultivo dos colmos do sorgo sacarino e as épocas de avaliacéo, os

desdobramentos estao representados nas Figura 06 a 09, respectivamente, na forma

de regressao polinomial.

Tabela 04. Valores médios do caldo extraido e resultados da analise de variancia para
Solidos Soluveis Totais, ART, AR, pH, Acidez Total e Teor de Amido, para o0s
tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Acidez Total Teor de Amido
ART (%) AR (%) pH _
(%) (9.Lr H2SO4) (ppm.Brixt)
Sorgo Sacarino (S)
Com etefom 17,84A 13,07A 0,71B 4,8A 2,34A 205,05A
Sem etefom 16,83B 12,41B 0,88A 4,8A 2,38A 184,64B
Teste F 17,74**  10,64* 17,78** 1,52ns 1,45ns 12,93*
Cv 5,86 6,69 20,86 2,75 16,41 12,35
DMS 0,61 0,51 0,10 0,08 0,22 14,58
Epocas (E)
63 13,32D  8,47E 1,58A 5,0A 1,08C 92,13D
77 17,72B 12,16CD 1,19B 4,8BC 1,67B 139,81C
91 20,48A 17,13A 0,74C 4,9AB 2,01B 273,33A
105 20,45A 14,56B 0,60C 47D 3,00A 205,46B
119 16,95B 12,72C 0,36D 4,7D 2,89A 221,64B
133 15,08C 11,39D 0,32D 4,7D 3,06A 236,72AB
Teste F 73,99** 143,74** 140,74** 23,59** 65,98** 47,46**
Cv 6,66 6,64 18,02 1,61 15,32 17,24
DMS 1,39 1,02 0,17 0,09 0,42 40,64
Int. SXE 3,94** 7,71** 6,01** 2,04ns 1,25ns 6,63**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p< 0,05) e ns: nao significativo (p> 0,05).

Ao longo do desenvolvimento do sorgo sacarino, a planta apresenta

determinadas etapas as quais sédo pertencentes ao seu ciclo fenolégico. Para o sorgo

sacarino, estes estagios fenoldgicos de desenvolvimento sdo: Emborrachamento (£

60 d.a.s.), florescimento (+ 70 d.a.s.), grao leitoso (+ 85 d.a.s.), grao pastoso (+ 100

d.a.s.), grao farinaceo (+ 115 d.a.s.), gréo duro (x 125 d.a.s.) e senescéncia (+ 135
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d.a.s.) (Teixeira, 2017). Periodos estes avaliados no presente estudo e representados
nas respectivas épocas de amostragem.

De acordo com o desdobramento dos resultados obtidos para os Sélidos
Soluveis Totais (Figura 06), o uso do fitorregulador no cultivo do sorgo sacarino Malibu
J53 acarreta maior concentragdo destes fotoassimilados, sendo esta significativa.
Para o periodo de avaliagdo, ambos tratamentos apresentaram maior acumulo por
volta dos 90 a 110 d.a.s. com média maxima de 20,8% e 20% com e sem uso do
etefom, respectivamente. Sendo assim, através do uso do fitorregulador, decorrente
da atividade de retardacdo da maturacgao, € observado um incremento de 0,8% dos
solidos soluveis totais.

Apesar dessa diferenca, estes resultados estdo dentro do esperado para um
genotipo de sorgo sacarino, sendo que os resultados podem variar de 12 a 22%
(EMBRAPA, 2015). Estudos conduzidos por Lozano et al. (2018) utilizando o genétipo
Malibu J53 apresentam resultados similares considerando-se o acumulo de agucares,
assim como a diferenga com relagdo ao uso de fitorregulador no cultivo da matéria-
prima.

De acordo com os solidos soluveis totais (Figura 06) dentre os estagios
fenolégico de sorgo sacarino, estabelecidos por Teixeira (2017), foi observado o
maximo acumulo entre os estagios fenoldégicos de grao leitoso, pastoso e farinaceo
(90 a 110 d.a.s.). Sendo observado para este gendtipo, maior periodo em comparagao
ao gendtipo BRS 511 (Teixeira, 2017). Sendo assim, o gendtipo avaliado no presente

estudo resulta em maior periodo para o processamento da matéria-prima
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Brix (%) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador
Com fitorregulador
20,0 1 l
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.
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1204 %
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d.a.s.
LEGENDA F R2 EQUAGOES
+ d.a.s. d. Fit Com fitorr 166,08%*| 0,9820 |y = -27,400958 + 0,98853184x - 0,0050747 1x2
+ d.a.s. d. Fit Sem fitorr 11,30%*| 0,9192 |y = -93,822338 + 3,04872202x% - 0,02630014x2 + 0,00007176x?

Figura 06. Regressao Polinomial para o teor de Sélidos Sollveis Totais (Brix) em
funcdo das épocas de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.

Para o parametro do ART do caldo (Tabela 04), o uso do fitorregulador no cultivo
do sorgo sacarino Malibu J53 foi determinada uma interagdo com as épocas de
amostragem (Figura 07). E observado um maior acimulo de até 1% dos agUcares
redutores totais quando utilizado o etefom. Schaffert e Parrella (2012) consideram
valores minimos de ART de 12% para se estabelecer o P.U.l. (periodo util de
industrializagdo) do sorgo sacarino. Assim, o gendtipo avaliado sem fitoregulador
apresentou um P.U.l. dos 75 aos 120 d.a.s. decorrente do acumulo maximo.
Entretanto, o uso do fitorregulador, além do maior acumulo, apresentou um maior
PU.l, dos 73 a 125 d.a.s.,, aumentando em 7 dias o tempo para
colheita/processamento para a matéria-prima em condicdes ideais. No presente
estudo, foi observado concentracdo de ART maior, alcancando valores de 16% de

ART, com uso do fitorregulador.



38

De acordo com o acumulo dos Agucares Redutores Totais (ART - Figura 06)
dentre os estagios fenoldgico de sorgo sacarino avaliados, foi observado o maximo
acumulo entre os estagios fenoldgicos de gréo leitoso, pastoso e farinaceo (90 a 110
d.a.s.). Periodo este superior comparado ao apresentado por Teixeira (2017), além de

maior concentragao de agucares no caldo extraido comparados ao genétipo BRS 511.

ART (%) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorreguladeor
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1 +
15.0 4 l
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12,10 o s o e T
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d.a.s.
LEGENDA F R2 EQI.IA(;ﬁ-ES
+ d.a.s. d. Fit Com fitorr 313,19%%| 0,8833 | v = -34,232969 + 1,01355017x - 0,00511252x2
+ d.a.s. d. Fit Sem fitorr 49,98 0,8575 | y = -125,42405 + 3,99338971x - 0,03698379x2 +0,00011072x2

Figura 07. Regressdo Polinomial para o teor dos Ac¢lUcares Redutores Totais (ART)
em funcdo das épocas de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.

Para o teor de acucares redutores (AR) (Tabela 04), o desdobramento da
interacdo entre o uso do fitorregulador e as épocas de amostragem esta representado
na Figura 08. Ambos os tratamentos avaliados demonstraram reducédo durante o
periodo de avaliacdo, sendo que o caldo obtido dos colmos quando foi utilizado o
fitorregulador apresentava menores concentracdes. Entretanto, aos 105 d.a.s.
verificou-se que para ambos os tratamentos foram equivalentes, apresentando

concentracdo meédia de 0,5%. Segundo May et al. (2012), os valores indicados como
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referéncia para sorgo sacarino é de 1 a 3% de AR. Os resultados obtidos neste estudo
indicam concentracédo inferior. Este comportamento esta relacionado ao acumulo de
fotoassimilados nos colmos, na forma de sacarose. Portanto é esperada a reducao
dos teores de AR ao longo das épocas, resultando em melhoria da qualidade quimico-

tecnoldgica do caldo.

AR (%) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador

1.50 1

1.00 Sem fitorregulador

0.50

Com fitorregulador

-l T T T T T T T T T T T
&0 30 100 120
d.a.s.

LEGENDA F R2 EQUA(;&ES
+ d.a.s. d. Fit Com etefom 5,17% | 0,9532 |y =9,82851273 -0,23673316x + 0,00204660x2 - 0,00000607x3
+ d.a.s. d. Fit Sem etefom 6,87* | 0,9951 |y =-1,1575579 +0,13317476x - 0,00184460x2 + 0,00000700x3

Figura 08. Regresséao Polinomial para o teor dos Acucares Redutores (AR) em funcgéo
das épocas de amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal,
SP.

Avaliando-se o pH e a Acidez Total dos caldos (Tabela 04), estes néo
apresentaram diferencga significativa com relagcdo ao uso do fitorregulador no cultivo
dos colmos, com resultado médio do pH de 4,8 e Acidez Total de 2,36 g.L"1 H2SO0a. Ja
para as eépocas de amostragem, ambos apresentaram diferenca significativa, no qual
€ observado maior concentracdo de acidos no caldo a partir dos 105 d.a.s.. Aos 63
d.a.s. o caldo obtido apresentava pH de 5,0 e Acidez Total de 1,08 g.L* H2SOa4, aos
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105 d.a.s. é observado uma reducéo de 0,3 para o pH e acréscimo de 1,92g.Lt H2SO4
para a Acidez Total.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lingle et al. (2013), também
observaram reducédo do pH e aumento da Acidez Total ao longo das épocas de
colheita (90, 115 e 140 d.a.s.). Este comportamento pode ser associado a maior
atividade metabolica apresentadas pela planta (emissdo de brotos e paniculas),
decorrente da condicdo ideal para a acdo de acidos e enzimas reguladoras do
crescimento, tal como o acido indol acetico (Taiz e Zeiger, 2010).

A maior concentracdo de acidos no processamento dos colmos pode ser
prejudicial para a fermentacao alcodlica. Sendo que, para elevar o pH para 6 (condi¢ao
necesséria para a clarificacdo do caldo e neutralizacdo de acidos organicos)
necessita-se de maiores concentragdes de leite de cal (CaCO3s), e 0 aumento de célcio
residual do processo de clarificacdo pode diminuir a eficiéncia fermentativa da
levedura através da impermeabilizacdo da parede celular, restringindo a
metabolizacdo dos compostos (Lingle et al., 2013).

O teor de amido (Tabela 04) apresentou interacdo quando se utilizou o
fitorregulador e as épocas de amostragem, o desdobramento esta representado
através da Figura 09. De acordo com as concentracdes observadas, quando se
utilizou o etefom o acumulo dos compostos amilaceos foi mais homogéneo e
crescente durante o desenvolvimento da planta. Segundo os resultados obtidos,
verifica-se maior estabilizacdo da curva a partir dos 110 d.a.s.. Sem o uso do
fitorregulador, a concentragdo maxima no teor de amido ocorreu aos 90 d.a.s., com
resultado médio 40 ppm.Brix! inferior comparado a matéria-prima com fitorregulador
(a0 pico de acumulo aos 120 d.a.s.) e sem estabilizagdo da curva, a qual,

posteriormente apresentou redugcéo na concentracao.
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Amido (ppmBrix) Efeitos de d.a.s. dentro de Fitorregulador
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Sem fitorregulador
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&0 80 100 120

d.a.s.
LEGENDA F R2 EQI.IA(_:ﬁES
+ d.a.s. d. Fit Com fitorr 14,07=* 0,7902 | v =-449,26483 + 11,1373367% - 0,04295918x2
+ d.a.s. d. Fit Sem fitorr 6,97* | 0,7719 |y =-1945,7532 +60,7273484 - 0,55417752x2 + 0,00163916x%3

Figura 09. Regressao Polinomial para o teor de Amido em funcéo das épocas de
amostragem para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

3.2. Processamento dos colmos

3.2.1. Caldo extraido

Os valores quantificados para os Teores de Sélidos Soluveis Totais, Pureza e
Teor de Amido (Total, Soluvel e Insoltvel) estdo apresentados na Tabela 05. O teor
de Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose e Total) estdo representados na Figura 10.
Da sua andlise verifica-se que néo houve efeito da aplicacao do fitorregulador para as
caracteristicas estudadas. Segundo May et al. (2012), o caldo obtido dos colmos do
sorgo sacarino deve apresentar concentracdo de Solidos Soluveis Totais entre 15 —
19%, Sacarose de 8 - 13%, 60 — 75% de Pureza, Agucares Redutores entre 1 — 3%
(Glicose de 0,5 - 2% e Frutose 0,5 — 1,5%) e Acucares Totais entre 12% - 17%. De
acordo com os resultados médios determinados, o uso ou nao do fitorregulador, foram

observados dados meédios superiores, representando maior acumulo de solidos
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soluveis e teor de acUcares, resultando em pureza do caldo de 11,73% superior aos
sugeridos como ideais.

Os resultados para os acgucares redutores (glicose e frutose — Figura 10)
acarretaram maior concentracdo quando foi utilizado o fitorregulador. Entretanto,
guando avaliado a soma dos acUcares totais, as médias ndo apresentam diferenca
significativa, decorrente de uma menor porcentagem de sacarose quando utilizado o

etefom no cultivo do sorgo sacarino.

Tabela 05. Valores médios determinados para caldo extraido e resultados da analise
de variancia para Solidos Sollveis Totais, Pureza e Teor de Amido, para o0s
tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Teor de Amido

Sorgo Sacarino S.S. T. (%) Pureza (%) (ppm.Brix?)
Total Solavel Insolavel
Com etefom 20,53A 86,11A 14501A 399A 14102A
Sem etefom 20,81A 87,35A 13227A 438A 12789A
Teste F 1,84ns 0,69ns 1,36ns 0,31ns 2,04ns
CcvVv 1,74 8,35 1,32 6,26 1,29
DMS 0,53 2,70 247155 184,40 1830,14

ns: ndo significativo (p> 0,05).

Considerando que os hibridos de sorgo sacarino séo susceptiveis as condicdes
edafocliméticas, comparando com estudos conduzidos por Masson et al. (2015) e
Silva et al. (2016), os quais foram desenvolvidos na mesma area experimental
(hibridos CYSW80007, CV147, CV198 e BRS508), ndo foram determinados acumulo
de acucares equivalente (Solidos Soluveis Totais <19,23% e aguUcares totais de
15,20%) como se quantificou no presente trabalho. O sorgo sacarino utilizado neste
estudo apresentou maior acumulo de agucares nos colmos, com alta pureza, superior
aos parametros encontrados em outros genétipos. Cole et al. (2017) avaliando
diferentes gendtipos de sorgos sacarinos (Dale, M81E, Theis e Top 76-6) em duas
safras, verificaram concentragfes médias maximas de acgulcares e pureza de 13% e

80,6%, respectivamente. Resultados inferiores aos apresentados no presente



43

trabalho, o qual apresentou 18,62% de acUcares totais e pureza de 87,35% (Figura

10 e Tabela 05), apresentando maior potencial produtivo para o genaétipo estudado.

Acgucares - Caldo Extraido

20
18,62A
17,68A18’18A 18,22A
18 e
16 e 2
B8 Malibu J53 com etefom R ]
14 . i frm
m Malibu J53 sem etefom Y ey
12 _ -
10 fre]
Rg vy
6 a
4 -
2 o
0,31A 0,25B 0,23A 0,18B AR
0 Frrmrr | — e T — R e
Glicose Frutose Sacarose Acuares Totais
Teste F: 28,90* Teste F: 19,41 Teste F: 2,60ns Teste F: 1,85ns
CV: 6,36 CV: 1,67 CV: 2,97 CV: 2,75
DMS: 0,02 DMS: 0,02 DMS: 0,79 DMS: 0,75

Figura 10. Representacdo grafica dos valores médios e resultados da analise de
variancia para os Teores de AcUcares (Sacarose, Glicose, Frutose e Totais) do caldo
extraido. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

O teor de amido no caldo extraido (Tabela 05) ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado aos tratamentos estudados, sendo os valores médios
de 418,5 ppm.Brix! para o amido soltvel, 13.445,5 ppm.Brix* para o amido insoltvel
e 13.864 ppm.Brix! para o teor de amido total. Resultados de Eggleston et al. (2017)
estudando diferentes gendtipos de sorgo sacarino corroboram com os resultados aqui
quantificados.

A determinacao da concentracdo do pH e Acidez Total estédo apresentados na
Tabela 06. Ambos os teores presentes no caldo extraido, quando ao uso do
fitorregulador ndo apontaram diferenga significativa, com resultado médio do pH de
4,7 e acidez total de 2,99 g.L! H2SOa. Entretanto, é observado para os dados
apresentados do sorgo sacarino Malibu J53 maior concentracdo de acidos
comparados aos estudos apresentados por Cole et al. (2017) (caldo extraido com pH
de 5,3 a 5,5) e Silva et al. (2016) (pH 4,8 e acidez total de 1,6 g.L* H2SOa).
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Tabela 06. Valores médios e resultados da analise de variancia para pH e Acidez do
caldo extraido, para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Acidez Total

Sorgo Sacarino pH
(9.L"1 H2S04)
Com etefom 4,7A 2,95A
Sem etefom 4,6A 3,02A
Teste F 4,00ns 0,84ns
Ccv 1,22 4,04
DMS 0,08 0,21

ns: ndo significativo (p> 0,05).

Os compostos fendlicos totais (CFT) nos caldos extraidos (Figura 11)
apresentaram diferenca significativa. A utilizacéo do fitorregulador no cultivo do sorgo
sacarino acarretou uma maior formacao destes compostos, resultando em aumento
de 10,09% (51,16 pg.mL1). Este acimulo pode ser associado ao comportamento
fisiol6gico do sorgo sacarino, posteriormente a aplicacdo do etefom. Isto é, o
fitorregulador ndo apresentou inibicdo da emisséo da panicula no genétipo Malibu J53,
retardando a formacéo da panicula e facilitou a ocorréncia de brotacdo area lateral,
além de novas paniculas. Este resultado fisiolégico explica a maior concentracéo de
compostos fendlicos que foram determinados neste estudo, em comparacdo aos
teores normalmente encontrados durante o crescimento da planta (May et al., 2012).
A presenca dos Compostos Fendlicos Totais € prejudicial ao in6culo do processo
fermentativo, por apresentar efeito inibitério sobre a levedura fermentadora (Lima,
2019).
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Compostos Fendlicos Totais (CFT) - Caldo Extraido
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Figura 11. Representagdo grafica dos valores médios e resultados da analise de
variancia para os Compostos Fendlicos Totais do caldo extraido. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.

3.2.2. Caldo clarificado

Os resultados médios determinados para o teor de Sélidos Solaveis Totais,
Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose e Total) e CFT estdo apresentados na Tabela
07. Da sua andlise verifica-se que ndo houve diferencas significativas, com
concentracdo média de 19,74% Sdlidos Soluveis Totais e total de acucares de 15,88%
(0,93% de glicose, 0,44% de frutose e 14,52% de sacarose).

Os teores de Compostos Fendlicos Totais do caldo clarificado (Tabela 07) ndo
apresentaram diferenca significativa, comparando-se os tratamentos estudados, com
concentracdo média de 347,86 pg.mLt. Confrontando-se estes teores com os do
caldo extraido, Figura 11, verifica-se que havia diferenca significativa, sendo os
maiores valores quando se utilizou o fitorregulador. Este resultado indica que o
processo de clarificagdo empregado reduziu de modo significativo os teores de
Compostos Fendlicos Totais do caldo extraido para o caldo clarificado, da ordem de
27,71%.
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Tabela 07. Valores médios para caldo clarificado e resultados da analise de variancia
para Solidos Sollaveis Totais, Acucares, pH, Acidez Total e Compostos Fendlicos
Totais (CFT), para os tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

) S.S.T. Acucares (%) CFT
Sorgo Sacarino _

(%) Glicose Frutose Sacarose Total (ug.mL?)
Com etefom 19,21A 0,90A 0,43A 14,13A 15,45A 338,50A
Sem etefom 20,28A 0,95A 0,45A 14, 91A 16,31A 357,22A

Teste F 1,68ns 0,57ns 0,57ns 1,70ns 1,55ns 0,47ns

CVv 7,22 12,79 11,27 7,14 7,50 13,60

DMS 2,11 0,17 0,07 1,53 1,76 70,21

ns: ndo significativo (p> 0,05).

Da analise dos resultados obtidos, ndo foram observadas diferencas
significativas para o pH do caldo clarificado (Figura 12), sendo os valores médios da
ordem de 6, valor este padronizado no tratamento do caldo. Para o parametro Acidez
Total do caldo clarificado (Figura 12), houve diferenca significativa, entre os
tratamentos estudados (Tabela 06). O caldo clarificado extraido de colmos tratados
com uso de fitorregulador, apresentou reducao de 63,39%, sendo superior em 72,51%
em relacéo ao tratamento controle. A remocéao destes acidos € fundamental, uma vez
que sao inibidores e prejudiciais ao desenvolvimento das leveduras utilizadas no
processo fermentativo (Lima, 2019). Reducdo esta resultante do processo de
clarificacéo, através da adicdo de hidroxido de célcio, neutralizacdo e remocdo dos

acidos presentes no caldo.
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pH e Acidez Total - Caldo Clarificado
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Figura 12. Representacdo grafica dos valores médios para clado clarificado e
resultados da analise de variancia para pH e Acidez Total. Safra 2018. Jaboticabal,
SP.

A determinacdo dos teores de amido total, solivel e insolivel nos caldos
clarificados estdo apresentados na Tabela 08, estando as concentragdes abaixo do
limite minimo de deteccdo. Cabe destacar que este € o resultado da acéo eficiente do
processo de clarificacdo, favorecendo a atividade da enzima alfa-amilase,
proporcionando a quebra e/ou remocdo do polimero de glicose que compde a

molécula de amido.

Tabela 08. Valores médios para caldo clarificado e resultados da andlise de variancia
para o Teor de Amido, quanto aos tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal,
SP.

Teor de Amido (ppm.Brixt)
Sorgo Sacarino
Total Soluvel Insolavel

Com etefom n.d. n.d. n.d.
Sem etefom n.d. n.d. n.d.

n.d.: ndo detectavel.
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Em estudos conduzidos por Costa et al. (2018) comprovam a remocédo do
amido através do processo de clarificacdo. Relatos de Eggleston et al. (2017) apontam
para a conversdo do amido em agucares no processo de clarificacdo do caldo de sorgo
sacarino, corroborando com os resultados deste estudo, no qual parte do amido
quantificado no caldo extraido (Tabela 05), foi convertido em oligossacarideos e
glicose no caldo clarificado. Pode-se avaliar a representacdo do aumento dos sélidos

sollveis totais e da glicose em relagdo a concentracdo do caldo extraido (Figura 10).

3.2.3. Mosto
Os resultados da concentracdo dos Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose e
Total) estdo apresentados na Figura 13. Considerando-se o uso do fitorregulador
observou-se diferenca significativa para os teores dos acgucares estudados, assim
como a soma dos mesmos, resultando em incrementos de 1,41% para agUcares totais

guando se utilizou o etefom.

Acucares - Mosto
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Figura 13. Representacéo grafica dos valores médios de Acucares (Glicose, Frutose,
Sacarose e Total) no mosto e resultados da andlise de variancia. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.
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A caracterizacdo dos mostos quanto a Acidez Total e CFT estdo apresentados
na Tabela 09. N&o foi observado diferenca significativa para Acidez Total e Compostos
Fenolicos Totais para os tratamentos estudados. Com relacdo as concentragdes em
comparacao ao caldo clarificado (Tabela 07 e Figura 12), ambos apresentaram
diferenca, confirmando o efeito benéfico do tratamento do caldo antecedendo ao
preparo do mosto. Deve-se considerar ainda o incremento da Acidez Total resultante
da adicédo do acido sulfarico para a adequacao do pH a 4,5.

Com relacdo aos teores de compostos fendlicos totais constatou-se reducéo
dos valores médios, inferior a 500 pg.mL1, provavelmente como resultado da diluicdo
do mosto para 16% de Sélidos Soluveis Totais, sendo esta concentracéo de agucares
adequada para o preparo do mosto e realizacdo do processo fermentativo (Ravaneli
et al., 2011).

Tabela 09. Valores médios e resultados da analise de variancia para a Acidez Total e
CFT no mosto, quanto aos tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

_ Acidez Total CFT
Sorgo Sacarino
(9.L1 H2SO4)  (pug.mL?)
Com etefom 2,28A 286,53A
Sem etefom 2,33A 278,89A
Teste F 0,17ns 0,82ns
CVv 7,62 5,17
DMS 0,26 21,73

ns: ndo significativo (p> 0,05).

3.2.4. Processo fermentativo
Antecedendo ao processo fermentativo, os indéculos foram submetidos a
avaliacdo microbiologica determinando-se a viabilidade celular, indice de brotamento
e viabilidade dos brotos das leveduras fermentadoras, estando os resultados
apresentados na Figura 14.
De acordo com Amorim (2005), o inéculo deve apresentar viabilidade igual ou
superior a 85% possibilitando obter a acao eficiente de elevados rendimentos

fermentativos. Constatou-se para os resultados obtidos que as leveduras PEDRA-2 E
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FT-858L (Figura 14) apresentaram viabilidade superiores, o que significa que estavam
aptas para iniciar o processo fermentativo.

Analisando-se a Figura 14, verifica-se maior indice de brotamentos para a
levedura PEDRA-2, o0 que pode favorecer uma melhor adequagéo deste indculo ao
mosto de sorgo. Segundo Fermentec (2020) e LNF (2020), ambas as leveduras
apresentam alta eficiéncia fermentativa, alta adaptabilidade a diferentes mostos e

elevada resisténcia a concentracdes de acidos.

Inéculos - Pé-de-cuba
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Figura 14. Representacdo graficas das medias obtidas para Viabilidade de Células,
Indice de Brotamento e Viabilidade de Brotos, para as leveduras PEDRA-2 e FT-858L.
Safra 2018. Jaboticabal, SP.

De acordo com a Figura 15 verifica-se que para o inicio do processo
fermentativo ndo foram determinadas diferencas significativas para os tratamentos
estudados (com e sem etefom). Os valores médios de viabilidade de células foi
89,88%; para indice de brotamento 5,44% e, para viabilidade dos brotos de 81,21%.
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Inicio do Processo Fermentativo - Sorgo Sacarino
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Figura 15. Representacéo grafica dos valores médios e resultados da analise de
variancia ao inicio do processo fermentativo para Viabilidade de Células, Indice de
Brotamento e Viabilidade de Brotos, com e sem etefom. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Comparando-se as duas leveduras utilizadas, tem-se que no inicio do processo
fermentativo (Figura 16), a levedura PEDRA-2 apresentou viabilidade celular 9%
superior a FT-858L. Esta diferenca significativa pode ser associada ao maior indice
de brotamento da levedura PE-2 no inicio do processo (Figura 14), sendo que uma
maior taxa de multiplicacao acarreta maior porcentagem de células vivas ao processo.
Quanto ao indice de brotamento e viabilidade dos mesmos, ndo foram observadas
diferencas significativas. Estudos conduzidos por Santos et al. (2017) utilizando a
levedura FT-858L em processo fermentativo com sorgo sacarino, ao inicio relataram
viabilidade média de 75%. Com isso, apesar desta levedura apresentar uma alta
adaptabilidade e bons rendimentos utilizados no processo fermentativo, podem
apresentar comportamento diferentes quando empregadas com outras matérias-

primas, tal como o sorgo sacarino.
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Inicio do Processo Fermentativo - Inéculos
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Figura 16. Representagdo grafica dos valores meédios e resultados da analise de
variancia ao inicio do processo fermentativo para Viabilidade de Células, indice de
Brotamento e Viabilidade de Brotos, para as leveduras PEDRA-2 e FT-858L. Safra
2018. Jaboticabal, SP.

Ao final do processo fermentativo, determinou-se a viabilidade de células,
indice de brotamento e viabilidade dos brotos, que estdo apresentadas nas Figuras
17 e 18. De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas diferencas
significativas, considerando-se os tratamentos estudados. Os resultados médios
foram de 87,33% para a viabilidade celular, indice de brotamento de 4,82%. Sendo
assim, a utilizacéo do etefom no cultivo dos colmos do sorgo sacarino Malibu J53 nao
resultou na presenca de compostos que apresentam interacdes negativas ao indculo
utilizado no processo fermentativo. Entretanto, € observado intera¢do quando avaliado
a viabilidade dos brotos (Tabela 10).
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Final do Processo Fermentativo - Sorgo Sacarino
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Teste F: 0,08ns Teste F: 5,25ns Teste F: 2,80ns
CV: 1,81 CV: 9,24 CV: 9,57
DMS: 2,52 DMS: 1,78 DMS: 12,62
Int. Sx 1: 2,44ns Int. Sx 1: 0,07ns Int. Sx I: 9,00

Figura 17. Representacdo grafica dos valores médios e resultados da analise de
variancia ao final do processo fermentativo para Viabilidade de Células, Indice de
Brotamento e Viabilidade de Brotos, com e sem etefom. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Com relacdo aos diferentes indculos utilizados, ao final do processo

fermentativo (Figura 18), a levedura PEDRA-2 apresentou viabilidade superior de

8,98% e taxa de multiplicac&o inferior (4,51%) em relacdo a FT-858L. Embora com

viabilidade inferior, a levedura FT-858L apresenta resultados superiores aos

apresentados por Santos et al. (2017) no qual também avaliou o desempenho em

mosto de sorgo sacarino.
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Final do Processo Fermentativo - Inéculos
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CV: 4,62 CV: 8,39 CV: 8,69
DMS: 4,94 DMS: 1,28 DMS: 8,81
Int. Sx |: 2,44ns Int. Sx I:0,07ns Int. Sx I: 9,00**

Figura 18. Representacdo grafica dos valores médios e resultados da analise de
variancia ao final do processo fermentativo para Viabilidade de Células, indice de
Brotamento e Viabilidade de Brotos, para as leveduras PEDRA-2 e FT-858L. Safra
2018. Jaboticabal, SP.

Os resultados do desdobramento da viabilidade dos brotos (%) ao final do
processo fermentativo da interacdo entre uso de fitorregulador e os in6culos, para a
viabilidade dos brotos (Tabela 10), indica menor viabilidade dos brotos para a levedura
FT-858L, sendo este resultado significativamente inferior a essa levedura quando se
utilizou o fitorregulador. Verifica-se que embora a levedura FT-858L tenha
apresentado maior indice de Brotamento (Figura 18), no foi observada viabilidade
das células em niveis adequados, como se espera de uma levedura para 0 processo
fermentativo.

Mendes (2019) avaliando o uso de fitorregulador e os reflexos no processo
fermentativo (genétipos Malibu A1001 e 5010 utilizando a levedura PEDRA-2)
observou resultados similares ao presente estudo. Masson (2013) avaliando a
fermentacao alcoodlica de mosto do sorgo sacarino CVSW80007, utilizando a levedura
FT-858L, observou viabilidade dos brotos similar ao presente estudo quando né&o
utilizado o etefom. Sendo assim, acredita-se que a levedura PEDRA-2 apresenta
melhor adaptacdo ao processo fermentativo empregando-se mosto preparado de
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sorgo sacarino e a levedura FT-858L interferéncia negativa quando ao uso do

fitorregulador.

Tabela 10. Desdobramento da viabilidade dos brotos (%) ao final do processo
fermentativo da interacdo entre uso de fitorregulador e os indculos. Safra 2018.
Jaboticabal — SP.

Tratamentos PEDRA-2 FT-858L
Com etefom 95,83Aa 63,18Bb
Sem etefom 91,66Aa 80,63Aa

Letras mailsculas nas COLUNAS, letras minusculas nas LINHAS

3.2.5. Vinho
Os vinhos foram quantificados quanto a concentracéo dos acucares residuais,
sendo que os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 19 e 20. Da analise
da Figura 19 (com e sem etefom), observou-se diferenga significativa para a
porcentagem residual da sacarose e dos acUcares totais, com resultados
significativamente inferiores, equivalentes a metade da concentracado residual quando
foi utilizado o etefom. Essa diferenca significativa representa uma concentracdo de

0,1% dos acuUcares residuais totais.
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Acucares Residuais do Vinho - Sorgo Sacarino
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CV: 27,32 CV: 32,43 CV: 30,90 CV: 21,64
DMS: 0,02 DMS: 0,03 DMS: 0,03 DMS: 0,10
Int. Sx1: 10,92 Int. Sx I:2,19ns Int. Sx I: 1,93ns Int. Sx I:3,39ns

Figura 19. Representacdo grafica dos valores médios dos AcUcares Residuais
(Glicose, Frutose, Sacarose e Total) no vinho e resultados da analise de variancia,
com e sem etefom. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Entretanto, a concentragao residual de glicose apresentou interagcéo quando se
avalia os tratamentos estudados (Tabela 11). Verifica-se que o uso do fitorregulador
nao promoveu diferenca significativa quanto a metabolizacdo deste acucar para a
levedura PEDRA-2. Porém, para o inéculo FT-858L determinou-se maiores teores
destes acucares residuais, especialmente quando se utilizou o fitorregulador.

Tabela 11. Desdobramento da glicose residual (%) dos vinhos da interacdo entre uso
de fitorregulador e os inéculos. Safra 2018. Jaboticabal — SP.

Tratamentos PEDRA-2 FT-858L
Com etefom 0,03Aa 0,06Aa
Sem etefom 0,05Aa 0,02Bb

Letras mailsculas nas COLUNAS, letras minusculas nas LINHAS

Os teores médios de acUcares apresentados pelas leveduras estudadas
(Figura 20), nao demonstraram diferenca significativa, para teores de glicose e
acucares totais residuais. As diferencas foram quantificadas para concentragfes de

frutose e sacarose residual. Verifica-se ainda que a levedura PEDRA-2 pode ter
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apresentado maior metabolizacdo da sacarose, motivo pelo qual se detectou menor
concentracdo ao final do processo fermentativo em comparacéo a levedura FT-858L.
Para a concentragdo de frutose, tem-se comportamento inverso, com menor
concentracéo residual para a levedura FT-858L. Deve-se destacar que embora essa

diferenca significativa tenha sido quantificada, estas representam cerca de 0,16%.

Acucares Residuais do Vinho - Inéculos

0,18
0,16
0,14
B PEDRA-2 BFT-858L
0,12
0,1
0,08
=S
0,06
0,04A 0,04A
0,04
0’02 %
0 i -
Glicose Frutose Sacarose Acuares Totais
Teste F: 0,95ns Teste F: 9,66 Teste F: 29,52* Teste F: 0,07ns
CV: 33,19 CV: 30,39 CV: 22,27 CV: 39,82
DMS: 0,02 DMS: 0,03 DMS: 0,03 DMS: 0,12
Int. Sx I:10,92* Int. Sx1:2,19ns Int. Sx |: 1,93ns Int. Sx I:3,39ns

Figura 20. Representacdo grafica dos valores médios dos AcUcares Residuais
(Glicose, Frutose, Sacarose e Total) no vinho e resultados da analise de variancia,
para as leveduras PEDRA-2 e FT-858L. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

A concentracdo de etanol, teor alcodlico do vinho e o rendimento de etanol
estdo apresentados na Tabela 12. Da analise dos resultados obtidos, verifica-se que
nao apresentaram diferencas significativas para os tratamentos avaliados, ou seja,
matéria-prima submetida ou ndo ao uso de fitorregulador e fermentacédo do mosto com
emprego de duas leveduras. Os valores médios quantificados foram de 7,90% de teor
alcoolico, composto por 4,59% de etanol, com rendimento de etanol de 5.031,30 L.ha
1. Embora tenha sido quantificada concentracéo significativa de agucares por ocasido
do cultivo da matéria-prima e preparo do mosto, com emprego do fitorregulador, este
efeito benéfico ndo proporcionou maiores rendimentos no processo fermentativo.

Entretanto, quando a matéria-prima sem a aplicacdo do etefom no cultivo do

sorgo sacarino foi processada, € notado rendimento médio 711,92 litros de etanol.ha-
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1 superior. Esta diferenca no rendimento esta diretamente correlacionada a
produtividade da cultura no campo, a qual sem a utilizacéo do fitorregulador no cultivo
dos colmos resultou em um maior acimulo de massa Umida e seca (Figuras 04 e 05).

Em estudos conduzidos por Masson et al (2015) utilizando a mesma
metodologia, com o sorgo sacarino CYSW80007 e a levedura FT-858L, apresentaram
resultados cujo teor alcodlico foi de 6,33%, com concentracdo de acUcares residuais
menores que os determinados neste estudo. Lozano et al. (2018) em calculos tedricos
sobre o rendimento de etanol, avaliando o uso do fitorregulador identificou potencial
estimulado de aumento na producdo de etanol. Entretanto, de acordo com o0s
resultados praticos (Tabela 12), o uso do fitorregulador ndo apresentou diferenca
significativa.

Com relagao a quantidade de etanol, em estudos conduzidos por May et al.
(2012) avaliando 4 gendtipos de sorgo sacarino (BRS 511, BRS 508, BRS 509 e BRS
506), obteve rendimento maxima de 4.352,51 L.hal. Neste contexto, destaca-se a
rendimento de etanol, obtido neste estudo, utilizando o sorgo sacarino Malibu J53, que
apresentou rendimento médio de 678,79 L.ha! superior ao relatado pelos autores. O
presente estudo demonstra maior potencial de producdo do bioetanol para este
genatipo estudado, com rendimentos em teor alcoodlico equivalentes aos determinados
guando se utiliza cana-de-acucar como matéria-prima (Freita et al., 2017; Masson et
al., 2015; Mutton et al., 2019). Cabe destacar ainda o tempo de cultivo do sorgo
sacarino, que é bastante curto, possibilitando a colheita de colmos para producéo de
etanol com 105 dias apos a semeadura. Esta caracteristica é diferente da cana-de-
acucar, que apresenta um ciclo del2 a 18 meses de cultivo, antecedendo a colheita

dos colmos.
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Tabela 12. Valores médios e resultados da analise de variancia para a concentracéo
de Etanol, Teor Alcodlico e Rendimento de Etanol, quanto aos tratamentos estudados.
Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Etanol Teor Alcodlico Rendimento de Etanol

(%v.v?Y) (%ov.v?l) (L.hat)
Sorgo Sacarino (S)

Com etefom 4,59A 7,90A 4675,34A
Sem etefom 4,60A 7,91A 5387,26A
Teste F 0,01ns 0,00ns 2,43ns

Ccv 6,99 13,14 22,22
DMS 0,33 1,09 1017,11
Inéculos (1)
PEDRA-2 4,61A 7,94A 4997,50A
FT-858L 4,58A 7,87A 5065,10A
Teste F 0,09ns 0,09ns 0,09ns
CcvVv 5,29 7,84 11,10
DMS 0,22 0,56 508,38
Int. S x| 0,81ns 1,50ns 0,13ns

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p< 0,05) e ns: néo significativo (p> 0,05).

A caracterizagcdo quanto ao teor de glicerol, pH, acidez total e compostos
fendlicos totais estdo apresentados na Tabela 13. A concentracdo de glicerol com
relacdo ao uso do fitorregulador e os diferentes indculos utilizados no processo
fermentativo (Tabela 13) ndo apresentaram diferenca significativa, entretanto estes
obtiveram interacdo entre os tratamentos (Tabela 14).
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Tabela 13. Valores médios e resultados da analise de variancia para a concentracéo
do Teor de Glicerol, pH, Acidez Total e Compostos Fendlicos Totais (CFT) no vinho,
guanto aos tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Acidez Total CFT

(g.LT H2S04) (ng.mL?)

Glicerol (%) pH

Sorgo Sacarino (S)

Com etefom 0,70A 3,6B 3,28A 265,82A
Sem etefom 0,64A 3,7A 3,33A 237,49A
Teste F 3,28ns 9,76* 3,51ns 3,07ns

CcVv 10,35 3,36 2,27 15,74
DMS 0,07 0,13 0,07 41,59
Inéculos (1)
PEDRA-2 0,69A 3,6B 3,25B 256,24A
FT-858L 0,65A 3,8A 3,36A 247,07A
Teste F 2,22ns 76,22** 12,38** 1,82ns
CVv 11,37 1,58 2,43 6,60
DMS 0,06 0,05 0,07 15,12
Int. S x| 7,35* 3,05ns 1,94ns 1,69ns

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p< 0,05) e ns: néo significativo (p> 0,05).

De acordo com o desdobramento da interacdo do teor de glicerol (Tabela 14),
a levedura FT-858L produziu maior quantidade deste composto quando foi utilizado o
etefom no cultivo do sorgo sacarino. Resultados estes, superiores aos apresentados
por Deesuth et al. (2015), que em estudos avaliando possiveis melhores condicbes
para a producéo de etanol utilizando sorgo sacarino, obteve resultados médios 6,17%

inferiores para a concentracao de glicerol.

Tabela 14. Desdobramento do teor de glicerol (%) dos vinhos da interacao entre uso
de fitorregulador e os inéculos. Safra 2018. Jaboticabal — SP.

Tratamentos PEDRA-2 FT-858L
Com etefom 0,68Aa 0,72Aa
Sem etefom 0,71Aa 0,58Bb

Letras maiusculas nas COLUNAS, letras minusculas nas LINHAS
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Para o pH dos vinhos (Tabela 13), com relacdo ao uso do fitorregulador, foi
observado diferenca significativa, sendo 0,1 menor quando utilizado este produto no
cultivo da cultura. Com relacdo aos diferentes indculos utilizados, € observado uma
diferenca significativa reduzindo o pH em 0,2 quando foi utilizada a levedura PEDRA-
2. Entretanto, quando avaliada a acidez total, ndo foi observado diferenca significativa
correlacionado ao uso do etefom, com dado médio de 3,30 gL ! H2SOa4. Com relagéo
aos diferentes in6culos utilizados no processo fermentativo, € observada diferenca
significativa, com maior concentracdo de 4cidos totais ao meio quando utilizada a
levedura FT-858L.

Segundo Santos et al. (2017), a levedura FT-858L durante 0 processo
fermentativo do mosto de sorgo sacarino apresenta maior tendéncia a producéo de
acidos ao meio, o qual pode acarretar prejuizos ao inéculo. Sendo assim, acredita-se
gue pode ter ocorrido um estresse microbiologico decorrente ao uso do fitorregulador
no cultivo do sorgo sacarino para a levedura FT-858L, assim como ja apresentado a
menor viabilidade celular (Figura 18), menor metabolizacdo de glicose (Tabela 11), a
maior producdo de acidos e glicerol (Tabela 13). Embora seja observado para o
in6culo FT-858L rendimento de etanol equivalente a PE-2 (Tabela 12), essas
interferéncias causadas pelo o fitorregulador poderiam prejudicar a reutilizacdo do
in6culo para os préximos processos fermentativos, metodologia usualmente adotada
para a producao de etanol.

Para os compostos fendlicos totais presentes no vinho (Tabela 13), ndo foi
verificado uma diferenca significativa na concentracdo dentre o0s tratamentos

avaliados, com resultados médios de 251,65 pug.mL™2.

3.2.6. Destilados
De acordo com as concentracdes determinadas para aldeidos, metanol, n-
propanol, isopropanol e acetato de etila (Tabela 15), ndo foram observados efeitos
significativos para os tratamentos principais e secundarios estudados (Lima, 2019). O
destilado resultante apresentou composi¢cdo com as concentracdes médias de 50,66
mg.L? de aldeidos, 80,13 mg.L* de n-Propanol; 16,02 mg.L* de metanol, 0,3 mg.L™

de isopropanol, 24,90 mg.L* de acetato de etila.
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Entretanto, com relacéo as leveduras estudadas no processo fermentativo sao
observadas diferencas significativas. A levedura PEDRA-2 resultou em uma producéo
do n-Propanol 29,28% (27,49 mg.L™?) superior quando comparada a FT-858L. Este
composto alcodlico € o principal constituinte dos Alcoois Superiores, conhecido
também como Oleo fusel. A producdo deste ocorre de forma natural em pequenas
quantidades durante o processo fermentativo, apresentando interacdo e resultando
em maior concentracdo quando a levedura estd sendo exposta a elevadas
temperaturas, baixo pH do mosto e o processamento de matérias-primas com maior

guantidade de aminoacidos (Cardoso, 2013).

Tabela 15. Valores médios para componentes determinados do destilado e resultados
da andlise de variancia para a concentracdo de Aldeidos, Metanol, Isopropanol, n-
Propanol e Acetato de Etila, quanto aos tratamentos estudados. Safra 2018.
Jaboticabal, SP.

Aldeidos Metanol Isopropanol n-Propanol acetato de etila

mg.L*
Sorgo Sacarino (S)

Com etefom 44 57TA  16,21A 0,28A 83,53A 20,30A
Sem etefom 56,74A  15,83A 0,32A 76,74A 29,50A
Teste F 0,14ns  0,01ns 0,16ns 0,07ns 6,94ns
CVv 90,06 35,1 43,42 44,66 19,84

DMS 40,92 50,53 1,17 21,61 44 .4

Inéculos (1)

PEDRA-2 56,26A  15,66A 0,36A 93,88A 28,29A
FT-858L 45,05A 16,37A 0,23A 66,39B 21,51A
Teste F 1,59ns  0,14ns 5,12ns 58,58* 3,22ns
CVv 24,85 16,94 27,49 6,33 21,45
DMS 38,27 8,25 0,25 15,44 16,24
Int. S x | 0,71lns  0,24ns 10,25ns 3,68ns 4,74ns

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05) e ns: ndo significativo (p>
0,05).

As determinagfes da concentragdo de iso-Butanol, n-Butanol, acetaldeido, iso-

Amilico e a soma dos alcoois superiores estdo apresentados na Tabela 16. Para esses
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alcoois nao foram observadas diferencas significativas, considerando-se o0s
tratamentos estudados. O destilado resultante apresentou composicdo com as
concentracdes médias de 193,1 mg.L? de iso-Butanol, 14,11 mg.L* de n-Butanol, 4
mg.L? de acetaldeido, 254,42 mg.L' de iso-Amilico e 542,08 mg.L* de éalcoois
superiores totais.

Cabe destacar que embora a maior producdo significativa do principal
componente dos éalcoois superiores (n-Propanol - Tabela 15) quando utilizada a
levedura PEDRA-2, este ndo apresentou correlagdo ao aumento significativo dos
alcoois superiores totais (Tabela 16). Ja para as determinacfes da concentracéo de
acetona, ciclohexano, benzeno e crotonaldeido dos destilados simples (Tabela 17),

estes ndo apresentaram concentragéo na faixa de deteccéo do equipamento utilizado.

Tabela 16. Valores médios para componentes determinados do destilado e resultados
da anadlise de variancia para a concentracdo de Iso-butanol, n-Butanol, Acetaldeido,
Iso-amilico e Alcoois Superiores Totais, quanto aos tratamentos estudados. Safra
2018. Jaboticabal, SP.

Alcoois

iso-Butanol n-Butanol Acetaldeido iso-Amilico . )
Superiores Totais

mg.L*?
Sorgo Sacarino (S)
Com etefom 190,99A 11,66A 3,44A 240,77A 527,25A
Sem etefom 195,21A 16,57A 4,56A 268,07A 556,92A
Teste F 0,11ns 17,46ns 0,10ns 1,62ns 0,24ns
CVv 9,5 11,76 122,42 11,93 15,87
DMS 164,85 14,92 44,02 272,89 773,08

Inéculos (1)

PEDRA-2 209,69A 13,97A 4,55A 255,88A 573,78A
FT-858L 176,52A 14,27A 3,45A 252,96A 510,38A
Teste F 6,25ns 0,00ns 1,87ns 0,01ns 2,52ns

CVv 9,71 69,64 28,42 13,27 10,41
DMS 57,05 29,89 3,45 102,68 171,61
Int. S x| 0,59ns 0,01ns 0,28ns 0,46ns 0,00ns

ns: nao significativo (p> 0,05).
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Tabela 17. Valores médios para componentes determinados do destilado e resultados
da analise de variancia para a concentracdo de Acetona, Ciclohexano, Benzeno e
Crotonaldeido, quanto aos tratamentos estudados. Safra 2018. Jaboticabal, SP.

Acetona Ciclohexano Benzeno  Crotonaldeido
mg.L*
Sorgo Sacarino (S)

Com etefom n.d. n.d. n.d. n.d.
Sem etefom n.d. n.d. n.d. n.d.
Inéculos (1)

PEDRA-2 n.d. n.d. n.d. n.d.

FT-858L n.d. n.d. n.d. n.d.

4. CONCLUSOES

n.d.: ndo detectavel.

- Conclui-se que o uso do fitorregulador no cultivo do sorgo sacarino Malibu J53

apresentou reducao no tamanho e massas (Umida e seca) dos colmos, com pequeno

acrescimento no acumulo de agucares;

- A aplicacao do etefom nédo restringiu a formacdo da panicula, apenas tardou o

crescimento, resultando em uma panicula de menor tamanho;

- O uso do fitorregulador ndo apresentou acréscimo significativo para a producédo de

etanol, além de interacdo negativa com a levedura FT-858L;

- A levedura PEDRA-2 apresentou melhor adaptabilidade para a fermentacéo

alcoolica do mosto de sorgo sacarino;

- As composicdes dos destilados sdo similares para os tratamentos avaliados, exceto

para o n-Propanol;
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CAPITULO 3 - Producéo de etanol e otimiza¢do do processo utilizando grdos

de sorgo granifero

RESUMO - Os graos de sorgo apresentam elevada concentracdo de compostos
amilaceos, que através de processos enzimaticos, podem ser convertidos em
acucares e ser utilizados em processos fermentativos e/ou suplementacdo de
acucares. Sendo assim, o0 objetivo desta pesquisa foi a avaliacdo e viabilizacdo do
processo enzimatico e fermentativo, em escala laboratorial, objetivando o uso de
graos de sorgo granifero (branco e roxo) como matéria-prima para producéo de etanol.
Neste estudo, foi realizado a caracterizacdo dos gréos, otimizacdo do tratamento
enzimatico e a fermentacdo alcodlica. Foi observado elevada concentracdo de
compostos amilaceos para os farelos roxo (45,56% superior) e branco. De acordo com
o tratamento enzimatico realizado, a hidrélise do amido e o aumento dos acucares
foram quase totais na primeira etapa com o tratamento fisico e uso do TSC (a-
amilase), ndo sendo observado aumento significativo com o uso da segunda etapa do
processo enzimatico (Promozyme e Viscozyme). Foram obtidas concentracdo de
acucares de 4,84% para o farelo roxo e 4,05% para o farelo branco. Decorrente a
formacdo de aglomerados de farelos, especialmente ao farelo roxo, o processo
enzimatico nao foi totalmente realizado no tempo avaliado. Sendo assim, ao longo do
processo fermentativo, ocasionou na disponibilizacdo de mais aglcares ao meio,
obtendo-se concentracdo de etanol 5,28% para o farelo roxo e 6,98% para o farelo
branco. Sendo assim, conclui-se que os farelos roxo e branco de sorgo granifero
apresentam elevado potencial para aplicabilidade para processos fermentativos e o
tratamento fisico (temperatura) e a enzima a-amilase apresentam potencial para ser

utilizados para os farelos roxo e branco de sorgo granifero.

Palavras-cheve: Termamyl SC, Promozyme, Viscozyme, Hidrélise Enzimatica,

Fermentacao alcodlica.
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1. INTRODUCAO

O sorgo é planta da familia Poaceae, do género Sorghum, e da espécie
Sorghum bicolor (L.) Moench. E originaria da Africa, provavelmente da regido da
Etiépia e do Sudao. Existem diferentes tipos de sorgo, sendo estes sacarino,
granifero, forrageiro, vassoura e biomassa (Ribas, 2007). O sorgo granifero possui
grande importancia econémica no Brasil, sendo utilizado como substituto do milho em
racBes animais, principalmente para aves e suinos decorrente do valor ser inferior ao
do milho (Coelho et al., 2002).

A planta é composta por caule do tipo colmo, dividido em nés, entrends e folhas
ao longo de toda a planta. Apresenta inflorescéncia, com formacdo da panicula e o
fruto, o qual € uma cariopse ou grdo seco, possuindo espécies anuais e espécies
vivazes. Uma forma de utilizar os grdos de sorgo é por meio da producao de farinha,
gue pode substituir parcialmente a farinha de trigo na confeccéo de varios produtos.
Sendo estas, com elevada concentracdo de compostos amilaceos.

O amido, presente nos grdos, € um carboidrato composto por dois
polissacarideos: a amilose e a amilopectina. A amilose possui cadeia simples
composta de ligacfes alfa-1,4. J&4 a amilopectina, além de ligacfes alfa-1,4 (linear),
possui também ligacdes alfa-1,6 (ramificada). Com a utilizacdo de enzimas, através
de um tratamento adequado, o amido é degradado em cadeias menores de
carboidratos, gerando maltose e glicose, os quais sédo fermentesciveis pela levedura
para formacao do etanol (Porto, 2011).

Estas farinhas ricas em acucares poderiam ser utilizadas como matéria-prima
para processos fermentativos e/ou suplementacdo de acguUcares junto ao
processamento de outras culturas, tal como o0 sorgo sacarino. Em estudos
apresentados por Cole et al. (2019), estas farias apresentam elevado potencial de
uso. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi a avaliacdo e viabilizag&o do processo
enzimatico e fermentativo, em escala laboratorial, objetivando o uso de gréos de sorgo

granifero (branco e roxo) como matéria-prima para producao de etanol.
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2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Coletadas amostras

Na safra de 2018, além do cultivo dos gendétipos de sorgo sacarino, foram
cultivados na fazenda Heckemeyer dois genotipos de sorgo granifero, sendo estes os
do tipo roxo e branco. As sementes foram plantadas no dia 20 de maio de 2018 e
colhidas no inicio de outubro, colhidas com uma colhedora Jonh Deere 8840 gréos.
As sementes foram acondicionadas e posteriormente limpas com um limpador de
sementes Clipper M-2B (AT Ferrel & Co.) e moidas utilizando um moinho de facas
rotativas (Meadows Mill), obtendo-se o farelo de grdos de sorgo granifero roxo e
branco. Foram coletadas duas amostras de cada farelos separadamente no
16/12/2018 e encaminhados para o Audubon Sugar Institute — LSUAgCenter (St.

Gabriel, LA — EUA) onde mantiveram-se armazenados a temperatura ambiente.

2.2. Analise de resultados
O experimento foi conduzido em triplicata e os resultados obtidos expressos de
acordo com meédia simples, dentre as repeticbes, com expressdo do coeficiente de

variacdo (CV).

2.3. Caracterizacdes dos farelos de graos de sorgo granifero roxo e branco
Os farelos obtidos foram analisados quanto a:
e Concentracédo de proteina (ug.mL™?): A concentracdo de proteina nos diferentes
farelos foram realizados de acordo com a metodologia descrita por He (2011).
As leituras foram realizadas num espectrofotdmetro UV-vis (Genesys 10S,
ThermoScientific, Waltham, MA), com absorbancia de 595nm. Uma curva
padrdao foi gerada utilizando seis niveis de concentracdes (0, 1, 2 4 8 e
16ug.mLY). Todas as determinagées foram realizadas em triplicata.
e Distribuicdo granulométrica das particulas (um): Os tamanhos das particulas
foram mensurados utilizando o equipamento Mastersizer 3000 (Malvern

Panalytical Ltd, Malvern - Inglaterra), com abrangéncia de particulas de 0,01um
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- 3500um, com o software Mastersizer - v3.63. As amostras foram diluidas em
Alcool Isopropilico (P.A.) e realizada a leitura das amostras em triplicata, com
agitacao e injecao constante.

e Teor de amido (Total, Insoltvel e SolGvel - ppm.Brix1): A determinacéo do teor
de amido total, insolavel e solavel foi medido de acordo com o novo método de
pesquisa de amido do USDA (Cole et al., 2016). No qual, este € assistido pela
quebra do amido através de temperatura e diferentes frequéncias de
ultrassons, filtragem das amostras (0,45um) desenvolvido para quantificacéo
do amido total. Em contrapartida, € mensurado o amido soluvel, com leitura das
amostras filtradas (0,45um), no qual, através da subtracdo do amido total, &€
determinado o amido insolavel. As leituras foram realizadas num
espectrofotometro UV-vis (Genesys 10S, ThermoScientific, Waltham, MA), com
absorbancia de 600nm. Uma curva padrao foi gerada utilizando oito niveis de
amido de milho (0, 7, 15, 30, 60, 125, 250 e 500 ppm). Todas as determinacdes

foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em ppm.Brix.

2.4. Tratamento enzimético dos farelos de grdos de sorgo granifero roxo e
branco

Ambos os farelos dos grdos de sorgo granifero (roxo e branco) foram
submetidos a um tratamento enziméatico, em triplicata, adaptado de Cole et al. (2019).
Foram preparadas 600mL de cada amostra, em Erlenmeyer de 2 litros, na
concentracdo de 18% (peso seco.volume-?) utilizando uma solugdo tampéo de acetato
0,1M, com pH de 5,5. Os frascos contendo as solugdes foram esterilizados em uma
autoclave (15 minutos, 121°C e pressao de 1 atm) e tratadas com um coquetel
enzimatico objetivando a quebra do amido e outros polimeros de acucar em suas
formas monomeéricas fermentaveis. O tratamento enzimatico ocorreu em duas etapas.
A primeira etapa, posterior a esterilizagdo das amostras, os frascos foram
mantidos em shaker em banho-maria por 30 minutos, temperatura de 80°C e 200rpm.
Posteriormente, ocorreu a adicdo da enzima Termamyl SC (TSC) (a-amilase) na
concentracdo de 0,45mg.g de farelo!, mantendo-se a solugdo por 90 minutos, nas

mesmas condi¢des. A segunda etapa do processo enzimatico ocorreu com a adicao
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de 0,50mg.g de farelo* da enzima Promozyme D6 (pululanase) e 0,105mg.g de farelo

1 da Viscozyme L (B-glucanase e carboidrase), mantendo-se a solucdo por mais 90

minutos a 200rpm, entretanto na temperatura de 60°C. Durante o processo de

hidrélise foram coletadas amostras com 15, 30, 45, 60 e 90 minutos para cada etapa

do processo. Cabe ressaltar, que as concentracdes e temperaturas ideias estavam de

acordo com o recomendado para todas as enzimas utilizadas no presente estudo

(Cole et al., 2019) e os sistemas de adi¢céo e coleta de amostras ocorreram em camara

de inoculacgdo para evitar contaminag&o microbiana nas solugdes.

As amostras obtidas durante o processo enzimatico foram analisadas quanto a

concentracéo de:

Teor de amido (Total, Insoltvel e SolGvel - ppm.Brix1): Descrito no item 2.3.
AcUcares (Sacarose, glicose, maltose e frutose): As concentracfes dos
acucares (Glicose, Frutose, Maltose e Sacarose) foram determinadas por
HPLC utilizando o equipamento Thermo Scientific Dionex ICS 5000+, usando
um hidréxido de sédio 100mM (NaOH) e acetato de sodio 0-300mM (NaOAc)
em 100mM de gradiente de NaOH ao longo de 10 minutos. Os eluentes foram
preparados diluindo NaOAc de qualidade HPLC e solugcédo de NaOH a 50% p.p-
1 com agua deionizada a 18 MQ. Os compostos foram separados em uma
coluna analitica da Thermo Scientific CarboPac PA 100 (250x2mm) e em uma
coluna de protecéo (50 x 2 mm) a 30°C. Caudal = 0,4 mL.min-1. Volume de
injecdo de 10 pL. A deteccdo foi realizada com uma célula detectora
eletroquimica equipada com eletrodos de referéncia Au e Ag/AgCl. Um
autoinjetor/amostrador automatico refrigerado Dionex AS-AP foi usado para
evitar a degradacdo de acucares nas amostras enquanto se aguardava a
injecao na coluna. O software de cromatografia Thermo Scientific Chromeleon
7 foi usado para acumular varias amostras e padrées. Os acUcares foram
identificados comparando os tempos de retengdo com os padroes.

Etanol: A concentracdo de etanol foi obtida através de cromatografia liquida
Agilent 1200, usando agua deionizada de 18 MQ como eluente durante 25
minutos. O composto foi separado na coluna analitica Bio-Rad Aminex HPX-
87P (300 x 7,8 mm) e nas colunas de protecao de remocéo de cinzas (30 x 4,6
mm) a 80°C. Caudal = 0,8 mL.min-1. Volume de injecdo = 20 uL. A deteccao
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foi com um detector de indice de refracdo a 45°C. Um autoinjetor/amostrador
automatico refrigerado foi usado para evitar a degradacdo das amostras
enquanto se aguardava a injecao na coluna. O software de cromatografia
Agilent OpenLab foi usado para acumular varias amostras e padrdes. O etanol

foi identificado pela comparacédo dos tempos de retengdo com os padrdes.

2.5. Processo fermentativo dos farelos

2.5.1. Identificacdo e isolamento da levedura

A levedura selecionada para o processo fermentativo foi uma Saccharomyces
cerevisiae comercial (High Spirits Turbo 24) obtida na forma liofilizada, sendo esta a
mesma utilizada para a fermentacao alcoodlica da Heckemeyer Biorefinery.

O processo iniciou-se com a hidratacdo das células, utilizando 1 grama da
levedura seca em 10mL de tampéao de acetato 0,1 M (mantido a 30°C, 130 rpm, por
30 minutos). Em seguida, a solucao foi avaliada quanto a presenca de microrganismos
contaminates através de caracteristicas fisiologicas, utilizando-se um microscépio de
bancada. De acordo com a avaliagdo morfologica, foram determinadas a presenca de
levedura Saccharomyces cerevisiae (0 microrganismo de interesse) e bactérias
(Cocos e Bastonete).

Com uma cultura impura, o isolamento da Saccharomyces cerevisiae foi
realizado utilizando a técnica de plagueamento por esgotamento em triplicata,
utilizando placas de Petri com o meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco,
Sparks, MD - USA), inoculado a 30°C por 48 horas. ApGs o periodo de crescimento
das colbnias, foram identificadas duas diferentes cepas. De acordo com as
caracteristicas das colbnias e auxilio do microscépio (aspecto morfolégico dos

microrganismos), foi possivel identificar a levedura de interesse.

2.5.2. Multiplicacao e preparo da solucao estoque de levedura
Foram coletadas 3 col6nias e individualmente inoculadas em erlenmeyers de
250mL, contendo 100mL de PDB (30°C, 130 rpm, por 48 horas). Apos as 48 horas,

as solugdes foram transferidas para erlenmeyers de 1L, contendo 200mL de PDB
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(30°C, 130 rpm, por 48 horas). Posteriormente, o processo de multiplicacdo foi
fracionado em novos frascos adicionando-se mais meio de cultura PDB (400mL, e 3
vezes de 600mL).

Durante todo o processo, foi realizada a avaliacdo da presenca de
microrganismos contaminantes como descrito anteriormente (item 2.5.1.) Quando
detectado a presenca, os frascos foram descartados. Cabe destacar, que os sistemas
de inoculagcdo e alimentacdo ocorreram em céamara de inoculagdo para evitar
contaminagdo microbiana nas solugbes, os meios de culturas e vidrarias foram
esterilizados previamente a utilizacdo dos mesmos, utilizando uma autoclave (15
minutos, 121°C e pressao de 1 atm).

O preparo da solucdo estoque iniciou-se com a recuperagcdo da levedura
através de centrifugacdo a 5000 rpm por 20 minutos e temperatura de 15°C. Toda a
massa do indculo obtida no processo de crescimento foi acondicionado em uma Unica
garrafa de centrifuga. A massa celular acumulada no fundo da garrafa foi tratada trés
vezes com agua deionizada, sendo esta ocorrendo com a adi¢cdo de ~50mL de agua
esterilizada, agitagdo manual e centrifugacéo (nas mesmas condi¢cbes previamente
descritas), para remover todas as células mortas e compostos que pudessem ser
prejudiciais ao fermento. Em seguida, a massa celular de levedura foi suspensa em
25mL de tampéo de acetato 0,1M, obtendo-se a solucdo estoque de levedura.

A determinacdo das células viaveis da solucdo estoque de levedura foi
realizada pelo método de plaqueamento, utilizando-se placas de Petri com o meio
Plate Count Agar (PCA) (Difco, Sparks, MD - USA), com diluicdo seriada e em
duplicata, inoculados a 30°C por 48 horas. Foi determinado que a solucédo estoque

apresentava concentragdo de 2,65 x 10° UFC.mL™.

2.5.3. Fermentacéo alcodlica dos farelos
Os substratos obtidos do processo enzimatico foram submetidos a fermentacéo
alcodlica. Utilizando-se o mesmo erlenmeyer da etapa anterior (Descrito no item 2.4.),
a levedura em estoque (Descrito no item 2.5.2.) foi inoculada na concentracédo de 107
UFC.mL1, mantendo-se a triplicata. O processo fermentativo foi conduzido utilizando-
se o sistema de batelada de Unica alimentacéo. Os frascos foram mantidos em shaker

sob agitacdo e temperatura controlada, 130 rpm e 30°C, respectivamente. Durante
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ambos os processos fermentativos realizados, foram coletadas amostras no tempo 0,
3, 6, 12, 24 e 48 horas, utilizando-se uma camara de inoculacdo para evitar a
contaminagao microbiana. As amostras foram analisadas quanto as concentragdes
de:

e Acucares (sacarose, glicose, maltose e frutose): Descrito no item 2.4.

e Etanol: Descrito no item 2.4.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao dos farelos de grédos de sorgo granifero roxo e branco
Os resultados da caracterizacao dos farelos dos graos de sorgo granifero roxo

e branco quanto ao teor de amido (Soluvel, Insoluvel e Total) estdo apresentados na
Tabela 01. De acordo com os dados médios obtidos, ambas as amostras apresentam
uma concentracao de amido insoltvel superior ao sollvel, este resultado era esperado
decorrente ao tipo de amostra trabalhada. Dentre os diferentes farelos, é notado para
0 roxo uma maior concentracdo de amido, principalmente para a concentragdo do
amido total (45,56% superior). Este resultado € de suma importancia, sendo que o
objetivo da hidrélise enzimética é disponibilizar os agucares da composi¢cao do amido,

a qual resultard em maior produtividade em etanol por farelo utilizado.

Tabela 01. Caracterizacao fisico-quimica dos farelos roxo e branco de sorgo granifero
quanto a concentracdo de Amido Soluvel, Insolavel e Total. Médias simples calculadas
dentre as repeticdes e expressdo do coeficiente de variacdo (CV).

Teor de Amido (ppm.Brixt)

CcVv
Soluvel Insoltvel Total
. . . (%)
(ppm.Brix1) (ppm.Brix1) (ppm.Brix1)
Farelo roxo 54.887,40 1.362.398,70 1.436.439,17 10,09
Farelo branco 95.589,06 654.354,33 781.867,86 10,35

A distribuicdo granulométrica das particulas dos farelos roxo e branco estdo
apresentados na Tabela 02. O farelo roxo apresentou um maior tamanho das

particulas em todas as caracteristicas determinadas, sendo estas as meédias de 10%
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das particulas menores, média de 50% das particulas e média de 10% das maiores.
Consequentemente, o tamanho médio das particulas foi 19,9um superior, em
comparacao com a farelo branco.

Além da maior granulometria observado para o farelo roxo (Tabela 02), este
farelo apresentou uma maior variacdo nos resultados, os quais foram realizados em
triplicata, observado de acordo com os coeficientes de variacdo de cada resultado,
mostrando uma maior diferenca de tamanhos presentes na amostra em comparagao
com a farelo branco, representado na Figura 01. Sendo assim, os graos brancos além

de apresentar um tamanho médio inferior, obteve menor variacdo dentre os tamanhos.

Tabela 02. Caracterizacao fisico dos farelos roxo e branco de sorgo granifero quanto
a distribuicdo granulométrica das particulas. Médias simples calculadas dentre as
repeticbes com expressao do coeficiente de variacdo (CV).

Distribuicdo granulométrica das particulas

Cv
D 10% D 50% D 90% Média
(%)
(Um) (kM) (kM) (kM)
Farelo roxo 12,6 52 215,7 86,2 38,02
Farelo branco 11,8 40 159.3 66,3 7,17

D 10%: 10% das particulas estavam até aquele tamanho; D 50%: 50% das particulas
estavam até aquele tamanho; D 90%: 10% das particulas eram maiores do que este
tamanho.

Roxo ‘| Branco

Size Classes (um) Size Classes (um

Figura 01. Representacado gréafica da leitura em triplicata dos farelos roxo e branco
quando a distribuicdo granulométrica das particulas (um).

A determinacdo da concentracdo de proteina nos farelos roxo e branco estéo
apresentados na Tabela 03. Para ambas as amostras, farelo de sorgo granifero roxo
e branco, foram observados resultados proximos para a concentracédo de proteina,
sendo estas de 590,71ug.mL! e 595,99ug.mL™1, respectivamente. A proteina presente

na composicao do farelo pode resultar em inibicdo enzimatica, decorrente a formar
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ligacdes quimicas com as enzimas, interferindo negativamente na atividade catalitica
com o amido durante o processo de hidrélise, principalmente para a atividade

enzimatica da TSC (a-amilase).

Tabela 03. Caracterizacao fisico-quimica dos farelos roxo e branco de sorgo granifero
quanto a concentragdo de proteina. Médias simples calculadas dentre as repeticdes,
com expressao do coeficiente de variacdo (CV).

Concentracdo de proteina CV

(ug.mL™) (%)
Farelo roxo 590,71 0,05
Farelo branco 595,99 1,23

3.2. Tratamento enzimético dos farelos

Os resultados do processo de hidrolise do amido do farelo roxo quanto ao teor
de amido, sendo estes sollvel, insollvel e total, ao longo das duas etapas estédo
representados na Figura 02. De acordo com os dados médios obtidos, o processo de
guebra do amido foi inconsistente, sendo esperado uma reducéo gradativa dos teores
de amido ao longo do tempo de hidrélise em ambas as etapas. E possivel observar
uma grande varia¢do entre 0s mesmos momentos da hidrolise, representado pelo erro
padrdo, calculado com o coeficiente de variagdo. Principalmente aos 152 minutos, ja
na segunda etapa, com a elevacéo da concentracao e depois reduzindo novamente.

Essa variacdo dos resultados e elevacdo do erro padrdo das médias é
decorrente a formacdo de um aglomerado de farelo em todas as repeticdes
submetidas a hidrélise enzimética do farelo roxo, como visivel na Figura 03. Apos
iniciar o processo de hidrélise foi possivel observar um grande aglomerado de farinha,
com o passar do tempo este foi desmanchando. Decorrente a isso, a reducéo

gradativa nao foi possivel de ser observada na Figura 02.
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Teor de amido durante o hidrdlise enzimatica - Farelo roxo
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Figura 02. Representacao gréafica do farelo roxo durante as duas etapas do processo
de hidrdlise enzimatica quanto a concentracado do Teor de Amido (Soluvel, Insoltvel e

Total). Médias simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao do coeficiente
de variacao.

Figura 03. Presenca de um aglomerado de farelo no processo de hidrélise enzimética
do farelo roxo.

Embora a variacdo dos compostos amilaceos foram prejudiciais a avaliagao,
de acordo com a determinacdo da concentracdo de acuUcares (glicose, frutose,

maltose, sacarose e total) e etanol, representados na Figura 04, foram eficientes para
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avaliar o processo de hidrolise e a consisténcia do processo de degradacdo nos
mesmos tempos do teor de amido.

Ja é observado na primeira coleta do processo, tempo 0 (antes da adicdo das
enzimas), a presenca de acucares no substrato. Isso significa que o processo fisico
antes do inicio da hidrolise, sendo este a esterilizacdo das solucdes, iniciou a quebra
das moléculas de amido e disposicao de acucares na solu¢cdo, com concentracao dos
acucares totais de 1,26%.

ApoOs a inoculacdo da enzima a-amilase (TSC), é possivel observar a
velocidade e eficiéncia enzimatica para a quebrar da estrutura do amido e liberar os
acucares, sendo que em 15 minutos de hidrdlise, a concentracéo total dos agUcares
era de 3,90%, composto principalmente por maltose e glicose.

Posterior a isso, analisando todos os tempos amostrados e a concentracao dos
acucares obtidos na primeira e na segunda etapa do coquetel enzimatico, ndo ocorreu
um grande incremento na concentracao total de acucares, principalmente quando
utilizadas as enzimas Promozyme e Viscozyme. O pequeno aumento na concentracao
de acucares provavelmente ndo compense 0 uso destas enzimas, sendo que, a
principal acdo enzimatica detectavel € a conversdo de maltose para glicose. Essa
conversdo pode acelerar o processo fermentativo a ser realizado, sendo que glicose
€ um acucar diretamente fermentescivel. Entretanto, as leveduras Saccharomyces
cerevisiae apresentam capacidade de metabolizacdo desses dissacarideos
compostos por duas moléculas de glicose (Madigan et al., 2016), o qual sem a
segunda etapa no processo de hidrolise enzimatico ndo acarretaria reducdo da
producao de etanol.

Com relacdo a oscilacdo na concentragdo dos agucares, principalmente aos
152 minutos de hidrolise (Figura 04), este fator esta diretamente correlacionado ao
teor de amido (Figura 02), o desprendimento de compostos amilaceos do aglomerado
de farelo dilui a concentracdo de acUcares, o qual posteriormente é observado um
incremento nos agucares (197 minutos) pelo processo de hidrolise enzimatica. Com
isso, acredita-se que parte do amido da composic¢ao do farelo manteve-se aglomerado
e tardou o processo enzimatico.

De acordo com o processo de hidrolise enziméatica da farinha de sorgo roxo do

presente estudo, foi possivel obter uma concentracéo de 4,84% de acucares totais ao
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final, sendo 3,11% de maltose, seguido de 1,39% glicose e uma pequena
concentracdo de frutose e sacarose. Nao foi detectavel uma concentracédo significativa
de etanol ao longo do processo, certificando-se que n&o ocorreu contaminacéo

microbiana.

Concentracao dos agucares e etanol durante a hidrdlise
enzimatica - Farelo Roxo
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Figura 04. Representacdo grafica do farelo roxo durante as duas etapas do processo

de hidrélise enzimética quanto a concentracdo de AcuUcares (Glicose, Frutose,
Sacarose, Maltose e Total) e Etanol. Médias simples calculadas dentre as repeticdes,
com expressao do coeficiente de variacao.

Os resultados do processo da hidrélise enzimatica do farelo branco quanto ao
teor de amido (Solavel, Insoluvel e Total), ao longo das duas etapas estdo
representados na Figura 05. Diferente do farelo roxo, o farelo branco foi mais
consistente com o que era esperado para o processo de hidrolise enzimatica,
ocorrendo uma reducao gradativa dos teores de amido ao longo do tempo. Para a
farinha branca € possivel observar uma grande variacédo dos resultados nas primeiras
amostras (até 90 minutos), mas apos o término da hidrélise do TSC é possivel
constatar uma estabilizacdo das concentracoes. Este melhor comportamento

representado na Figura 05 pode ser associado a melhor formacéo da solucéo a ser
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hidrolisada, a qual ndo apresentou formacéo de aglomerados de farinha branca e um

aspecto mais uniforme, resultando em dados médios mais consistentes.

Teor de amido durante o hidrolise enzimatica - Farelo Branco
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Figura 05. Representacdo grafica do farelo branco durante as duas etapas do
processo de hidrélise enzimética quanto a concentracdo do Teor de Amido (Soluvel,
Insoltvel e Total). Médias simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao do
coeficiente de variagao.

Para avaliar o processo de hidrélise enzimatica do farelo branco, quanto a
eficiéncia de cada etapa, o processo de degradacao do amido deve ser associado as
concentracdes dos Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose, Maltose e Total) e Etanol,
representados na Figura 06. O mesmo comportamento obtido na farinha roxa para o
pré-processo € possivel ser observado para farinha branca no tempo 0, com presenca
de acucares de 1,39% de acUcares totais, composto principalmente por glicose
(0,61%). Com isso, comprova-se que o processo fisico auxilia na quebra da estrutura
do amido para ambos os tipos de farinha, auxiliando as enzimas a terem acesso de
forma eficiente aos compostos amilaceos. ApOs o inicio da hidrdlise, quase todo o
amido foi quebrado em acgucares, principalmente em maltose e glicose, na primeira
etapa apenas com o0 uso da enzima amilase (TSC), com concentracao total dos

acucares de 4,05% (90 minutos), contendo principalmente maltose e glicose. Além
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disso, sem deteccéao de etanol durante todo o processo, o qual caracteriza o processo
de hidrélise enzimatica livre de contaminantes microbianos.

Comparando os resultados da analise do amido e dos agucares (Figura 05 e
06), assim como 0os mesmos resultados obtidos para a farinha roxa, a hidrélise do
amido e o aumento dos agucares foram quase totais na primeira etapa com o uso do
TSC (a- amilase) e nao foi observado aumento significativo com o uso da segunda
etapa do processo enzimatico, com o0 uso das enzimas Promozyme e Viscozyme.
Resultados estes diferentes dos apresentados por Cole et al. (2019), o qual para
obtencéo de elevada concentracdo de acucares foram necessarias as duas etapas,
assim como a enzima SAN Extra L junto a segunda etapa.

Decorrente a isso, acredita-se que o tratamento fisico, junto a um maior tempo
de reacéo para a enzima TSC apresenta resultados eficientes para a converséo dos
compostos amilaceos em agucares. Outra sugestao para otimizacdo do processo € a
utilizacdo de outra enzima para quebrar a maltose (em duas moléculas de glicose)
utilizando uma enzima amiloglucosidase ja associada a a- amilase.

Correlacionando os diferentes comportamentos observados para os farelos,
acredita-se que a formacao dos aglomerados para o farelo roxo, decorreram da maior
concentracdo de proteina (Tabela 03) e o tamanho de particula (Tabela 02), sendo
gue as proteinas podem se comportar como inibidora enzimética e o tamanho maior
das particulas, provavelmente dificultaram o processo de hidrélise enzimatica. Cabe
destacar, que ambas as solu¢gbes foram compostas nas mesmas concentragoes
(18%).
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Concentragdo dos agucares e etanol durante a hidrolise
enzimatica - Farelo Branco
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Figura 06. Representacao grafica do farelo branco durante as duas etapas do
processo de hidrélise enzimatica quanto a concentracdo de Acucares (Glicose,
Frutose, Sacarose, Maltose e Total) e Etanol. Médias simples calculadas dentre as
repeticdes, com expressao do coeficiente de variacao.

3.3. Fermentacao alcodlica dos farelos

Os resultados do processo fermentativo dos farelos de sorgo granifero, roxo e
branco estdo apresentados nas Figuras 07 e 08, respectivamente. De acordo com 0s
resultados da farinha roxa apés o término da hidrélise enzimatica (Figura 04) a solucao
continha 4,84% de acUcares totais, sendo esta similar previamente ao inicio do
processo fermentativo (Figura 07) ao tempo zero, com 4,47% de acucares totais,
composto principalmente por maltose (2,85%) e glicose (1,27%).

Posterior a inoculagdo da levedura, iniciou-se a metabolizacdo dos acucares
para a producdo de etanol, apés 3 horas de fermentacdo, a levedura ja havia
metabolizado praticamente toda a glicose, frutose e sacarose presentes na solugéo.
Isso é decorrente do metabolismo do microrganismo fermentador, o qual apresenta
maior preferéncia para metabolizar acucares diretamente fermentesciveis (glicose e

frutose) e a sacarose (Madigan et al., 2016), através da hidrolise desse dissacarideo
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em glicose e frutose, praticamente sem a metabolizacdo da maltose. Ocorrendo

reducao de 1,36% dos acucares totais e incremento de 1,05% de etanol.

Concentragdo dos agucares e etanol durante o processo
fermentativo - Farelo Roxo
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Figura 07. Representacdo grafica do farelo roxo durante o processo fermentativo
guanto a concentracao de Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose, Maltose e Total) e
Etanol. Médias simples calculadas dentre as repeti¢cdes, com expressao do coeficiente
de variacao.

Glicose Frutose HSacarose #®Maltose ®Aclares Totais Etanol

Apds 6 horas do inicio do processo fermentativo, a solucdo que continha
praticamente apenas maltose de acucar, € observado a redu¢do na concentracao
deste acucar neste periodo, resultando em um incremento de 1,14% de etanol e
concentracdo de 0,51% de acgUcares totais. Entretanto, com uma baixa concentracédo
de aclcares as 6 horas de processo fermentativo, esperava-se uma estabilizacao da
producao de etanol.

Todavia, de acordo com os resultados para 12, 24 e 48 horas do processo
fermentativo do farelo roxo (Figura 07), € observado o aumento na concentracao de
etanol, obtendo-se 5,28% as 24 horas, posteriormente ocorrendo a reducdo. Assim
como, as 24 e 48 horas, ocorreu incremento de aclcares e uma maior variacdo dos

mesmos. De acordo com isso, acredita-se que assim como no processo de hidrélise
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enzimatica, durante o processo fermentativo, a presenca de pequenos aglomerados
de farelo interferiram a concentracdo e otimizacdo do processo fermentativo.
Continuando a hidrélise dos compostos amilaceos e a liberacdo de agucares.

Entretanto, de acordo com a avaliagcdo do presente estudo, acredita-se que o
processo fermentativo do farelo roxo, atingiu o apice da producédo de etanol as 24
horas, o qual apresentava a maior concentracdo de etanol (5,28%) e baixa
concentracdo de agucares residuais totais (0,84%).

Os resultados do processo fermentativo do farelo branco estéo representados
na Figura 08. Diferente do farelo roxo, o farelo branco entre as etapas de hidrélise
enzimatica para o processo fermentativo, apresentou elevacdo na concentracdo dos
acuUcares totais, sendo estes de 4,67% (Figura 06) para 6,25% (Figura 08).
Comportamento este que pode ser associado a uma falta de tempo para finalizagéo
da conversao do amido para os acucares que foram determinados no presente estudo.

Durante o processo fermentativo, assim como no farelo roxo, com 3 horas
posterior a inoculacdo da levedura, ocorreu a metabolizacdo da glicose, frutose e
sacarose, sem alteracao significativa para a maltose. Com isso, é observado um
incremento de 1,40% na concentracdo de etanol e reducéo de 2,33% dos acucares

totais.
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Concentragcao dos agucares e etanol durante o processo
fermentativo - Farelo Branco
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Figura 08. Representacdo grafica do farelo branco durante o processo fermentativo
guanto a concentracao de Acucares (Glicose, Frutose, Sacarose, Maltose e Total) e
Etanol. Médias simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao do coeficiente
de variacao.
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Posterior as 6 horas do processo fermentativo, assim como no farelo roxo ha
uma oscilacdo na concentracdo de acgUcares e etanol, esperando-se uma
estabilizacdo do processo fermentativo as 12 horas, o qual apresentava uma baixa
concentracdo de acucares (0,66%) e 5,23% de etanol. Toda via, as 24 e 48 horas é
observado um aumento na producdo de etanol e incremento nos acucares. Sendo
assim, de acordo com os dados médios apresentados na Figura 08, acredita-se que
o farelo branco durante o processo fermentativo atingiu o apice da producéao de etanol
também as 24 horas, com concentracdo de etanol de 6,98% e acuUcares residuais
totais de 1,33%).

Sendo assim, comparando os dois farelos utilizados no presente estudo
submetidos ao processo fermentativo, o farelo branco apresenta uma producéo de
etanol 1,70% superior ao farelo roxo, ambos com o processo fermentativo concluido
em 24 horas. Além disso, de acordo com a presenca de aglomerados de farelo roxo
durante o tratamento enzimatico (Figura 03) e a oscilagdo de acUcares durante o

processo fermentativo para ambos os farelos (Figura 07 e 08), acredita-se a hidrolise
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enzimatica nao foi eficiente para conversdo total do amido para acucares,
principalmente para o farelo roxo.

Comparando-se os dados obtidos com a producgéo de etanol de milho, sendo
que o processo do presente estudo foi adaptado desta matéria-prima. Os graos de
sorgo granifero apresentaram resultados satisfatorios, com concentracao de aglcares
e etanol similares aos encontrados quando utilizado o milho como matéria-prima para

a producéo de etanol (Barros, 2020; Farias et al., 2009).

4. CONCLUSOES

- Os farelos roxo e branco de sorgo granifero apresentam elevado potencial para
aplicabilidade para processos fermentativos;
- O tratamento fisico (temperatura) e a enzima a-amilase apresentam potencial para

ser utilizados para os farelos roxo e branco de sorgo granifero.
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CAPITULO 4 - Sorgo sacarino como matéria-prima com alto potencial para

producao de xarope, vinagre, vodca e uisque

RESUMO - O cultivo da cultura do sorgo sacarino vem crescendo de modo
significativo, objetivando o uso desta planta para a producdo de diversos produtos
alimenticios (xarope, bebidas alcodlicas e vinagre). Sendo assim, 0 objetivo desta
pesquisa foi a caracterizacédo fisico-quimica do xarope, vodca, uisque e vinagres de
sorgo sacarino (claro e escuro) oriundos de biorrefinaria em larga escala. Neste
estudo, foi realizada a determinacdo da composicdo dos produtos alimenticios
produzidos em larga escala, tal como antioxidantes. O xarope de sorgo sacarino
apresenta concentracdo total de 48,07% de acucares, sendo estes 15,15% de
sacarose, 18,64% de glicose e 14,28% de frutose, além disso, elevada concentracéo
de antioxidantes comparado a outros xaropes comerciais. Foram observados para a
vodca e uisque a concentracdo de etanol de 46,67% e 48,61%, respectivamente.
Ambos os vinagres produzidos de sorgo sacarino (claro e escuro) destacam-se
comparados a outros vinagres comerciais de diferentes matérias-primas, decorrente
a elevada concentracao de antioxidantes e corantes fendlicos. Sendo assim, conclui-
se que o xarope e vinagre produzidos em larga escala pela Heckemeyer Biorefiney
destacam-se perante produtos comerciais com elevada concentracdo de
antioxidantes e a necessidade de mais estudos para comparar a vodca e uisque de
sorgo sacarino com outros destilados.

Palavras-cheve: Sorghum bicolor L. Moench, Biorrefinaria, Fermentacao alcodlica,

Fermentacao acética, Antioxidante.

1. INTRODUCAO

O sorgo sacarino vem sendo cultivado em inumeras regides do planeta de
modo significativo, tal como Estados Unidos, Australia, China e india, objetivando a
producdo de diversos produtos, tal como bioetanol combustivel e alguns alimentos

(xarope, bebidas alcodlicas e vinagre). Pertence a familia Poaceae, o sorgo sacarino
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€ originario do continente africano (Kolling, 2012), semelhante a cana-de-acucar
apresentando ciclo anual. Os colmos apresentam capacidade de armazenar agucares,
com teores de solidos soluveis totais na faixa de 16 a 23% apresentando elevada
produtividade agricola, chegando até 70 t.ha' (EMBRAPA, 2012; Umakanth et al.,
2019).

De acordo com as caracteristicas da matéria-prima e seu potencial, criou-se o
cenario para a introducdo desta matéria-prima como adoc¢ante liquido comercial,
uisque, vodka e vinagre, todos com alto potencial de producdo em grandes volumes
pelas modernas praticas agricolas e de processamento. Além disso, estes produtos
alimenticios apresentam-se com maior potencial lucrativo para as destilarias, melhor
qualidade de ingredientes nutracéuticos, que estdo associados a prevencdo ao
envelhecimento, cancer, doencas neurodegenerativas e doencgas cardiovasculares
(Eggleston et al., 2020; Pelofske, 2017; Singleton, 1999).

No entanto, dados técnicos significativos ndo estdo disponiveis e devem ser
desenvolvidos para 0 sorgo sacarino para comercializar efetivamente o produto. As
lacunas de conhecimento incluem: medicao de cor, contetdo fendlico, avaliacdo de
antioxidantes e analises de composicao aproximada de alimentos. Sendo assim, o
objetivo desta pesquisa foi a avaliacdo e caracterizacao fisico-quimica de produtos
alimenticios oriundos de uma biorrefinaria exclusiva de sorgo sacarino, o qual
produziu xarope, vodca, uisque e vinagres de sorgo sacarino (claro e escuro), em

grandes volumes.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Coletadas amostras
Foram coletadas amostras ao longo das etapas do processamento do sorgo
sacarino da Heckemeyer Biorefinery, assim como os produtos finais. A relagdo de
amostras e quantidades estdo apresentadas na Tabela 01. As amostras coletadas
foram caracterizadas e o0s resultados apresentados como média simples, com

expressédo do coeficiente de variacdo (CV) dentre as repeticoes.



92

Estas amostras foram coletadas nos dias 24/09/2018 e 16/12/2018, mantidas a
4°C e encaminhados para o Audubon Sugar Institute — LSUAgCenter (St. Gabriel, LA
— EUA) onde foram armazenados a -40°C. Além das amostras obtidas oriundas do
processamento do sorgo sacarino, foram adquiridos vinagres comerciais em
supermercados locais (New Orleans e Baton Rouge, LA - EUA) de diferentes matérias-
primas para avaliacdo e comparacdo da composi¢cdo dos mesmos com 0s de sorgo

sacarino, sendo estes descritos na Tabela 02.

Tabela 01. Amostras coletas na Heckemeyer Biorefinery.

Amostras Quantidade
Xarope 4
Vinho 3
Vodca 3
Uisque 4
Vinagre claro® 3

Vinagre escuro® 3

ayinagre produzido com o caldo de sorgo sacarino; Pvinagre produzido com xarope de
sorgo sacarino; *vinagres com sedimentos.

Tabela 02. Lista de vinagres comerciais coletados para o estudo e seus ingredientes
principais.
Vinagre Quantidade Fabricante Principais ingredientes

Vinagre de vinho tinto,

Vinho Tinto 1 Great Value metabissulfito de potassio e 5% de
acidez
o _ Vinagre de vinho tinto e mostos de
Balsamico 1 Alessi
uva
) Vinagre de cana puro e 5% de
Cana-de-acucar* 1 Steens )
acidez
Arroz 1 Nakano Vinagre de arroz e 4.2% de acidez
Maca 1 Heinz Vinagre de maca
Malte 1 Heinz Vinagre de malte (cevada e milho)

*Vinagre com sedimentos.
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2.2. Caracterizag0Oes fisico-quimicas dos xaropes
Os xaropes de sorgo sacarino coletados na Heckemeyer Biorefinery foram
caracterizados quanto a seguinte composigao fisico-quimicas:

e Brix (% de sélidos soluveis totais): Foi determinado através de um refratbmetro
Bellingham e Stanley RFM340 + (Xylem Analytics, Farnborough, UK) com
precisdo de = 0,01% Brix e 0s resultados expressos como uma meédia de
triplicata.

e pH: Foi determinado utilizando um medidor de pH VWR Symphony B1OP
(EUA) (Radnor, PA, EUA).

e Turbidez (NTU): As medicbes dos vinagres foram realizadas com um
nefeldmetro Hach modelo 2000N (Hach, Loveland, CO). Alguns vinagres
apresentavam sedimento visual e, portanto, a turbidez foi medida duas vezes,
uma antes da agitacao e outra depois.

e Compostos Fendlicos Totais (CFT — mg.Lt): Os CFT dos vinagres foram
determinados utilizando o método Folin-Ciocalteau com pequenas
modificacdes, usando acido galico como padrdo Singleton et al. (1999). O
vinagre foi diluido 10 vezes com agua deionizada. Em um tubo de
microcentrifuga, foi pipetado 125 uL das amostras e 625 uL de reagente Folin-
Ciocalteau (0,2N), agitados por 3 minutos a 300 rpm em um agitador orbital
(ThermoScientific MaxQ 2000, Waltham, MA). Em seguida, 500 uL de Na2COs
a 10% foram adicionados ao tubo e a mistura agitada hovamente por 30 min a
300 rpm. A solucéo foi entdo adicionada a uma cubeta descartavel e a absor¢ao
lida a 760nm num espectrofotometro UV-vis (Genesys 10S, ThermoScientific,
Waltham, MA). Uma curva padrao foi gerada usando sete niveis de acido galico
(0, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg.mL?t). Todas as determinagdes foram
realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em mg de &cido galico
equivalente (AGE) por grama de extrato.

e Determinacdo da atividade antioxidante (AER-DPPH - %): Foi determinada de
acordo com o método DPPH de Brand-Williams et al. (1995) com algumas
modificacdes por Boue et al. (2013). Os radicais DPHH tém um méaximo de
absorcdo a 517nm, que desaparece com a redugdo por um composto

antioxidante. Os compostos antioxidantes ativos foram extraidos, dissolvendo
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as amostras em mistura de metanol e agua deionizada (70:30). O extrato
sobrenadante foi utilizado no ensaio DPPH. A solucéo do radical DPPH, a uma
concentracgéo final de 0,1 mM em metanol foi preparada diariamente e foram
adicionadas 190 pL a cada poco de uma placa de 96, seguido por 10 pL da
amostra extraida diluida, ou metanol para o branco. A mistura foi incubada a
30°C por 60 min, e a absorbancia realizada cada minuto com absorbancia de
517nm. Foi utilizado um leitor de microplacas multimodo Biotek Synergy HTX
(Winooski, VT). A porcentagem de inibicdo da atividade de eliminacéo de

radicais (AER) foi calculada usando a seguinte equacéo:

Eliminagio (AER) = 100 — 100 (45/,)

Onde Ao é a absorbancia do branco e As é a absorbancia da amostra extraida
a 517nm. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

ORAC (%): A capacidade antioxidante de cada amostra foi determinada
utilizando o kit ORAC Zen-Bio (Research Triangle Park, NC) de acordo com o
método de Huang et al. (2002). O ensaio mede a perda de fluorescéncia de
fluoresceina ao longo do tempo (60 min) devido a formacéo de radicais peroxila
pela quebra de AAPH (dicloridrato de 2,2-axobis-2-metil-propanimidamida).
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). Um analogo da
vitamina E soltvel em agua, serviu como um controle positivo inibindo a
decadéncia da fluoresceina de uma maneira dependente da dose. Todas as
determinacdes foram realizadas em triplicata usando um leitor de microplacas
multimodo BioTek Synergy H1 ajustado a absorbancia para 485nm de
excitacao e 528nm de emisséo.

Teor de amido (Total, Insoltvel e Solavel - ppm.Brix?): A determinacéo do teor
de amido total, insoltvel e soltvel foi medido de acordo com 0 novo método de
pesquisa de amido do USDA (Cole et al., 2016). No qual, este € assistido pela
guebra do amido através de temperatura e diferentes frequéncias de
ultrassons, filtragem das amostras (0,45um) desenvolvido para quantificagédo
do amido total. Em contrapartida, € mensurado o amido soluvel, com leitura das
amostras filtradas (0,45um), no qual, através da subtracdo do amido total, &
determinado o amido insolivel. As leituras foram realizadas num

espectrofotometro UV-vis (Genesys 10S, ThermoScientific, Waltham, MA), com
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absorbancia de 600nm. Uma curva padrao foi gerada utilizando oito niveis de
amido de milho (0, 7, 15, 30, 60, 125, 250 e 500 ppm). Todas as determinacdes
foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em ppm.Brix.
Acucares (%): As concentracdes dos acucares (Glicose, Frutose, Maltose e
Sacarose) foram determinadas por HPLC utilizando o equipamento Thermo
Scientific Dionex ICS 5000+, usando um hidréxido de sédio 100mM (NaOH) e
acetato de sodio 0-300mM (NaOAc) em 100mM de gradiente de NaOH ao
longo de 10 minutos. Os eluentes foram preparados diluindo NaOAc de
qualidade HPLC e solucdo de NaOH a 50% p.p-1 com agua deionizada a 18
MQ. Os compostos foram separados em uma coluna analitica da Thermo
Scientific CarboPac PA 100 (250x2mm) e em uma coluna de protecao (50 x 2
mm) a 30°C. Caudal = 0,4 mL.min-1. Volume de injecdo de 10 pL. A deteccao
foi realizada com uma célula detectora eletroquimica equipada com eletrodos
de referéncia Au e Ag/AgCl. Um autoinjetor/amostrador automatico refrigerado
Dionex AS-AP foi usado para evitar a degradacao de acucares nas amostras
enquanto se aguardava a injecdo na coluna. O software de cromatografia
Thermo Scientific Chromeleon 7 foi usado para acumular varias amostras e
padrbes. Os acucares foram identificados comparando os tempos de retencdo
com os padrdes.

Etanol (%): A concentracao de etanol foi obtida através de cromatografia liquida
Agilent 1200, usando agua deionizada de 18 MQ como eluente durante 25
minutos. O composto foi separado na coluna analitica Bio-Rad Aminex HPX-
87P (300 x 7,8 mm) e nas colunas de protecao de remocéo de cinzas (30 x 4,6
mm) a 80°C. Caudal = 0,8 mL.min-1. Volume de inje¢do = 20 uL. A deteccao
foi com um detector de indice de refracao a 45°C. Um autoinjetor/amostrador
automatico refrigerado foi usado para evitar a degradacdo das amostras
enquanto se aguardava a injecao na coluna. O software de cromatografia
Agilent OpenLab foi usado para acumular varias amostras e padrdes. O etanol

foi identificado pela comparagcdo dos tempos de retencdo com os padrdes.
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2.3. Caracterizag0Oes fisico-quimicas dos vinhos, vodca e uisque
Os vinhos e os destilados coletados na Heckemeyer Biorefinery foram

caracterizados quando a seguinte composicao fisico-quimicas:

e Brix (% de solidos soluveis totais): Descrito no item 2.3.

e pH: Descrito no item 2.3.

e Turbidez: Descrito no item 2.3.

e Compostos Fendlicos Totais (C.F.T.): Descrito no item 2.3.

e Determinacéo da atividade antioxidante (ERA-DPPH): Descrito no item 2.3.

e ORAC: Descrito no item 2.3.

e Teor de Amido: Descrito no item 2.3.

e Acucares (sacarose, glicose, maltose e frutose): Descrito no item 2.3.

e Etanol: Descrito no item 2.3.

2.4. Caracterizacdes fisico-quimicas dos vinagres de sorgo sacarino e
vinagres comerciais
Os vinagres foram coletados na Heckemeyer Biorefinery foram caracterizados
quando a seguinte composicéo fisico-quimicas:

e Brix (% de sélidos sollveis totais): Descrito no item 2.3.

e pH: Descrito no item 2.3.

e Turbidez: Descrito no item 2.3.

e Compostos Fendlicos Totais (C.F.T.): Descrito no item 2.3.

e Determinagao da atividade antioxidante (ERA-DPPH): Descrito no item 2.3.

e ORAC: Descrito no item 2.3.

¢ Densidade: Foi determinada utilizando uma balanca de precisdo, pesando-se
10 mL de vinagre e os resultados sdo expressos como a média das analises
em duplicata.

e Cor (U.L) e Indicador de cor (I.C.): A cor foi calculada de acordo com 0 método
oficial ICUMSA GS2/3-9 (1994) para produtos de cana-de-agucar, com
pequenas modificacbes, com absorbancia de 420nm. Amostras de vinagre (~
5 mL) foram diluidas em tampéao de acido cloridrico (5 mL; pH 7,0) e filtradas

(0,45 pm). A cor também foi mensurada em pH 4,0 e 9,0, ajustando com
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solucbes de HCl e NaOH, respectivamente. O Indicador de cor (I.C.) foi
calculado de acordo com os valores da cor em pH 9,0 dividido pela cor em pH

4,0. Os resultados sé@o expressos como a média de triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo do xarope de sorgo sacarino

A composicao fisico-quimica do xarope de sorgo sacarino quanto a Brix, pH,
Turbidez, Acglcares e Etanol estdo apresentados na Tabela 03. De acordo com os
resultados obtidos, é observado uma concentracdo de 66,62% para Brix, e turbidez
de 267,90 NTU, sendo estas inferiores em comparagédo a outros xaropes de sorgo
sacarino e outros comerciais (Eggleston et al.,, 2020). Em sua composicdo, é
constatada uma concentracao total de 48,07% de acucares, sendo estes 15,15% de
sacarose, 18,64% de glicose e 14,28% de frutose, ndo detectando maltose.
Entretanto, acredita-se que uma pequena quantidade de acucares foi consumida por
microrganismos contaminantes em contato com o xarope. Isto pode ser observado de
acordo com o baixo pH (5,1) da solucdo e a presenca de etanol na composicao

(0,11%) de um produto que nao foi submetido a algum processo fermentativo.

Tabela 03. Caracterizacéo fisico-quimica do xarope de sorgo sacarino quanto ao Brix,
pH, Turbidez, Agucares (Sacarose, Maltose, Glicose e Frutose) e Etanol. Médias
simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao da variacao (+) de acordo
com o coeficiente de variacao (CV).

Brix oH Turbidez Acucares (%) Etanol

(%) (NTU) Sacarose Maltose Glicose Frutose (%)

Xarope 66,62 5,1 267,9 15,15 . 18,64 14,28 0,11
CVv 0,21 0,19 3,75 1,13 0,96 233 8,61

n.d.: Nao detectavel.

As caracterizacdes fisico-quimica do xarope de sorgo sacarino quanto a Teor
de Amido (Total, Insoluvel e Solavel), Compostos Fendlicos Totais (CFT), ORAC e

AER-DPPH estéo apresentados na Tabela 04. De acordo com os resultados dos CFT,
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ORAC e AER-DPPH, é observado uma concentracdo média elevada dos mesmos no

xarope, livre de compostos amilaceos.

Tabela 04. Caracterizacao fisico-quimica do xarope de sorgo sacarino quanto ao Teor
de Amido (Total, Insoluvel e Solavel), Compostos Fendlicos Totais (CFT), ORAC e
AER-DPPH. Médias simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao da
variacdo (z) de acordo com o coeficiente de variacdo (CV).

Teor de Amido (ppm.Brix1) CFT ORAC AER
Total Insolivel Solavel (mg.L?) (%) (%)
Xarope 15,15 18,64
n.d. n.d. n.d. n.d.
CVv 1,13 0,96

n.d.: Nao detectavel.

Em estudos conduzidos por Eggleston et al. (2020), comparando diversos
xaropes de sorgo sacarino com outros comerciais, apresentaram uma maior
concentracdo destes compostos antioxidantes em xaropes produzidos de sorgo
sacarino. Com isso, deve-se destacar a melhor qualidade de ingredientes
nutracéuticos, que estdo associados a prevencdo ao envelhecimento, céancer,
doencas neurodegenerativas e doencas cardiovasculares (Pelofske, 2017),
caracterizando o xarope de sorgo sacarino mais saudavel em comparag¢do com outros

comerciais de diferentes matérias-primas.

3.2. Caracterizacdo do vinho, vodca e uisque de sorgo sacarino
As caracterizacdes fisico-quimica do vinho e os destilados de sorgo sacarino
(vodca e uisque), quanto ao pH, Turbidez, Compostos Fendlicos Totais (CFT), ORAC,
AER-DPPH e Teor de Amido (Total, Solavel e Insolavel) estdo apresentados na
Tabela 05. As concentracdes dos AcUcares (Sacarose, Maltose, Glicose e Frutose) e

Etanol estdo apresentados na Tabela 06.
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Tabela 05. Caracterizacao fisico-quimica das soluc¢des alcodlicas (vinho, vodca e
uisque) de sorgo sacarino quanto ao pH, Turbidez, Compostos Fendlicos Totais
(CFT), ORAC, AER-DPPH e Teor de Amido (Total, Soluvel e Insoluvel). Médias
simples calculadas dentre as repeticbes, com expressao da variacdo (x) de acordo
com o coeficiente de variacdo (CV).

Turbidez CFT ORAC AER Teor de Amido (ppm.Brix?)

(NTU) (mg.LY) (%) (%) Total InsolGvel Solavel
Vinho 3,7 2.939,58 403,7 11,5 0,17

pH

n.d. n.d.
Cv 047 6,19 423 25,07 173,21
Vodca 3,8 0,33 4,47 10,53 7,91
n.d. n.d. n.d.
Cv 7,69 542 2,77 30,77 23,74
Uisque 4,5 0,5 89,1 140 16,20
n.d. n.d. n.d.

Cv 291 1549 1,14 6,83 21,9

n.d.: Nao detectavel.

As amostras coletadas ndo foram através de um processo continuo, sendo
assim, nenhuma dessas amostras foi produzida diretamente de qualquer uma da
outra. Portanto, os resultados apenas indicam tendéncias. A destilagdo do vinho
removeu a agua da solucdo, concentrando o etanol e a separacdo de compostos
acidos conforme indicado pelo valor de pH mais alto em comparacéo ao vinho (Tabela
04). Como esperado, as particulas turvas, acucares e amidos (Tabelas 5 e 6) também
foram drasticamente reduzidos decorrente a destilagdo do vinho, gerando uma
solucéo alcodlica livres de acucares residuais da fermentacédo alcodlica (glicose e
frutose residual no vinho), teor de amido e elevada concentragéo de etanol (3,02% de
etanol no vinho para 46,67% na vodca e 48,61% no uisque).

A vodca e uisque apresentaram valores de turbidez menores que 2,0 NTU
(Tabela 05), o que indica que ndo ha a propensao a formacao de flocos de alcool no
armazenamento (Eggleston e Triplett, 2017). A destilacdo, decorrente a separacao
dos compostos de acordo com o ponto de ebulicdo, também reduziu 0s compostos
fendlicos totais. Posteriormente a producdo do destilado e o acondicionamento em
barris de carvalho, através do processo de lixiviagdo resultando em incremento na
concentracéo destes compostos. Comportamento este observado ja esperado. Esse

processamento de lixiviagdo aumentou concomitantemente a concentracdo dos
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antioxidantes no uisque (ORAC e AER-DPPH). Com isso, ha a necessidade de mais

estudos para comparar a vodca e uisque de sorgo sacarino com outros destilados.

Tabela 06. Caracterizagéo fisico-quimica das solugfes alcodlicas (vinho, vodca e
uisque) de sorgo sacarino quanto aos Acucares (Sacarose, Maltose, Glicose e
Frutose) e Etanol. Médias simples calculadas dentre as repeticdes, com expressao da
variacao (z) de acordo com o coeficiente de variacdo (CV).

Acucares (%)

. Etanol (%)
Sacarose Maltose Glicose Frutose

Vinho 1,99 3,23 3,02
n.d. n.d.

CVv 1,74 0,94 1,12
Vodca 46,67
n.d. n.d. n.d. n.d.

CVv 1,78
Uisque n.d. n.d. n.d. n.d. 48,61
CVv 0,39

n.d.: Nao detectavel.

3.3. Caracterizacdo dos vinagres de sorgo sacarino e comparacao com
outros vinagres comerciais

A composicéao fisico-quimica dos vinagres de sorgo sacarino quanto a Brix,
Densidade, pH e Turbidez, comparadas aos vinagres comerciais comuns estao
apresentados na Tabela 07. De acordo com os resultados, é observado uma grande
variacdo para o Brix (3,27 a 28,60%) e densidade (1,002 a 1,135 g.mL). Os pHs
variaram entre 2,62 a 4,06, com os dois vinagres de sorgo sacarino apresentaram
valores de pH superiores, desse modo, essa caracteristica pode afetar a preservacéo
dos vinagres e as caracteristicas do sabor 4cido desse alimento.

Apenas o vinagre de cana-de-acUcar e 0s de sorgo sacarino continham
sedimento na embalagem, o que obviamente aumentou os valores de turbidez apés
agitacdo. A turvacéo do vinagre de sorgo sacarino claro era maior do que o vinagre
de sorgo sacarino escuro antes e depois da agitacédo. Esta diferenca pode ter ocorrido
porque o vinagre de sorgo sacarino claro foi produzido diretamente a partir do caldo
extraido, enquanto o escuro foi produzido a partir de xarope diluido, o qual no sistema

de producao adotado ocorre a clarificagdo do caldo antes da evaporacédo (Eggleston
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et al., 2016). Sendo que, um dos objetivos do processo de clarificacdo € a remocao
de particulas suspensas no caldo, consequentemente acarretando um vinagre de

menor turbidez.

Tabela 07. Caracterizacao fisico-quimica dos vinagres de sorgo sacarino (claro e
escuro) e outros comerciais quanto ao a Brix, Densidade, pH e Turbidez.

Turbidez (NTU)

. _ Densidade

Vinagres Brix (%) pH Sem Com

(g.-mL+) — o
agitacado agitagéo

Vinho Tinto 3,85 1,008 2,62 0,72 n.a.

Balsémico 28,60 1,103 2,98 180,25 n.a.
Cana-de-acucar* 11,57 1,135 2,76 10,45 24,40
Sorgo sacarino claro* 9,35 1,023 3,61 26,97 885,17
Sorgo sacarino escuro* 10,86 1,027 4,06 15,43 650,50

Arroz 3,27 1,002 2,66 0,41 n.a.

Maca 3,84 1,005 3,08 0,95 n.a.

Malte 4,51 1,007 2,76 1,01 n.a.

*VVinagres com sedimentos; n.a.. nao aplicavel, pois o vinagre nao continha
sedimentos.

Os resultados para a cor dos vinagres em diferentes pHs e o indicador do valor
de cor estdo apresentados na Tabela 08. As cores foram determinadas em diferentes
valores de pH para obter informacgdes sobre o tipo de corantes presentes, incluindo
compostos fendlicos. Isso também permitiu o célculo do valor do indicador de cor (1.V.:
proporcao da cor em pH 9,0/pH 4,0) que € usado para distinguir corantes em produtos
de cana-de-acucar (Godshall, 1997) e sorgo sacarino (Eggleston et al. 2017;
Eggleston et al.,, 2020). Para produtos de cana-de-acucar, a intensidade da cor
depende do pH da solucéo devido as mudancas na estrutura molecular e no equilibrio
de associacao-dissociagado, as mudangas néo séo lineares com a intensidade da cor
mudando mais abruptamente na faixa de pH 6,0 a 8,0 (Deitz et al., 1959). Alguns
corantes de cana-de-acgUcar, entretanto, sdo sensiveis ao pH, enquanto outros nao
(Godshall, 1997). Corantes fenolicos em produtos de cana-de-aglucar normalmente

tém cor muito mais alta em pH 9,0 do que pH 7,0 e 4,0, e resultados semelhantes
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foram relatados para caldos extraidos e xaropes de sorgo (Eggleston et al., 2017,
Eggleston et al., 2020).

Neste estudo, € observado uma alta variacdo nas cores dos vinagres
comerciais (Tabela 08), o que reflete as variacdes de cor no mercado dos EUA. Por
exemplo, em pH 4,0, as cores variaram de 2.999 a 17.9162 U.l., 0 que representa uma
diferenca de quase 60 vezes (Tabela 08). Para os vinagres produzidos de malte, cana-
de-acUcar e sorgo sacarino é observado um indicador do valor de cor (1.V.) < 1,00, o
que sugere que continham niveis baixos ou despreziveis de corantes fendlicos. Em
comparacao, os vinagres de vinho tinto, balsamico, sorgo sacarino claro, maca e
arroz, € observado valores I.V. 2 1,00. Ou segja, isto sugere que estes vinagres contém
uma maior concentracao de compostos fendlicos que também séo nutrientes. O vinho
tinto e o vinagre de sorgo sacarino claro obtiveram os maiores I.V., com 1,82 e 1,81,
respectivamente, o que pode ser considerado altamente nutritivos dentre os avaliados
no presente estudo. Embora o vinagre de sorgo sacarino escuro tenha uma cor muito
alta em todos os valores de pH, seu I.V. foi de apenas 1,00, o que indica que a maioria

dos corantes eram derivados do processo, isto €, caramelos.

Tabela 08. Caracterizacao fisico-quimica dos vinagres de sorgo sacarino (claro e
escuro) e outros comerciais quanto a cor em diferentes pHs (4, 7 e 9) e o indicador do
valor de cor (1.V.).

Indicador do
. CorpH4 CorpH?7 Cor pH9
Vinagres Valor de Cor
(U.1) (U.1) (U.1)
(1.V.)
Vinho Tinto 17175 16900 31214 1,82
Balsamico 32131 36654 44451 1,38
Cana-de-acucar 31706 27755 29451 0,93
Sorgo sacarino claro 13665 16622 24683 1,81
Sorgo sacarino escuro 179162 178734 178047 1,00
Arroz 2999 2120 3293 1,10
Maca 11052 12525 16154 1,46

Malte 53903 35064 38755 0,72
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Os resultados para a concentracdo dos compostos fendlicos totais (CFT) dos
vinagres de sorgo sacarino e 0s vinagres comerciais estdo representados na Figura
01. Os compostos fendlicos das plantas, incluindo os flavonoides, séo reconhecidos
como fitonutrientes importantes devido aos inimeros beneficios a saude. Esses
beneficios dietéticos dos fenois estdo ligados a sua forte atividade antioxidante e
eliminacdo de radicais livres. Observe que os radicais livres no corpo estao
associados ao envelhecimento, cancer, doengcas neurodegenerativas e doencas
cardiovasculares (Pelofske, 2017). Consequentemente, ingredientes nutracéuticos,
como antioxidantes, permitem alegacdes de saude e bem-estar para um alimento
especifico. Compostos fendlicos sao frequentemente encontrados em frutas, vegetais
e cereais (Balasundram et al., 2005). Além disso, em estudos conduzidos por
Eggleston et al. (2020) recentemente demonstraram que xaropes de sorgo sacarino
também séo fontes ricas em antioxidantes fendlicos em comparacdo com outros
xaropes alimentares comerciais.

Os resultados obtidos para os vinagres avaliados (Figura 01) demonstraram
gue 0 sorgo sacarino escuro e vinagres balsamicos continham maiores concentragdes
de CFT, seguido pelos vinagres de sorgo sacarino claro e vinho tinto. Sendo assim,
embora o vinagre de sorgo sacarino escuro tenha um baixo 1.V. (Tabela 08), ainda
contém quantidades consideraveis de compostos fendlicos. Resultado este esperado,
sendo que este vinagre foi produzido a partir do xarope de sorgo sacarino, que
apresenta elevadas concentracdes de fendis.

A producédo de vinagre de sorgo sacarino a partir da fermentacédo de xarope
diluido, em vez de diretamente do caldo extraido, apresenta alguns beneficios
nutricionais a mais. Esses resultados também sugerem que os compostos fendlicos
ndo sdo degradados durante os dois processos de fermentacédo (aclcar para etanol e
depois etanol para acido acético) envolvidos na producdo de vinagre. No geral, ao
contrario dos xaropes de sorgo sacarino, ndo houve uma correlacdo CFT e I.V. para
a producéao de vinagre.

A capacidade e a atividade antioxidante dos vinagres foram determinadas
utilizando os métodos ORAC e AER-DPPH, respectivamente, e os resultados estéao
ilustrados na Figura 02. Uma relacéo polinomial positiva, mas fraca (R? = 0,635; y =

0,92x2-1,584x + 17,175) existia entre os valores antioxidantes de ambos os métodos,
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sugerindo que um ou ambos os métodos eram suscetiveis a varios parametros do
vinagre. Os valores de antioxidantes ORAC foram mais bem correlacionados com os
valores de TPC do que os valores de AER-DPPH, sugerindo que esse método de
atividade antioxidante foi mais suscetivel do que o método ORAC, principalmente para
a cor do vinagre. No geral, as concentracdes de antioxidantes dos vinagres de sorgo
sacarino foram aceitdveis em comparacdo com 0S outros vinagres comerciais.
Entretanto, é observado valores médios superiores da concentracdo de antioxidantes

para o vinagre de vinho tinto.

Compostos Fendlicos Totais (CFT - mg.L")

O%nho Tinto
Malte 2000 Balsamico
1000
Maca 0 Cana-de-aclcar
Arroz Sorgo sacarino claro

Sorgo sacarino
escuro

Figura 01. Dados médios dos Compostos Fendlicos Totais (CFT) dos vinagres de
sorgo sacarino (claro e escuro) e outros comerciais. Resultados expressos em mg.L!
que sdo equivalentes a mg de &cido galico.L™.
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ORAC e AER-DPPH (%)

Vinho Tinto
25
Malte Balsamico
===O0RAC Maca Cana-de-agucar
— AER
Arroz Sorgo sacarino claro

Sorgo sacarino escuro

Figura 02. Dados médios da porcentagem de concentracdo e atividade antioxidante
dos vinagres de sorgo sacarino (claro e escuro) e outros comerciais utilizando ORAC
e AER-DPPH.

4. CONCLUSOES

- O xarope de sorgo sacarino apresenta elevada concentracdo de antioxidantes
comparado a outros xaropes comerciais;

- Os vinagres de sorgo sacarino claro e escuro, produzidos em larga escala pela
Heckemeyer Biorefiney, destacam-se perante a vinagres comerciais com elevada
concentracdo de antioxidantes;

- Ha a necessidade de mais estudos para comparar a vodca e uisque de sorgo

sacarino com outros destilados.
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