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EMPREGO DA Moringa oleifera LAM PARA DESTOXIFICACAO DO LICOR
HEMICELULOSTICO DE SORGO E CANA-ENERGIA PARA PRODUCAO DE
ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

RESUMO - Para que se tenha o aproveitamento das fragfes lignoceluldsicas de
biomassas residuais, € necessario disponibilizar os agucares congénitos, porém o
rompimento das células vegetais, geram também constituintes prejudiciais para os
microrganismos nos processos fermentativos, logo uma etapa de destoxificacdo &
necessaria. Comumente emprega-se o método do carvdo ativado, mas este gera
residuais no meio e alternativas devem ser propostas. Neste contexto, objetivou-se
avaliar diferentes métodos de destoxificacdo de licores hemicelulésicos em duas
matérias-primas fibrosas, sorgo biomassa e cana-energia, através da hidrdlise acida
diluida. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
mistura gradativa de sorgo biomassa e cana-energia (SB: CE), nas proporc¢des de
25:75%; 50:50%; 75:25% e de 100 (CE) %, 100%(SB) como tratamento principal. O
tratamento secundario foi a destoxificacao dos licores com o tratamento convencional
(carvao ativado), biofloculante de M. oleifera LAM e a ndo destoxificacdo. Avaliou-se
a caracterizacdo da celulose, hemicelulose, lignina, os teores de compostos fenélicos
totais (mg. L?), acidez total (g.L* de H2SQa4), viabilidade celular, brotos e brotamento
no processo fermentativo, glicerol (%), teor alcodlico (%) e nutrientes. A utilizacdo da
M. oleifera LAM como biofloculante no processo de destoxificacdo dos licores para
producdo de etanol de segunda geracdo reduziu significativamente compostos
inibitérios como fendis e acidos totais, ocasionando assim, viabilidades celulares
importantes para promover o reciclo de células. A levedura Pichia kudriavzevii LJ3,
utilizada neste experimento demonstrou desempenho fermentativo superior, em
meios tratados com moringa, tanto para o sorgo biomassa, quanto para cana-energia.
O tratamento da biomassa constituido unicamente de sorgo demonstrou maiores
teores alcodlicos, especialmente quando se associou com 0 méetodo com M. oleifera
LAM. Contudo tem-se que a metodologia de destoxificacdo da M. oleifera LAM foi
eficiente devido ao reflexo exercido no processo.

Palavras-Chave: Hidrolisado, Bagaco de cana, biomassas celulésicas, Pentose,

Pichia kudriavzevii.



EMPLOYMENT OF Moringa oleifera LAM FOR DESTOXIFYING
HEMICELLULOSTIC LIQUOR FROM SORGHUM AND CANE-ENERGY FOR
SECOND GENERATION ETHANOL PRODUCTION
ABSTRACT - In order to take advantage of the lignocellulosic fractions of residual
biomass, it is necessary to make available the congenital sugars, but the disruption of
plant cells also generates harmful constituents for microorganisms in fermentation
processes, so a detoxification step is necessary. The activated carbon method is
commonly used, but it generates residuals in the environment and alternatives must
be proposed. In this context, the objective was to evaluate different methods of
detoxification of hemicellulosic liquors in two fibrous raw materials, sorghum biomass
and energy cane, through diluted acid hydrolysis. The experimental design used was
completely randomized, with a gradual misturasof biomass sorghum and energy cane
(SB: CE), in the proportions of 25: 75%; 50: 50%; 75: 25% and 100 (EC)%, 100% (SB)
as the main treatment. The secondary treatment was the detoxification of the liqueurs
with the conventional treatment (activated carbon), biofloculant from Moringa oleifera
LAM and the non-use of the detoxification. The characterization of cellulose,
hemicellulose, lignin, the contents of total phenolic compounds (mg. L-1), total acidity
(H2SO4 gL-1), cell viability, shoot viability and budding in the fermentation process,
glycerol ( %), alcohol content (%) and nutrients. The use of Moringa oleifera LAM as a
bioflocculant in the detoxification process of liquors for the production of second
generation ethanol significantly reduced inhibitory compounds such as phenols and
total acids, thus causing important cellular viability to promote cell recycling. The yeast
P. kudriavzevii LJ3, used in this experiment demonstrated superior fermentative
performance, in medium treated with moringa, both for biomass sorghum and for
energy cane. The treatment of biomass consisting solely of sorghum showed higher
alcoholic levels, in conjunction with the method with oil Moringa LAM. However, it has
been found that the detoxification methodology with oil Moringa LAM was efficient due

to the reflex exerted in the process.

Keywords: Hydrolyzate, sugarcane bagasse, cellulosic biomass, Pentose, Pichia

kudriavzevii.
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1. INTRODUCAO

A demanda ambiental de sustentabilidade, € cada vez mais intensificada pela
mitigacdo, de alvos poluidores, para que haja uma condicdo melhor para as proximas
geracdes. Os gases de efeito estufa, em destaque o excesso de didxido de carbono,
sao grandes colaboradores para este descontrole ambiental.

O controle desta situacdo é uma das principais medidas implantadas por
diversos paises, no Brasil, o compromisso de reducao foi de 47% nos proximos cinco
anos (RENOVABIO, 2019). Um dos setores de grande colaboracéo para tal feito, é o
sucroalcooleiro, pela relacdo de substituicdo gradual de combustiveis fosseis pelos
biocombustiveis.

No entanto, as usinas, produzem quantidades limitadas de biocombustiveis,
devido a disponibilidade de matéria-prima cultivada e estabelecida. Para que ocorra o
aumento de producéo em litros de etanol, € necessario o aumento de areas cultivadas
ou ainda a adocdo de novas matérias-primas em complementacéo a cana-de-acucar.

Neste caso, a utilizacdo de tecnologias que favorecam o aumento de
produtividade, aproveitando o mesmo ciclo produtivo, ou ainda o emprego de residuos
gerados como o bagaco de cana, possibilitam ao Brasil alcancar a meta proposta.

O bioetanol obtido por este processo de aproveitamento do bagaco € conhecido
por etanol de segunda geracéo (2G), e ocorre através do rompimento das células da
biomassa, disponibilizando os acglucares em um liquido denominado licor
hemiceluldsico, ao qual sera fermentado e convertido no biocombustivel, etanol.
Porém, para que tal condic&o incida, alguns compostos como fendis e acidos também
sao liberados, resultando em material com impurezas, improprias para 0 processo

fermentativo.
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Para tanto a remocéo desta impureza possibilita a transformacéo do etanol
pelos microrganismos, sendo denominada como detoxificacdo, ou destoxificacdo do
licor.

Na literatura ha algumas propostas para o tratamento deste licor, cada uma
possuindo um grau de eficiéncia, entretanto nenhum método foi totalmente
consolidado. O procedimento de destoxificacdo mais utilizado € o método de carvao
ativado, ou método convencional que gera grande quantidade de produtos quimicos,
como o6xido de calcio, acido fosforico e carvao ativado, encarecendo o processo de
destoxificacao pela grande quantidade utilizada.

Outras possiveis formas de promover essa purificacdo, pode ser dar através da
utilizacao de auxiliares de sedimentacéo das impurezas, podendo estes ser polimeros
quimicos e/ou biofloculante naturais, como o de M. oleifera LAM.

O extrato de semente de Moringa possui propriedades coagulantes, que
remove as impurezas através de proteinas que realizam o arraste, sedimentando
parte dos compostos indesejados. Além, do que se tem um produto proveniente de
biomassa vegetal, com consequéncias menores ao ambiente em relacdo aos
compostos quimicos.

Contudo incidir esta nova metodologia no processo de destoxificacado
hemicelulésico, analisando sua adaptacdo e produtividade pela levedura

fermentadora em biomassas fibrosas, é imprescindivel.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi propor uma nova tecnologia de
destoxificacdo, com o emprego do extrato de M. oleifera LAM, comparado ao método
convencional de carvado ativado, em gendtipos isolados e combinados de sorgo
biomassa e cana-energia, fermentados pela estirpe de levedura P. kudriavzevii LJ3

para producao de etanol de segunda geracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacdo do Bagaco individual e em mistura sorgo biomassa e cana-
energia, in natura e apos processo de pré-tratamento;

2. Pré-tratamento dos bagacos pelo método de hidrélise &cido-diluido nas
biomassas sorgo e cana-energia, isoladas e misturadas;

3. Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico empregando o uso do tratamento
convencional em comparacao a utilizacao do biofloculante de M. oleifera LAM e
carvao ativado vegetal;

4. Determinacfes de macro e micronutrientes do sorgo biomassa e da cana-
energia nas biomassas in-naturas e no licor hemicelulésico;

5. Avaliagbes das Fermentacdes dos hidrolisados hemicelulosicos das diferentes
biomassas cana-energia e sorgo, no desempenho fermentativo da levedura P.
kudriavzevii LJ3 para a producao de etanol de segunda geracao;

6. Avaliacdo do teor alcodlico e producao de glicerol no processo fermentativo,

submetido ao método de destoxificagdo com emprego de moringa.



3.0 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cenario do Setor Sucroenergético e dos Biocombustiveis

O panorama geral do setor sucroenergético demonstra que o momento é de
um periodo de ajustes, no qual busca-se o0 equacionamento da sua situacao
financeira. Neste contexto, estdo inseridas acfes para melhoria dos fatores de
producdo, as quais propiciam reducao dos custos e aumento de margem, elevando
sua sustentabilidade financeira (EPE, 2020).

Sob a o6tica das politicas publicas, o governo federal tem procurado sinalizar e
prover os incentivos econémicos adequados para a retomada dos investimentos.
Como exemplo, citam-se a manutencao das linhas de financiamento e a diferenciacao
tributaria entre o etanol e a gasolina, com preco crescente deste combustivel previsto
até 2026, promovendo o aumento gradual dos biocombustiveis (Figura 01)

(RENOVABIO, 2019; EPE, 2020).
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Figura 1 Uso energético no setor de transportes por combustivel e ano e emissdes
totais de CO2 para Limitar o aumento médio da temperatura global 2°C. Fonte: Fulton
et.al, 2015.
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A projecdo da oferta de etanol considera uma série de premissas, tais como, a
expansao da capacidade produtiva com novas biomassas complementares a cana-
de-acucar, colaborando assim para a evolucdo dos fatores de producédo (como
produtividade agricola (tc.ha), além do estagio tecnolégico do etanol de segunda
geracao (lignocelulésico/E2G) e a producédo de etanol de milho (EPE, 2017).

O Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) identificou o etanol
celulésico de cana-de-acucar (ou etanol de segunda geracdo - E2G) como o
biocombustivel avancado em estagio de desenvolvimento mais préximo da
comercializacdo, como atestam as duas unidades industriais instaladas no Brasil, trés
nos Estados Unidos da América (EUA) e mais uma ou duas em outros continentes
(CGEE, 2018).

Os biocombustiveis e a bioenergia sdo absolutamente estratégicas para o
progresso da bioeconomia moderna, pois proporcionam escalas de producdo e
consumo capazes de acelerar a curva de aprendizagem que conduz a disponibilizacédo
de matéria prima abundante e a precos competitivos, para viabilizar mdultiplos
processos industriais gerados em biorrefinarias, na perspectiva do surgimento da era

pés-petroleo (pds-combustiveis fosseis em geral) (RENOVABIO, 2019).

3.2 Classificacdo dos Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo classificados em convencionais e avancados, esta
denominacdo se da de acordo com a disponibilizacdo dos aclUcares a serem
fermentados. Os convencionais também conhecidos como de primeira geracao (1G),
sdo aqueles que a fermentacdo ocorrerd diretamente no caldo extraido da matéria-
prima, como exemplo a cana-de-agUcar, para qual suas tecnologias ja estédo

estabelecidas. Os avancados, sdo aqueles que necessitam de etapas adicionais para
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fermentacao, ou seja, seus acucares encontram-se dentro das células das biomassas,
como exemplo o bagaco de cana, denominando-se como de segunda geracao (2G)
ou terceira geracdo (3G), e neste caso ainda se tem algumas etapas a serem
determinadas. (Tabela 01).

As caracteristicas do produto s&o iguais, independente de qual geracao ele
sera produzido, o que muda sao as fontes e métodos de producdo dos quais o
combustivel € derivado. A Agéncia Internacional de Energia (International Energy
Agency - IEA) considera os biocombustiveis avancados como combustiveis
sustentaveis produzidos a partir de matérias-primas ndo alimentares, que n&o
competem diretamente com o uso de terras agricolas para producao de alimentos e
racdes e que apresentam indice reduzido de até 90% de emissdes de gases do efeito
estufa em comparacdo com combustiveis fosseis (CGEE, 2018).

Tabela 1 - Classificacdo dos biocombustiveis, fonte priméaria de producao, vantagem
e desafio mais relevantes.

Classificagdo Fonte primaria de Vantagem Desafio
producao / Matéria-prima
Primeira geracao Culturas alimentares indUstria estabelecida | Compatibilizagao com
(1G) (milho, soja, cana-de- a producgdo de
acucar, elc) alimentos
Segunda gerac¢ao | Culturas nao-alimentares, Reducdo de GEE Otimizacao de rotas
(2G) residuos agricolas, tecnoldgicas

residuos florestais, dleo
vegetal usado, etc

Terceira geracao Algas Alta produtividade Reducao dos custos
(3G) de producdo

Fonte: Relat6ério CGEE, 2018.
Os biocombustiveis de primeira geracdo (1G) s&o considerados
biocombustiveis convencionais, pois sdo produzidos diretamente de culturas

produtivas/alimentares, e tem o0s acucares disponiveis para fermentacdo direta. A
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cana-de-acucar é a matéria-prima mais utilizada seguida do milho, para a producao
de bioetanol (ANP, 2018).

O etanol produzido diretamente a partir da fermentacéo do caldo da cana de
acucar € um biocombustivel de primeira geracdo, apesar de ser classificado como
biocombustivel avancado pelo critério de reducédo de emissoes.

Os biocombustiveis de segunda geracdo (2G) podem ser obtidos a partir de
uma variedade de fontes de residuos de matérias-primas. Estas incluem residuos
agricolas associados a culturas alimentares, bem como residuos florestais, como
serragem da producdo de madeira. Outras fontes incluem cultivos energéticos néo
alimenticios, como gramineas de rapido crescimento — cana-energia e sorgo
biomassa - e espécies de arvores de rotacao curta - choupo e eucalipto (ANP, 2018;
CGEE, 2018).

As culturas de primeira geracdo podem contribuir para a producdo de
biocombustiveis de segunda geracao, se elas j& cumpriram o seu propdsito produtivo
(Figura 02). Como exemplo temos o0 bagaco de cana, que podera ser queimado
diretamente para obter calor, gerando energia, ou ainda produzir etanol 2G.

Figura 2 — Esquema contendo as diferentes etapas para a Producéo de etanol 1G e
2G.

Fonte: Elaboracao Prépria



3.3 Novas matérias-primas

A energia da biomassa, ou bioenergia, pode ser produzida a partir de uma
ampla gama de matérias-primas de origem biologica usando diferentes vias de
conversdo. Enquanto umas ja estdo bem estabelecidas e totalmente consolidadas,
outras ainda estdo em desenvolvimento, demonstracdo e estagios iniciais de
comercializacao.

A bioenergia é usada para produzir calor, electricidade e combustiveis para
transporte (biocombustiveis). A viabilidade financeira e a pegada de carbono de
bioprodutos primérios (alimentos e rac¢des, materiais, produtos quimicos e energia)
pode ser melhorada com o uso de bioenergia, ajudando a manter as industrias
existentes mais limpas e sustentaveis, criando um ambiente mais atrativo para novos
projetos promovendo economias de escala que por sua vez ajudam a reduzir oS custos
de novas tecnologias.

Uma ampla gama de matérias-primas de biomassa pode ser usada como fonte
de bioenergia. Estas incluem: culturas agroalimentares como milho, trigo, cana-de-
acucar, beterraba acucareira e 6leos vegetais produzidos a partir de palma, soja, colza
e outras matérias-primas; culturas ndo alimentares de alta produtividade e com

finalidades energéticas como sorgo biomassa e cana-energia (Figura 03) (IEA, 2017).



Figura 3 - Novas Biomassas com potencial lignocelulésico para producéo de etanol
de segunda geracédo - Cana-energia e Sorgo biomassa

Fonte: Elaboracgéo Propria.

Ha também, arvores de curtos periodos (como salgueiros e eucaliptos)
oleaginosas (como pinhdo manso e camelina), residuos e coprodutos das
agroindustrias e da industria madeireira; residuos organicos umidos (como lodo de
esgoto), residuos animais (como sebo bovino), efluentes liquidos organicos e a fracao

organica de residuos sélidos urbanos (RSU) (IEA, 2017).

3.3.1 Cana-energia

O conceito de cana-energia estad fundamentado na sua composicdo estrutural
sendo diferenciada da cana convencional. E uma biomassa geneticamente modificada
a partir do cruzamento de espécies ancestrais e hibridos comerciais de cana-de-
acucar, com o objetivo de ser mais produtiva na fabricagdo de biocombustivel,
bioguimicos e geragéo de energia renovavel (GRANBIO, 2017).

Uma de suas maiores vantagens é apresentar habilidade de ser cultivada em
areas com baixa aptiddo agricola o que permite a exploracdo de regides

desfavorecidas, o aumento da produtividade, além de ndo competir com a producéo



10
de alimentos. A cana-energia tem um sistema radicular mais profundo para maior
absorcdo de agua e nutrientes. O potencial é enorme: o Brasil tem 32 milhdes de
hectares de pastagens degradadas que podem ser ocupadas com cana-energia, mais
do que toda a area agricultavel da Europa (GRANBIO, 2017).

A planta (Figura 04), tem um didmetro menor em relacdo a cana comum, porém
possui uma altura superior, podendo trazer uma produtividade até trés vezes maior,
do que a cultura ja utilizada.

Figura 4 — Comparacdo do diametro em relacdo a produtividade da cana-energia
versus a cana convencional.

Cana-Energia Cana-Comum
I.5a2cm 3,5cm de
de digmetro diametro

£ 3 vezes mais produtiva do que a cana convencional
e pode ser plantada em dreas degradadas

A Granbio (2018) cita que esta variedade de cana-energia, pode ter maior
longevidade do canavial, podendo atingir entre 8 e 10 cortes, sendo um fator que pode
reduzir significativamente o custo de producédo de matéria prima.

O teor de fibras da cana-energia é superior a 25%, e pode ser utilizada para

ampliar a safra nos meses de ponta aumentando a receita agroindustrial.
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Além do que, sua rusticidade e o sistema radicular mais robusto, torna-a mais
resistente ao pisoteio e ao arranquio de soqueiras provocados pela mecanizacdo da
colheita, em comparacéo as canas convencionais (GRANBIO, 2018).

No entanto, cabe ressaltar que esta biomassa ainda passa por periodo de
viabilizacdo comercial, principalmente nas tecnologias de hidrélise que permitam a
conversao de materiais lignocelulésicos em etanol, espera-se uma revolucéo no setor,
uma vez que qualquer esta matéria-prima podera colaborar com a produtividade do

etanol de primeira geracéo.

3.3.2 Sorgo biomassa

O sorgo biomassa apresenta grande quantidade de massa verde, colmos
grossos e fibrosos (Figura 05), pequena producdo de graos e porte muito alto

(EMBRAPA, 2014).

Figura 5 — Cultivo de Sorgo biomassa - Cultivar Palo Alto, localizado na area
experimental da produgao vegetal da FCAV/UNESP — Jaboticabal, safra 2018/2019.

Fonte: Acervo Pessoal.
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Possui a particularidade de ser menos sensivel ao fotoperiodo, o que possibilita
a ampliacdo do ciclo vegetativo, ao mesmo tempo, que proporciona o aumento da
producdo de biomassa por hectare/ciclo, em comparacdo com as cultivares mais
sensiveis (PARRELA et al., 2010; PEREIRA et al., 2012).

Esta biomassa € uma matéria-prima energética ideal devido a sua versatilidade
como fonte de amido, acucar e fibras. Pode ser empregado combustdo direta em
caldeiras para producdo de bioenergia, assim como para a producdo de
biocombustiveis através de novas tecnologias (energia verde), além da producédo de
qguimicos renovaveis (CARRILLO et al., 2014).

E uma planta que em 180 dias pode atingir até seis metros de altura, e que
além de apresentar um rapido crescimento, a nova cultivar também tem alto potencial
produtivo, podendo alcancar 150 toneladas por hectares de massa verde e cerca de
35 toneladas por hectares de massa seca por semestre (EMBRAPA, 2019).

Esta cultivar permite uma operacdo de implantacdo completamente
mecanizavel, uma vez que a sua propagacao € realizada por sementes. Além disso,
o desenvolvimento vigoroso e rapido das plantas em ambientes tropicais,
principalmente em regides com elevadas temperaturas diurnas e noturnas,
proporciona maior facilidade no manejo inicial da cultura (MANTOVANI; MAY, 2013).

A sua composicédo estrutural possui teores médios de celulose e lignina entre
31,1-29,3% e 14,3-7,6%, respectivamente, que podem variar de acordo com o
genatipo e a época de colheita (HOFFMAN; ROONEY, 2012; ROONEY et al., 2007).
A alta produtividade aliada ao elevado teor de celulose torna o sorgo biomassa uma
cultura indicada para a producéo de etanol de segunda geracdo (DAHLBERG et al.,

2011).
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A Embrapa (2019), cita que jA em condi¢cdes de cadeia produtiva, o sorgo se
encaixa perfeitamente para fornecer matéria prima de qualidade entre os meses de
marco a abril, quando ha falta de bagaco de cana-de-acUcar, isso porque é neste

periodo que as usinas ficam paradas ou estdo em inicio de safra.

3.3.3 Novas matérias-primas e a colaborac&o da entressafra da cana-

de-acucar

Atualmente, o Brasil enfrenta grande demanda energética por causa do
deslocamento de industrias de grande porte para Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goiés, e estados do Nordeste, e ainda mantém a demanda do Estado de S&o Paulo
como mais importante polo industrial do Pais (EMBRAPA, 2018).

Dessa forma, a busca por biomassa para a queima direta em caldeiras tem sido
crescente, assim como a utilizacdo destas matérias-primas para ampliar a
produtividade de etanol acoplando os de primeira aos de segunda geracao
(MANTOVANI ; MAY, 2013).

Uma das alternativas mais promissoras principalmente para as regiées centro-
oeste do pais, que tem em sua grande maioria solos de baixa produtividade, seria a
utilizacdo de matérias-primas energéticas como o0 sorgo biomassa e a cana-energia,
assim como o milho jA vem ganhando espaco, para o qual estes complementariam a
produtividade na entressafra da cana-de-acucar, gerando bagaco e propagando o
periodo de produtividade do setor sucroenergético.

A entressafra brasileira hoje tem o cenéario de planejamento industrial

estabelecido com a cana-de-acucar convencional, na parada dos meses de novembro
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a fevereiro, caracterizando um periodo médio de cinco meses sem funcionamento
(Figura 06).

Figura 06 — Cenario atual da producdo de cana-de-acucar no formato de
planejamento industrial, referente aos meses de plantio e colheita da matéria-prima.
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Colheita

Fonte: Elaboracéo Propria.

A juncédo de novas matérias-primas promoveria um planejamento industrial com
ganhos de produtividade nestes meses 0ciosos, ao qual se teria uma projecdo de
apenas um més de entressafra. Esta situacdo € possivel se forem utilizados o sorgo
biomassa e a cana-energia (Figura 07).

Figura 07 — Proposta de cenéario da producdo de cana-de-agucar no formato de

planejamento industrial, referente aos meses de plantio e colheita com a introducao
de Sorgo biomassa e Cana-energia.
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Fonte: Elaboracéo Propria.
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Essas biomassas consistem nas que possuem maior potencial de crescimento
nos préximos anos. Dado o fato de que a biomassa pode ser utilizada para a producao
de biocombustiveis e energia elétrica, tem-se tratado dela como um componente
estratégico de grande importancia.

As colaboracfes dessas biomassas sdo de grande importancia para o setor
principalmente por serem dedicadas a producéo de biocombustiveis e energia. Desta
forma, os produtores e as empresas do ramo agricola/industrial poderdo contar com
uma matéria-prima com alta produtividade e com caracteristicas que permitem um
bom desempenho nos processos de cogeracdo e producdo de etanol, ampliando

assim o periodo de planejamento industrial (Embrapa, 2019).

3.4 Composicado quimica de biomassa lignocelulésica

No processo de moagem dos colmos da cana-de-acucar para producédo de
etanol de primeira geracdo tem-se como residuo o bagaco, que é considerado como
material lignocelulésico fibroso (Figura 08). Sua constituicdo € caracterizada em 46-
52% de umidade, 43-52% de estruturas fibrilares e 2-6% de extrativos (solidos

sollveis) e componentes inorganicos (soélidos insoltuveis) (PATURAU, 1989).
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Figura 08 - Processo de Extracdo do Caldo de cana-de-acUcar através de moendas.
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Fonte: Elaboracao Propria.

Esta composicdo pode variar de acordo com o local de cultivo, a época de
colheita, a composicao do solo, a variedade assim como o periodo de maturacédo da
planta; entretanto, os diferentes estudos de caracterizagéo e aplicacdo deste material
permitem inferir uma faixa de representacao de cada componente (MOORE ; BOTHA,
2014).

Na estrutura da parede celular dos materiais lignoceluldsicos, os componentes
macromoleculares encontram-se em intima associacao quimica e estrutural, o que
dificulta seu fracionamento e quantificacdo. As hemiceluloses se unem as fibrilas de
celulose e as interligam com a lignina, que pode ser considerada como um “cimento”

celular, criando uma rede complexa de ligacbes que prové forca estrutural.
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Consequentemente, nas diferentes etapas de analise, fragmentos de lignina
permanecem unidos aos carboidratos, e mesmo celulose e hemiceluloses sao
dificilmente isoladas sem sofrer degradacdo e/ou mudancas nas propriedades

moleculares (FENGEL; WEGENER, 1989).

Figura 09 — Composicdo do bagaco de cana-de-acucar com o0s constituintes da
Estrutura Lignocelulosica: celulose, hemicelulose e lignina.

HOH2C HOH2C
O OH O OH
Ko >( o < CH > o-Yew > o <}CH >;
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Fonte: Zampieri (2011).

3.4.1 Celulose

Na parede celular o componente que se apresenta em maioridade € a celulose,
constituindo de 40% a 50% da massa seca do bagaco, (RABELO, 2010; SANTUCCI
et al., 2015; SLUITER et al., 2016). Esta também é conhecida como o polissacarideo
mais abundante na natureza, uma vez que constitui a base estrutural das células das

plantas.
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Do ponto de vista quimico, € um polimero de alta massa molecular composto
exclusivamente de unidades de glicoses arranjadas em um plano, unidas através de
ligacdes do tipo $-1,4-glicosidicas (Figura 10). Cada residuo de glicose é rotacionado
em 180° em relacao a glicose precedente na mesma cadeia, o que confere a celulose

uma conformacao linear e estendida (SLUITER et al., 2016).

Figura 10 — Estrutura da Composicéo da Celulose.

CELULOSE

GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Fonte: Geocities.

Essa complexa formacgdo da celulose faz dela resistente a tratamentos
biol6gicos e quimicos, insoluvel em &gua e na maioria dos solventes, sendo
biodegradavel quando despolimerizada (MONLAU, et al., 2013; TAHERZADEH ;
KARIMI, 2008).

A celulose, (CeH1005), é classificada como um carboidrato e destaca-se por ser
o0 polimero natural mais abundante da terra, sendo obtido a partir de fontes renovaveis,

com producao anual de mais de 50 bilhdes de toneladas (SILVA et al., 2012).
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A rigidez e sustentabilidade estrutural das paredes celulares dos vegetais &
garantida por interacdes entre os polissacarideos de celulose (Figura 11) reforcados
dentro de uma matriz de hemiceluloses e pectinas. Essa sustentacéo estrutural € uma
importante funcao da celulose que so se faz possivel pela sua extrema insolubilidade

em agua sob condi¢cbes normais (BANERJEE et al., 2016; OGEDA;PETRI, 2010).

Figura 11 — Representacdo estrutural das paredes celulares dos vegetais por
interacdes entre os polissacarideos de celulose.
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Fonte: Sabermas.

3.4.2 Hemicelulose

A hemicelulose é formada por uma complexa estrutura de até 200 carboidratos
ramificados e adornados com grupos funcionais. E resultado da polimerizagéo de

diferentes pentoses (como xilose e arabinose), hexoses (como glucose, galactose,


https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/323-numero-38/587-pared-celular-de-las-plantas-funcion-estructura-y-aplicaciones.html
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manose) e acidos urdnicos (como acido glucordnico e galacturénicos) (Figura 12)

(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Figura 12 — Arranjo estrutural da conformidade da Composig&o da Hemicelulose.
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Fonte: Rubin et al. (2008).

E estruturada por ligacdes néo covalentes as fibrilas de celulose, agindo como
uma matriz amorfa que segura as mesmas (BHOWMICK, SARMAH; SEN, 2017). A
hemicelulose funciona como uma conexdo entre as fibras de celulose e a lignina
conferindo mais rigidez a rede celulose-hemicelulose-lignina (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).

Ao contrario da celulose, a hemicelulose tem uma estrutura amorfa e
ramificada, conferindo a ela pouca resisténcia a hidrolise, sendo assim mais

facilmente hidrolisdveis a seus monémeros (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Em
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madeiras moles tem-se a predominancia do monémero de manose na composicao da

hemicelulose, enquanto em madeiras duras e residuos agricolas predomina a xilose

(MONLAU et al., 2013; OH et al., 2015).

3.4.3 Lignina

Depois da celulose, a lignina € a macromolécula mais abundante existente na
biosfera. E definida como uma substancia hidrofébica, com estrutura tridimensional e
amorfa, altamente ramificada (SILVA, 2011; ZHANG et al., 2014).

A lignina apresenta em sua estrutura inumeros grupos aromaticos e alifaticos,
com diversos anéis fenilpropanicos substituidos ligados por meio de diferentes tipos

de ligacbes, como do tipo éter (hidroxilas primarias e secundarias) (figura 13).

Figura 13 - Arranjo estrutural da conformidade da Composicéo da Lignina
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Fonte: Alonso et al. (2012)



22
A lignina age como concreto, preenchendo 0s espacos entre as estruturas da
hemicelulose, cobrindo as microfibrilas de celulose (Figura 14), sendo considerada o
principal composto recalcitrante na conversdao da biomassa (PAUDEL et al., 2017,
KUMAR et al., 2009). Dessa forma, o principal propésito da lignina € proporcionar
rigidez estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra-ataques microbiologicos e

stress oxidativos (MONLAU et al., 2013; JORGENSEN, KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Figura 14 - Arranjo estrutural da conformidade entre Lignina , celulose e hemicelulose

A Hemicelulosa Celulosa Lignina

Fonte: PAUDEL et al., 2017.

A lignina é incorporada durante o crescimento do vegetal, sendo composta
basicamente de unidades fenilpropano que formam uma macromolécula
tridimensional e amorfa. Apresenta um esqueleto basico de quatro ou mais unidades
de fenilpropano por molécula substituida. Segundo Rabelo (2010) esses mondmeros,
gue formam a lignina sdo denominados &lcoois cumarilicos, que séo diferenciados

entre si pelas substituicdes que apresentam no anel aromético:
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. Alcool p-cumarilico, sem substituicdo, precursor das unidades p-
hidroxifenilicas (H);

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

. Alcool sinapilico que da lugar as unidades de siringilo (S) e apresenta os
grupos metoxilico nas posi¢cdes 3 e 5 do anel aromatico.

A lignina proporciona suporte mecanico e elastico, facilita o transporte de agua
e nutrientes pela planta e dificulta a entrada de patdégenos microbianos (DAVISON et
al., 2013).

Nota-se que € mais abundante em plantas menos lenhosas, garantindo maior
resisténcia a ataques contra sua integridade estrutural. Tal resisténcia € um dos
maiores obstaculos para o aumento da acessibilidade a celulose, pois a lignina atua
como uma barreira fisica e quimica para a acdo de enzimas celuloliticas (PALONEN,
2004).

Apesar de ndo ser desejavel em processos de conversao da celulose, pois
blogueia 0 acesso a celulose, a lignina pode ser utilizada na producéo de aditivos de
cimento, antioxidantes, nano tubos de carbono, resinas, aditivos de combustiveis,
lubrificantes, emulsificantes, floculantes, dispersantes, tintas, corantes e graxas

(GUERRIERO et al., 2016).

3.4.4 Extrativos e Cinzas

Na composicdo de materiais lignoceluldsicos tem-se substancias referentes a
diferentes compostos quimicos de baixa massa molar, divididos em material organico

e inorganico (Figura 15). O material organico se refere a compostos que podem ser
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extraidos da matéria lignoceluldsica pelo tratamento com solventes polares e apolares
em estreitas faixas de temperatura.

Figura 15 - Composicao do Material Lignocelulésico: Extrativos, cinzas e substancias
macromoleculares
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Fonte: Elaboracéo Propria.

Os principais compostos organicos entre 0s extrativos sdo: compostos fendlicos
(taninos), terpenos, acidos graxos saturados e insaturados, proteinas e flavonoides.
JA o material inorganico se refere a substancias ndo passiveis de extracao,
determinadas como cinzas ap6s a combustdo da fracdo organica. Compreendem
principalmente sais e 6xidos de Ca, K, Mg, Mn, Na e SiO2 (FENGEL; WEGENER,

1989).
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3.5 Etanol de Segunda Geracao

O processo de obtencdo do etanol convencional, ou de primeira geracao é
baseado na reserva energética da cana, a partir do caldo rico em sacarose, no qual
0S acUcares encontram-se disponiveis para a fermentacdo. Diferentemente, 0s
materiais lignoceluldsicos, que representam a parte estrutural da planta, apresentam
uma formacdo complexa constituida pela interacdo fisico-quimica dos seus
macrocomponentes principais: a celulose, as hemiceluloses e a lignina, evidenciando
assim a utilizacdo de etapas adicionais no processo de etanol 2G. (Figura 16)

(SANTUCCI, 2018).

Figura 16 — Fluxograma comparativo da Producéo de etanol 1G e 2G, demonstrando
as etapas diferenciadas dos processos.

Fonte: Elaboragéo Propria.
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Para a producdo de etanol de segunda geracdo tem uma sequéncia de
processos para a desestruturacdo da matriz lignina-carboidratos e a hidrélise em
acucares passiveis a fermentacdo. A eficiéncia deste processo € dependente do
conhecimento das caracteristicas destes materiais, assim como de seu
comportamento frente a uma série de tratamentos de natureza quimica, fisica,
mecanica ou bioldgica.

Também é conhecido como etanol lignocelulésico pode ser obtido ndo apenas
do bagaco ou palha da cana-de-acucar, mas também do bagaco de sorgo, palha do
milho, beterraba, e matérias primas ricas em fibras como o caso da cana-energia e do
sorgo biomassa. (NOGUEIRA, 2008).

Sendo assim, uma alternativa para ampliar a producéo do etanol no Brasil, sem
ter de investir diretamente em aumento da area e de matéria-prima, por conta do
aproveitamento de residuos como, a palha, bagaco da cana, residuos florestais, etc.

(UNICA, 2013).

3.6 Etapas do processo de etanol de segunda geracao

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos é basicamente
fundamentada em quatro etapas, com distintas possibilidades de combinacéo (SUN;
CHENG, 2002): pré-tratamento, destoxificacdo, fermentacdo (Licor hidrolisado e
bagaco através da hidrélise enzimatica) e destilacdo (Figura 17).

Esses processos disponibilizam os agucares contidos, e 0os tornam passiveis
de fermentacdo e transformacdo em etanol lignocelulésico, porém as unidades
produtoras deste biocombustivel ainda necessitam de aprimoramentos dos processos

para maior rentabilidade.
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Figura 17 — Fluxograma demonstrativo das principais etapas para obtencéo do etanol
2G.
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Fonte: Elaboracao Propria.

3.7 Pré-tratamentos aplicados nas biomassas lignocelulésicas

Uma das etapas para a obtencdo de etanol 2G, baseia-se em disponibilizar
primeiramente os acUcares contidos nas matérias-primas lignoceluldsicas sendo esta
conhecida como: pré-tratamento.

A estrutura quimica da biomassa lignocelulésica é formada por um complexo
de celulose, hemiceluloses e lignina, altamente organizados e recalcitrantes, o que
impede a conversao direta desses materiais em outras substancias. Diante disso, faz-
se necessario a insercdo do pré-tratamento da biomassa, que visa aumentar a
acessibilidade da mesma por parte dos microrganismos nos bioprocesso.

(ALFENORE et al., 2016).
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Basicamente, o pré-tratamento visa remover a lignina e a hemicelulose da
biomassa (Figura 18), reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do
material para melhorar o acesso das enzimas a celulose e assim aumentar a
conversao dos polissacarideos em acucares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005).
Além disso, o pré-tratamento deve garantir a formacdo de acucares diretamente ou
na seguinte etapa de hidrolise; evitar a perda e/ou degradacdo dos acucares
formados; limitar a formacéo de co-produtos inibidores; reduzir a demanda de energia

e minimizar os custos (SUN; CHENG, 2002; AGBOR et al., 2011).

Figura 18 — llustracdo do desarranjo provocado pelo processo de pré-tratamento em
materiais lignoceluldsicos.
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Fonte: Santos, 2013.

Esta etapa visa reduzir o grau de cristalinidade da celulose, dissociar o

complexo lignina-celulose, aumentar a area superficial da biomassa, preservar as
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pentoses maximizando os rendimentos em acucares e evitar ou minimizar a formacao
de compostos inibidores do processo tanto na etapa de hidrélise quando na etapa de
fermentacao (HSU, 1996 apud RABELO, 2010).

A eficiéncia deste processo de conversdo é dependente de inUmeros fatores
intrinsecos a biomassa que a deixa mais ou menos recalcitrante as enzimas e aos
microrganismos fermentadores.

O rendimento também é dependente dos diversos processos contidos no pré-
tratamento, com diferentes efeitos e a escolha do mais adequado depende da
biomassa empregada e podem ser classificados em quatro grupos principais: fisico-

mecanicos, quimicos, fisico-quimicos ou bioquimicos (Figura 19).

Figura 19 — Esquema ilustrativo das diferentes formas de conducéo do processo de
pré-tratamento na producao de etanol ligniceluldsico .
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Fonte: Elaboracdo Propria.
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Uma vez que cada um destes possui caracteristicas favoraveis e desfavoraveis,
algumas publicacdes ainda dissertam a respeito das vantagens das combinacdes
entre estes no intuito ndo sé de aumentar a probabilidade de interacbes entre as
fibrilas celulésicas e as enzimas degradadoras, como também de garantir a
recuperacdo dos derivados hemiceluldsicos e da lignina nas demais correntes de
processo, ambos com caracteristicas adequadas para a obtencado de outros produtos
de maior valor agregado (ALVIRA et al., 2010; CANILHA et al., 2012; GALBE;
ZACCHI, 2007; MENON; RAO, 2012; SUN et al., 2016).

A eficiéncia do pré-tratamento é avaliada tanto na composicéo fisico-quimica
da biomassa quando no seu desempenho durante a etapa de hidrolise enzimética.

Em geral, um bom pré-tratamento proporciona altos rendimentos e conversdes
de hidrdlise, ndo gera inibidores da fermentacéo, tem baixo custo, ndo apresenta
perda de carboidratos ou degradacdo da biomassa, possibilita a recuperacdo da
lignina e consome pouca energia (SILVA et al. 2013).

Entretanto dificilmente os pré-tratamentos apresentardo todas essas
caracteristicas. Ha alguns requisitos econémicos e ambientais que também devem
ser levados em consideracao, para que seja eficaz, como evitar a degradacao da
celulose e dos acucares liberados na reacao.

Deve-se também evitar a formacdo de possiveis inibidores, que afetam
negativamente sobre enzimas hidroliticas e os microrganismos em fermentacao;
permitir a recuperacao da lignina e de outros coprodutos de maior valor agregado.

Minimizar a demanda energética; reduzir os custos de operacao; reduzir o custo
com materiais de confeccéo dos equipamentos de pré-tratamento; consumir pouco ou

nenhum reagente quimico; e produzir pequena ou nenhuma quantidade de residuos
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(ALVIRA et al., 2010; CANILHA et al., 2012; GALBE; ZACCHI, 2007; MENON; RAO,
2012; SUN et al., 2016).

Portanto, a escolha do método, assim como das condi¢cdes de processamento
empregadas, € baseada nas caracteristicas iniciais do substrato e que se desejam
alterar.

Os tratamentos fisico-mecanicos promovem a ruptura da estrutura da parede
celular tanto por fendbmenos de corte quanto de quebra, fibrilacdo, deLAMinacao e
irradiacdo, enquanto mantém os constituintes quimicos inalterados (JIANG et al.,
2016).

Deste modo, tem-se 0 aumento da area superficial especifica acessivel do
substrato lignoceluldsico pela reducdo das dimensdes das fibras, pelo aumento da
porosidade total ou ainda pela ruptura da regularidade estrutural; em alguns casos
ainda sao reportadas a quebra do arranjo cristalino da celulose e a reducéo de seu
grau de polimerizacao (SUN et al., 2016).

Entre os diferentes tipos de tratamentos fisicos estdo os métodos de
cominui¢cdo mecanica (picagem, esmerilhamento e moagem), de refino e de irradiacao
(SUN et al., 2016).

Uma vez que estes pré-tratamentos ndo alteram a composicdo da parede
celular e ndo requerem a adi¢cdo de regentes quimicos, apresentam a vantagem de
promover a abertura da estrutura sem que haja a degradacdo da lignina e dos
carboidratos, portanto a formacéo de compostos inibidores; ademais, ndo envolvem
custos associados a recuperacdo de reagentes e tratamento de efluentes, logo sao

considerados “ambientalmente amigaveis” (CANILHA et al., 2012).
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Entretanto, um consumo energético consideravelmente alto é requerido para a
producdo de substratos que alcancem altas taxas e rendimentos de hidrolise
enzimatica, o que diminui 0 interesse econdmico nestes tipos de processamento
(ALVIRA et al., 2010; CANILHA et al., 2012; GALBE; ZACCHI, 2007; MENON; RAO,
2012; SUN et al., 2016).

Os pré-tratamento quimicos sdo processos que envolvem a quebra da matriz
lignina- carboidratos, a solubilizacéo seletiva — parcial ou total — dos componentes nao
celulésicos ou ainda o intumescimento da parede celular pelo uso de &cidos, bases,
solventes (organicos ou iénicos) ou reagentes oxidantes. Como consequéncia, ha o
aumento do volume de poros e da area superficial total acessivel das enzimas aos
polissacarideos (ALVIRA et al., 2010).

Quando o método provoca a solubilizacdo das hemiceluloses e da celulose
menos ordenada, € observado o aumento do grau de cristalinidade, como é o caso do
tratamento com acidos diluidos; ja métodos que acarretam no intumescimento e no
rompimento da estrutura cristalina, como o uso de acidos concentrados, alcalis e
liquidos ibnicos, implicam na reducao do grau de cristalinidade (SUN et al., 2016).

Entre as varidveis controladas dos processos estdo a temperatura da reacao,
o tempo, o pH e a concentragcédo dos reagentes, que se relacionam diretamente com
sua severidade. Em geral, sdo os métodos mais viaveis economicamente pela
simplicidade de execucdo e menor consumo energético. Contudo, condi¢des mais
severas de reacdo podem ocasionar a degradacdo da celulose, a desidratacdo dos
acucares liberados no meio reacional além da alta formacao de compostos fendlicos.
Problemas associados a corroséo de equipamentos, ao manuseio da corrente liquida,

a recuperacdo e reciclo de reagentes e ao tratamento de efluentes sédo outras
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importantes restricdes ao processo (ALVIRA et al., 2010; CANILHA et al., 2012;
GALBE; ZACCHI, 2007; MENON; RAO, 2012; SUN et al., 2016).

Os tratamentos fisico-quimicos sdo métodos que combinam as acfes dos
processos quimicos e fisicos, ou seja, promovem a quebra das ligacdes do complexo
ligninacarboidratos, a despolimerizacéo e solubilizacdo parcial dos componentes nao
celulésicos, a separacédo dos feixes de fibras e a ruptura fisica da estrutura das fibras
(MENON; RAO, 2012).

Logo, aumentam a digestibilidade enzimatica das biomassas pelo crescimento
expressivo da estrutura porosa, pela reducédo das particulas e pela deLAMinacéo e
intumescimento da parede celular. Para isto, fazem uso de elevadas temperaturas
elou pressoes (ALVIRA et al., 2010).

Entre os principais parametros controlados estdo o tempo de residéncia no
reator, a temperatura, a pressao, a aplicacao ou ndo de vapor, e a concentracdo do
reagente (no caso de processos catalisados) (ALVIRA et al., 2010).

Os tratamentos fisico-quimicos sdo considerados os métodos de maior
eficiéncia energética e ambiental, dentre os quais os mais ampLAMente estudados e
aplicados sdo os de explosédo a vapor e o hidrotérmico — ambos processos auto-
cataliticos, a explosdo das fibras com aménia (ammonia fiber explosion, AFEX), o
micro-ondas (assessor aos tratamentos quimicos) e o supercritico catalisado com
CO2 (SC-C0O2). Com excecao dos processos catalisados (AFEX e SC-CO2), nédo
exigem a adicao de outros reagentes quimicos, portanto ndo acrescentam a etapa de
neutralizagédo da corrente liquida (CANILHA et al., 2012).

Quando realizados em condi¢cdes brandas de reagcdo, a concentracdo de

inibidores formados € relativamente baixa, logo permitem a recuperacdo em grande
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porcentagem dos carboidratos. A maior desvantagem destes processos esta
associada ao alto custo de instalacdo das unidades operacionais (ALVIRA et al., 2010;
CANILHA et al., 2012; GALBE; ZACCHI, 2007; MENON; RAO, 2012; SUN et al.,
2016).

Os pré-tratamentos bioquimicos sdo uma alternativa aos processos quimicos,
onde microrganismos ou enzimas isoladas sédo aplicados para a modificacdo da
composicdo da biomassa pela degradacdo seletiva ou da lignina ou dos
polissacarideos (SUN et al., 2016).

Fungos de bolores marrom e suave séao utilizados quando o intuito € a digestao
dos polissacarideos, porém com minimo efeito sobre a lignina. Ja os fungos de bolor
branco (Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus stercoreus,
Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnabarinus e Pleurotus ostreatus) sdo os
mais ampLAMente aplicados pela maior efetividade na degradacéo da lignina pela
acao das enzimas laccases, lignina-peroxidases e manganésperoxidases (SUN et al.,
2016).

Algumas bactérias (Pseudomonas e bactérias fiLAMentosas como
Actinomycetes) também tém sido utilizadas com a finalidade de deslignificag&o.
Alguns fungos de bolor branco também secretam enzimas que atacam o0s
polissacarideos, o que sugere a aplicacdo das enzimas lignoliticas isoladas como
forma de evitar a perda dos acucares de interesse (CANILHA et al., 2012).

S&o processos de baixo consumo energético, de condi¢cdes brandas de reacao
e ambientalmente amigaveis; entretanto, sdo requeridos longos tempos de preé-
tratamento (em torno de semanas) e condi¢cdes controladas de crescimento, o que

limita sua aplicacdo industrial; mesmo a eficiéncia da remocéo da lignina é baixa
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gquando comparada aos métodos quimicos (ALVIRA et al., 2010; CANILHA et al.,
2012; GALBE; ZACCHI, 2007; MENON; RAO, 2012; SUN et al., 2016).

Os varios métodos de pré-tratamentos existentes diminuem a recalcitrancia dos
materiais lignoceluldsicos por modos de acao distintos; no entanto, a maioria destes
processos superam apenas alguns dos fatores que restringem a atuacéo enzimatica.

Deste modo, combinacbes entre pré-tratamentos sdo muitas vezes
consideradas para maximizar a digestibilidade da celulose e a produtividade total de
acucares fermentesciveis. Todavia, 0s custos associados a adicdo de mais de uma
etapa no processo devem ser compensados pela recuperacédo e uso dos derivados

hemiceluldsicos e da lignina (AMORE et al., 2016; SUN et al., 2016).

3.8 Pré-tratamento Acido Diluido

O pré-tratamento 4cido também é conhecido de pré-hidrélise, promovendo a
hidrélise das hemiceluloses a outros polissacarideos e monossacarideos, como
xilose, manose, galactose, glicose, entre outros (FREITA et al. 2014a).

Como as hemiceluloses séo constituidas principalmente de xilana, o principal
produto do pré-tratamento acido é a xilose (CHEN et al., 2011).

A remocdo da fragcdo hemiceluldsica torna a celulose mais acessivel as
enzimas da hidrolise (BALAT et al., 2008, BEHERA et al., 2014) o que, geralmente,
resulta em bons rendimentos de hidrolise para este pré-tratamento (SINGHA et al.,
2015).

Pré-tratamentos com acido sulfarico tém sido um dos mais utilizados devido a

sua alta eficiéncia (CARDONA et al., 2010), mas também o acido nitrico, cloridrico,
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fosforico (BEHERA et al., 2014), peracético e oxalico sdo opc¢des comumente
reportadas na literatura (SINGHA et al., 2015).

O pré-tratamento acido pode ser conduzido em duas condicdes diferentes. A
primeira que utiliza acido concentrado ndo é tao atrativa quanto a segunda que utiliza
acido diluido, pois apresenta diversos problemas como formacdo de inibidores,
toxicidade, corrosdo e necessidade de equipamentos resistentes (SINGHA et al.,
2015).

Ja o tratamento com acido diluido, em geral com concentracdo de acido entre
0,1 e 2% (m.vl), costuma ser mais efetivo pois apresenta menor degradacédo de
acucares e com isso menor formacéao de inibidores (BEHERA et al., 2014).

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

uma corrente de efluente liquida (SILVA et al., 2013).

3.9 Destoxificagdo do licor lignocelulésico

Alguns inconvenientes sao apresentados quando se realiza o pré-tratamento
por acido diluido (pré-tratamento utilizado nesta pesquisa) (Figura 20). Um destes
problemas é que quando ocorre a degradacdo da hemicelulose séo liberados
compostos como D-xilose, L-arabinose, agucares importantes, no entanto também se
tem a liberacdo de acido acético, que séo inibidores para alguns microrganismos.

(PARAJO; ALONSO; SANTOS,1996; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1997;
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PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,1998; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000).

Da quebra da celulose obtém-se a D-glicose, e podera ocorrer a degradacao
dos acucares gerados dos segmentos da lignina, como D-xilose formando furfural da
mesma forma que 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL,
2000).

Além disso, a degradacédo parcial da lignina resulta na liberacdo de compostos
aromaticos denominados produtos derivados da lignina (PDL) ((PARAJO; ALONSO;
SANTOS,1996; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1997; PARAJO;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,1998). Entre estes compostos estdo &cidos, e
compostos fendlicos, sendo esta uUltima classe formada também pela degradacéo de

carboidratos (LARSSON et al.,2000).
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Figura 20 - Pré-tratamento de Biomassa lignoceluldsica e os possiveis carboidratos e

inibidores formados da degradacé&o por acido diluido.

BIOMASSA = PRE-TRATAMENTO ACIDO DILUIDO
HEMICELULOSE CELULOSE LIGNINA
DEGRADAGAO DEGRADAGAO DEGRADAGAO
y L y
AGUCARES INIBIDORES AGUCARES INIBIDORES INIBIDORES
} ! ] } !
D-XILOSE |—» | FURFURAL FURFURAL AciDos
' / | D-GLICOSE ! |
L-ARABINOSE Acmos HMF FENOLICOS
+ METIGLUCUSONCO
LEVULINICO
D- MANOSE
| \ |
= :
GaLacTose | Hue

Fonte: Elaboracéo Propria.

Para tanto € necessario que haja uma forma de remocédo de tais compostos
para se proceder o processo fermentativo, existe na literatura alguns métodos
empregados com o objetivo de reduzir as concentracdes dos compostos téxicos
gerados durante o pré-tratamento no hidrolisado ou até elimina-los para a melhoria do
processo fermentativo.

Todos os métodos aplicados atualmente ainda séo passiveis de estudos, uma
vez que nao nenhum meétodo consolidado, a maioria dos métodos emprega a
alteracdo de pH combinada com a adsor¢cdo em carvao ativo. (ALVES et al., 1998;

MARTON et al., 1998; MARTON et al., 2001; GINORIS, 2001).
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Este procedimento com alteracdo do pH é conhecido como um processo de
destoxificacao do licor ao qual eleva-se o pH para 7,0 com éxido de calcio comercial
(leite de cal) e posteriormente adiciona-se acido fosférico até obter um pH de 4,0,
seguido da adicdo do agente filtrante o carvao ativado (1%). Este licor tratado com
estes compostos € entdo encaminhado a uma estufa pré-aguecida a 50°C na qual
permanecera por 30 minutos. Apos o periodo encubado o licor sera entdo centrifugado
(Figura 21) para separar as particulas sdlidas do licor e em seguida realiza-se a

filtragem do licor (MARTON, 2006).

Figura 21 - Método de Destoxificacdo por diferenca de pH e carvao ativado (Marton,
2006).

METODO CONVENCIONAL DETOXIFOCAGAO DOS LICORES

(MARTON, 2002).

Fonte: Elaboracdo Propria obtida da metodologia de Marton (2006).

Muitos estudos foram realizados levando em consideracdo a proposta de
alteracdo de pH, concentracéo de carvao ativado e tempo de retencéo, no entanto a

mais concretizada foi a acima citada, estabelecida pelo autor Marton (2006).



40
(MARTON et al. (1998); ALVES et al. (1998); MARTINEZ et al. (2000); PARAJO et al.
(1996); GINORIZ (2001)).

No entanto este processo de destoxificacdo do licor teve reducdo de no maximo
40% de alguns compostos, e reducdes pequenas para acidos e compostos fendlicos.
(MARTON et al. (1998); ALVES et al. (1998); MARTINEZ et al. (2000); PARAJO et al.
(1996); GINORIZ (2001)).

A definicho de um tratamento adequado para a remocdo ou reducdo da
concentracdo de compostos toxicos aos microrganismos contribuird para favorecer a
fermentacao do hidrolisado. (FELIPE, 2004).

Outra metodologia mais recentemente proposta para a destoxificacdo do
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-acUcar é a utilizacdo de polimeros
vegetais considerado, também, eficaz na remocdo de compostos toxicos, porém,
menos eficiente em relacdo aos tratamentos com carvao e resina (SILVA, 2006).

No entanto o autor Silva-Fernandes et al, (2017), utilizando biopolimeros na
destoxificacao do licor de bagaco de cana encontraram reducgdes da ordem de 40%
para compostos fendlicos.

A utilizacdo de biopolimeros naturais acarreta uma por¢éo de beneficios entre eles
a colaboracdo de um processo de destoxificagdo com processo mais sustentavel,
além do que a nao utilizacdo do carvao ativado e a reducao do tempo de retencdo em

estufa.
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3.10 Método de Destoxificagcdo Sustentavel

O processo de destoxificacdo do licor visa melhorar o material a ser fermentado
e torna-lo o mais puro possivel. Sabe-se que o pré-tratamento resulta em aglcares
pentoses e hexoses e também alguns inibidores da fermentacao.

Uma grande melhoria para a producdo de etanol 2G é se houvesse uma
clarificacé@o deste licor compativel ou similar a realizada para o processo de etanol 1G.
Freita et.al (2017a), analisando biofloculantes que pudessem substituir os polimeros
convencionais, teve resultados satisfatorios com o biopolimero de semente de M.
oleifera Lam aplicada no processo de cana-de-acUcar, relatando assim um meio mais
sustentavel de clarificacdo do caldo de cana.

A aplicacdo de um processo sustentavel e econbmico e que possa trazer
remocdes significativas de compostos toxicos durante o processo produtivo do etanol
lignoceluldsico, pode acarretar em melhorias significativas e até mesmo propostas que
possam ser viabilizadas pelo setor com vantagens ambientais.

Além do que a destoxificacdo sustentavel reduziria algumas etapas do
processo, como o tempo de retencdo na estufa em contrapartida do decantador de
caldo, ao qual poderia ser aplicado também para o licor (Figura 22).

As metodologias de destoxificacdo ainda ndo estdo consolidadas, porém séo
utilizadas em grande diversidade de trabalhos. A utilizagcdo de novas metodologias
podem favorecer o setor sucroenergético, contribuindo para melhorias da eficiéncia

fermentativa.
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Figura 22 - Processo de Destoxificagdo convencional do licor hemicelulésico e
Processo sustentavel com M. oleifera Lam.

Detoxificacao Convencional Detoxificacao Su§tentével
(Moringa oleifera)
l CaO 1 Ca0
CORREGAO DO pH 2 7,0 CORREGAQ DO pH > 7,0
1 H;PO, l H,PO,
CORREGAO DO pH - 4,0 CORREGAO DO pH = 4,0
l 1 105°C
CARVAO ATIVADO (1%) AQUECIMENTO DO LICOR
30 1 50°C 20 BIOPOLIMERO DE
MINUTOS MINUTOS MORINGA
RETENGCAO ESTUFA DECANTADOR
CENTRIFUGACAO FILTRAGEM

Fonte: Elaboracéo Propria.

3.11 Biofloculante de M. oleifera Lam

A M. oleifera LAM é uma espécie arborea e perene, pertencente a familia M.
oleifera LAMceae, nativa do noroeste da india (Figura 23). Esta planta apresenta
atividades coagulativas que a tornam promissora no tratamento de impurezas da agua
e também no processo de clarificagdo do caldo de cana (GUALBERTO, et al. 2014;

FREITA et al. 2017).
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Figura 23 - Caracteristica da Arvore de M. oleifera Lam.

Fonte: Elaboracéo Propria, imagens google.

Freita et al. (2017), relatou que o biofloculante das sementes de moringa teve
resultados satisfatorios, ao ser comparado com o polimero comercial utilizado nas
usinas de cana de acUcar, a observacao dos autores se deve ao fato do biofloculante
ter removido as impurezas presentes no caldo.

Segundo Poumaye, et al., (2012), o coagulante extraido das sementes da M.
oleifera Lam se destaca dos coagulantes quimicos por ser natural e biodegradavel,
sendo uma ferramenta importantissima quando se considera prioritario o
desenvolvimento sustentével.

Estas caracteristicas sdo decorrentes das propriedades apresentadas por esta
planta. Estudos recentes realizados por Ullah, et al., (2015) comprovaram a
estabilidade térmica da M. oleifera Lam, sendo a temperatura de fusdo de
aproximadamente 98°C.

Estes autores descreveram também a presenca duas proteinas de cadeia com

alta sequéncia, com peso molecular de 3,5 e 7,5 KD, enquanto todas as outras cinco
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proteinas floculativas encontradas, sao de pequenas cadeias basicas com Unico peso
molecular de aproximadamente 6,5KD.

A eficacia do processo de coagulacao-floculacéo esta diretamente relacionada
a estas proteinas presentes nas sementes de M. oleifera Lam, e sua extracdo €
maximizada quando se utilizam solu¢des salinas contendo CaCl2 (0,1 mol/L),
podendo-se obter quantidades seis vezes maiores em relacdo a extracao realizada
somente com agua (FREITA, et al., 2014).

Sua estabilidade somada a sua capacidade floculativa, torna a semente de M.
oleifera Lam promissora no tratamento de aguas de efluentes. Freita et al (2017),
Costa (2015) e Macri et al (2014) citam a semelhanca com polimeros comerciais,

justamente por tais caracteristicas.

3.12 Processo Fermentativo Lignocelulésico

O preparo do meio adequado em funcdo de determinado microrganismo,
conduzido em dornas ou biorreatores, no qual se objetiva obter o produto desejado
denomina-se processo fermentativo, e essas condicbes sdo as mesmas tanto na
producdo de 1G ou 2G. (VENTURA, 2015).

A fermentacao € a etapa na qual ocorre a conversao dos acucares em etanol e
outros compostos indesejados por intermédio de reacdes metabdlicas realizadas por
microrganismos (SOUZA; MONTEIRO, 2011).

Para a produgcéo de etanol de segunda geracdo o processo fermentativo,
encontra obstidculos como a conversdo da biomassa em etanol envolvendo a
despolimerizacéo da celulose e hemiceluloses em seus monémeros constituintes e a

posterior fermentacdo desses acucares (NAKASU, 2015).
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Atualmente para a producao industrial de etanol de primeira geracéo utiliza a
levedura Saccharomyces cerevisiae como principal microrganismo utilizado a partir do
caldo de cana-de-acUcar por sua habilidade de crescimento em altas concentracdes
de acucar, elevada produtividade (VENTURA, 2015).

Embora alguns microrganismos utilizem a xilose como fonte de carbono (LIN,
Y.; TANAKA, S., 2006), a levedura Saccharomyces cerevisiae € incapaz de fermentar
este acucar, um dos principais constituintes da fracdo hemicelulésica dos materiais
ligocelulésicos (NAKAMURA; SAWADA; INOUE, 2001).

Os microrganismos que consomem pentoses com taxas de fermentacao
maiores e com menor tolerancia aos inibidores de fermentacdo quando assimiLAM
xilose em vez de glicose, se faz cada dia mais notavel (LI et al., 2015). Assim, 0
isoLAMento, a identificacao e a caracterizacao de leveduras nativas fermentadoras de
xilose tém recebido grande atencéo nos ultimos anos (CADETE et al., 2009; CADETE
et al., 2013; JEFFRIES et al., 2007; KRAHULEC et al., 2012; NGUYEN et al., 2006;
WOLHBACH et al., 2011).

Um microrganismo que se enquadra nesse processo fermentativo do etanol
lignocelulésico é a levedura P. kudriavzevii, anteriormente conhecida como
Issatchenkia orientalis e Candida krusei, com capacidade de fermentacéo de pentoses
e hexoses (TRALLI, 2019; PAGNOCCA, 2015).

Segundo Isono et al. (2012), esta levedura apresenta melhores processos de
exportacdo de acidos organicos e o pH intracelular, sendo mais eficaz do que a
Sacharomyces cerevisiae.

Tralli (2019), em estudos com esta cepa de levedura identificou sua melhor

condi¢ao no processo fermentativo no licor hemiceluldsico estando estabelecidos em
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37°C em um pH de 3,5, demonstrando uma melhor conducdo do processo no
consumo de acgUcares de pentoses e hexoses.

Existem outras leveduras com capacidade de fermentar pentoses como a
Pichia membranifaciens que tem condi¢bes ideais para fermentacdo de pentoses a
uma temperatura de 32 °C e pH 4,0-4,5. Cabe destacar que cada microrganismo tem
uma faixa de melhor atuacdo e consumo de xilose, permitindo assim uma maior
producdo de etanol, menor producdo de compostos secundarios e altos indices de
viabilidade celular durante a fermentacéo (RIBEIRO, et.al, 2019).

Outra condi¢do importante para que se ocorra 0 processo fermentativo é a
concentracdo de aclcares. E necesséaria uma quantidade ideal de aclcares, e esta
nao pode se exceder, porque assim podera ocorrer o0 estresse das estirpes, e nem tao
pouca para que nao se tenha apenas o0 processo de respiracdo, por isso a
concentragdo destes aclcares tem sempre que ser controlada, para que o0s
microrganismos, consigam desdobra-los, e finalizem o processo fermentativo com o
esgotamento dos mesmos. No material lignocelulésico é constituido de pentoses (5C)
e hexoses (6C), e para que haja o desdobramento destes aclcares é necessario que

0 microrganismo utilizado possua esta capacidade.

3.13 Levedura P. kudriavzevii

A estirpe de levedura P. kudriavzevii, tem se mostrado promissora na
fermentacdo de pentoses e hexoses (PAGNOCCA, 2015). Este fato se da pela sua
adaptacdo ao meio hemiceluldsico e também aos processos de exportagdo de acidos

organicos e o pH intracelular mais eficaz quando comparado a Sacharomyces
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cereviseae, neste meio fermentativo de etanol de segunda geracédo (ISONO et al.
2012).

A P. kudriavzevii € um excelente microrganismo de producdo nao sé para
produtos tradicionais como o etanol, mas também tem sido investigada pela
capacidade de produzir D-xilano em hidrolisados hemicelulésicos. Foi descrita como
um organismo robusto sendo boa fermentadora de xilose, e tolerante a presenca de
compostos inibidores gerados a partir da hidrolise da biomassa lignocelulésica,
apresentando-se com tolerancia multi-stress a pH baixo, altas concentra¢cdes de sais
e temperaturas de até 42°C (ISONO et al., 2012).

Estudos realizados por Tralli (2019), sobre as melhores condicbes
fermentativas de pH, temperatura e concentracao de nutrientes, demonstraram que a
levedura P. kudriavzevii, quando submetida a pH 3,5 e temperatura de 37°C sem
adicao de nutrientes ao meio lignocelulésico, mantém as células viaveis por um maior
periodo de tempo, produzindo concentracbes superiores de etanol e
consequentemente baixos niveis de glicerol e acido acético.

Tralli (2019), ainda descreve que a viabilidade das células nessas condi¢des
fermentativas (pH 3,5 e temperatura de 37°C) s&o superiores a 70% nas primeiras 24
horas do processo. O relato desta autora foi a base para o presente estudo, uma vez
que Harinder et al. (2012), e Oberoi et al. (2012), fermentando a mesma cepa, porém
com valores de pH e temperatura diferenciados (pH 4,0 e temperatura de 34°C),
perceberam uma viabilidade similar apenas nas primeiras 12 horas, com queda apés
este periodo.

Esta estirpe € uma nova cepa que surge para 0 processo fermentativo do

aproveitamento de residuos lignocelulésicos, e sua faixa de temperatura demonstra
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uma condicéo de viabilidade celular toleravel pode ndo ser a mesma conhecida para

uma linhagem Sacharomyces cereviseae (NUTTAPORN et al. 2018).

3.14 Os desafios do Etanol Lignoceluldsico

O Brasil possui duas plantas comerciais de etanol de segunda geracao
(Granbio e Raizen) e uma experimental (Centro de Tecnologia Canavieira - CTC), com
capacidade de producdo nominal de 82, 42 e 3 milhdes de litros, por ano,
respectivamente (UNICA, 2020).

Um dos desafios relatados por estas unidades funcionais foram os problemas
técnicos com as etapas de pré-tratamento e destoxificacdo, além da filtragem com a
lignina (GRANBIO, 2018).

Diversos fatores influenciam a conversdo da biomassa lignocelulésica nos
acucares para fermentacdo. Entre estes fatores, podemos citar a acessibilidade a
celulose, lignina e hemicelulose para a hidrélise enzimatica (BRIENZO et al., 2016), e
o alto custo das tecnologias utilizadas nos processos de conversao (LANGE et al.,
2007).

Caracteristicas do préprio substrato podem aumentar ou diminuir a
acessibilidade, como a cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a heterogeneidade
estrutural, que causa a presenca de estruturas mais recalcitrantes ou até inacessiveis
(CHANDRA et al., 2008).

Uma das maiores barreiras a ser ultrapassada € o limitado acesso a grande
parte da celulose que esta protegida pelo rigido e organizado conjunto de microfibrilas

(ARANTES; SADDLER 2010).
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A presenca de lignina e hemicelulose também interfere na acessibilidade a
celulose, alterando a distribuicdo de poros e a eficacia de pré-tratamentos e
componentes enzimaticos (ESTEGHLALIAN et al., 2001).

Materiais lignoceluldsicos sédo substratos heterogéneos e porosos, tendo area
superficial dividida em externa e interna, cada uma com diferentes afinidades
(CHANDRA et al., 2015).

A superficie interna pode ter acessibilidade medida pelas aberturas superficiais,
fendas internas e espacos vazios criados pela retirada de componentes nao-
celulésicos como hemicelulose e lignina da parede celular. Este efeito € provocado
por pré-tratamentos que se utilizam diversos métodos como explosao a vapor, acido
diluido, alcalino, peroxido etc (STONE et al., 1965).

A remocdo da hemicelulose é considerada um fator mais impactante na
acessibilidade a celulose do que a deslignificacdo do material para alguns autores
(LEU; ZHU, 2013).

As hemiceluloses atuam como uma barreira fisica que dificulta hidrélise
enzimatica pelo fato de estarem alojadas entre e envolvendo as microfibrilas de
celulose nas paredes celulares secundarias (ZHU et al., 2010).

No processo de destoxificacdo ha problemas com os interferentes do processo
fermentativos, formados na quebra do material lignocelulésico, necessitando de
melhorias para um maior rendimento fermentativo.

Espera que vencidas essas barreiras as projecdes, possam ser fundamentadas
para as quais julgou-se mais econdémica e competitiva, a integracdo da producéo de
etanol lignocelulésico com a convencional. As usinas que ja possuem cogeragao e

tiverem interesse em produzir etanol lignocelulésico, deverao avaliar a disponibilidade
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e diversidade de matéria-prima (recolhimento de palhas e pontas e a possibilidade de
cana-energia) (UNICA, 2020).

A producéo de etanol 2G utilizara apenas pequena parcela do bagaco e da
palha produzidos, e devera ser significativa somente no final do periodo, atingindo
cerca de 600 milhdes de litros em 2026. A estimativa dos investimentos em novas
plantas de etanol lignocelulésico considerou os valores das unidades comerciais em
operacédo no Brasil. (RENOVABIO, 2019).

E importante destacar a Plataforma Biofuturo, lancada na COP22, que
representa um novo esforco coletivo para acelerar o desenvolvimento e a implantacao
de biocombustiveis avancados e biomateriais, como alternativas sustentaveis aos
combustiveis fésseis. A iniciativa conta com a participacao de 20 paises relevantes no
cenario mundial e da seguimento aos compromissos estabelecidos nos acordos
internacionais, incluindo o de Paris (BIOFUTURE PLATAFORM, 2017; RENOVABIO,

2019).
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4.0MATERIAL E METODOS

4.1Instalacéo e conducao do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Acucar e do Alcool e
Microbiologia das Fermentacdes, do Departamento de Tecnologia, na Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias/lUNESP, campus de Jaboticabal — SP, em parceria
com o Laboratério de Biotecnologia, na Escola de Engenharia de Lorena — EEL/USP,
campus de Lorena - SP.

O gendtipo de sorgo biomassa utilizado foi o Palo Alto N52K1009. A pesquisa
foi instalada na éarea experimental da FCAV/UNESP de Jaboticabal-SP, no
Departamento de Producéo Vegetal-UNESP na safra 2018/2019.

A cultura foi instalada no sistema de plantio direto, utilizando-se semeadora de
5 linhas, com taxa de 08 a 09 sementes por metro linear e espacamento de 0,45
metros entre linhas, obtendo-se um estande final de 130.000 a 140.000 plantas. ha™.
Foram realizadas adubac6es no plantio e de cobertura. Durante o desenvolvimento
do experimento, o tratamento fitossanitario foi priorizado, objetivando-se garantir a
sanidade da cultura.

A adubacéo do plantio constituiu-se da aplicacdo de 36-126-72 kg.ha-1 de N-
P20s5 K20, utilizando-se 350 kg.ha-1 da formula 8-28-16 mais micronutrientes.

Aos 120 d.a.s realizou-se a colheita manual dos colmos do sorgo biomassa, nesta
ocasiao foram coletados aproximadamente 200 colmos de sorgo integrais (colmos
com folhas).

O gendtipo de cana-energia foi a Vertix 3, cedida pelo grupo Tereos, unidade

Cruz Alta, em Olimpia - SP, em parceria com a Granbio.
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Para o controle das ervas daninhas foi realizado capinas manuais e aplicado
produtos seletivos. A colheita foi realizada aos 12 meses da cultura, totalizando 250

colmos integrais.

4.2 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
parcela subdivididas, em 4 repeticdbes, sendo o tratamento principal o
misturasgradativo de sorgo biomassa e cana-energia (SB:CE), nas proporcfes de
25:75%; 50:50%; 75:25% respectivamente e de 100 (CE)%, 100%(SB), e o tratamento
secundéario a destoxificacdo dos licores pelo método convencional, biofloculante de M.

oleifera Lam e o licor sem destoxificacéo.

4.3 Caracteristica da Biomassa

O sorgo biomassa Palo Alto é um gendétipo de facil adaptacdo por regido
agricola e época de cultivo, aumentando as janelas de producdo quando associado a
cultura de cana-de-acucar.

Este gendtipo possui um ciclo de 120 dias ap0s a semeadura, suas raizes
profundas que chegam a quase 2 metros de profundidade (NEXSTEPPE, 2018).

Ele se caracteriza como uma cultura de crescimento rapido e pouca retengao
de umidade, permitindo indices de 70 a 80 toneladas por hectare de massa verde
produzida (NEXSTEPPE, 2018).

Para a cana-energia 0 seu plantio pode ser em areas com baixa aptidao

agricola, ou seja, com limitagcdes hidricas e de nutrientes, o que permite a exploracao
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de regibes desfavorecidas e o aumento da produtividade por hectare (GRANBIO,
2018).

Sua produtividade pode alcancar de 180 a 200 t/ha nos dois primeiros cortes,
devido a espessura dos seus colmos serem bem mais finos em relacdo a cana
convencional, seu teor de fibras € em torno de 25% (GRANBIO, 2018).

Outro ponto interessante desta variedade é que pragas como brocas tem uma
intensidade de significativamente inferior comparadas a variedades comerciais de

cana-de-acucar comum (GRANBIO, 2018).

4.4 Obtencéo e Caracterizacdo dos Bagacos

Os colmos da cana-energia e do sorgo biomassa foram colhidos manualmente.
Apoés a colheita, procedeu-se a moagem em moenda de laboratério, obtendo-se,
assim o bagaco. Seguido a colheita e a extracdo, o bagaco dos genotipos era
desfibrado em aparelho com facas rotativas, para promover o rompimento dos tecidos

e fibras que compdem a biomassa (Figura 24).

Figura 24 - Colheita, Extracao e Desfibramento do bagaco de Cana-Energia e Sorgo
biomassa

Fonte: Elaboracéo Propria
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A seguir os bagacos passaram pela etapa de secagem, para qual cada material

foi disponibilizado em lonas plasticas abertas, garantindo a composicdo dos

tratamentos (cana-energia e do sorgo biomassas isoladas), foram mantidos em local

aberto em temperatura ambiente, para secagem (Figura 25). Por um periodo de
aproximadamente 60 dias.

Figura 25 - Secagem dos bagacos de cana-energia e sorgo biomassa.

| SECAGEM |

Em seguida foram armazenados em saco plastico com o recipiente fechado,
para futuras aplicacbes no processo de pré-tratamento.

A caracterizagdo dos bagacos foi realizada no departamento de Engenharia
Ambiental - Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas (Campus de Rio Claro). A
metodologia utilizada foi Norma Brasileira de Caracterizacdo Quimica de Bagaco-de-

cana-de-acgucar (ABNT, NBR 16550-2016).
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4.5 Obtencéo dos Licores

O presente estudo foi realizado com biomassas distintas, cana-energia e sorgo
biomassa. Para a conducdo do mesmo utilizou-se o planejamento processo industrial
com a combinacdo das matérias-primas de maneira gradual experimental,

considerando além da avaliacdo das biomassas isoladas e misturadas (Figura 26).

Figura 26 - Condicdo experimental da cana-energia e do sorgo biomassa isolados e
mistrurados para a entrada no biorreator de pré-tratamento. para disponibilizacdo dos

acucares contidos nos bagacos.

e 209209 09
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Fonte: Elaboracéo Propria.

No entanto para se trabalhar com essas biomassas distintas havia a
necessidade de estabelecer qual seria a melhor condicdo de pré-tratamento acido-
diluido no reator de hidrdlise do bagaco.

Para tanto, utilizou-se como referéncia os estudos realizados de melhor
condicao de pré-tratamento em sorgo biomassa realizado por Freita (2017), que
definiu a temperatura de 120°C por 20 minutos a uma concentracao de 0,2%(m/v) de
acido sulfurico e em palha de cana realizado por Rabelo et al (2011) 140°C por 15
minutos a uma concentracao de 0,5%(m/v) de acido sulfurico. Cabe ressaltar que nao

ha na literatura condi¢des estabelecidas para a cana-energia.
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Considerando estas verificacoes, realizou-se os testes de pré-tratamento em
todas as proporcdes definidas neste experimento, ou seja, tanto a condicdo de Freita
(2017) como a condicdo de Rabelo et al (2011) foram aplicadas em todos os
tratamentos estabelecidos neste estudo de maneira isolada e misturada, havendo
assim os seguintes tratamentos:

-Cana-energia 100% (3 Kg de bagaco de Vertix 3);

-Sorgo biomassa 100% (3Kg de bagaco do Palo Alto);

-Cana-energia (50%) + Sorgo biomassa (50%) (1,5 Kg de bagaco da Vertix 3 e
1,5Kg de bagaco do Palo Alto);

-Cana-energia (25%) + Sorgo biomassa (75%) (0,750 Kg de bagaco da Vertix
3 e 2,250Kg de bagaco do Palo Alto);

-Cana-energia (75%) + Sorgo biomassa (25%) (2,250 Kg de bagaco da Vertix
3 e 0,750Kg de bagaco do Palo Alto);

Os bagacos de entrada no reator jaA eram preparados e homogeneizados nas
proporcdes estabelecidas para este experimento, sendo que o peso total de entrada
no equipamento era sempre de 3 Kg.

Apds essa pesagem, adicionava-se o acido sulftrico, e a reacdo de pré-
tratamento dos bagacos era realizada em um reator de aco inoxidavel com capacidade
de 40 L, situado na EEL/USP- Lorena. Ao final da reacdo, a fracdo liquida,
correspondente ao hidrolisado hemicelulésico, foi separada da fracdo solida
(celulignina) por filtracdo. Obtendo-se assim as fracdes de licor de cada teste.

O licor e a condicao de pré-tratamento utilizada foi a que disponibilizou maiores

concentragdes de agucares em ambas as biomassas.
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4.6 Quantificacdo de Acucares e Concentracao Licor Hemiceluldsico

Os hidrolisados foram encaminhados para a quantificacdo das caracteristicas
guimico tecnologicas. Foram quantificados os teores de xilose e glicose totais por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); Acidez total dos licores segundo CTC,
(2009) e Compostos fendlicos segundo Folin; Ciocalteau (1927).

Considerando-se o0s baixos teores de acUcares presentes no hidrolisado
hemiceluldsico obtido, realizou-se a concentracao do hidrolisado que ocorreu em um
rotaevaporador de simples efeito a 60°C com sistema de vacuo a 635mmHg,

objetivando aumentar a concentracdo dos acglcares fermentesciveis no meio.

4.7 Tratamento do Licor — Destoxificagéo

O licor apos procedimento de concentracdo de acucares foi destinado ao
processo de destoxificacdo e ocorreu de 03 formas distintas:

Processo convencional de Destoxificacdo: Inicialmente, os pH dos licores
concentrados foram ajustados para 7,0 pela adi¢éo de Oxido de Célcio (Ca0O), seguido
de reducdo até pH 4,0 utilizando Acido Fosférico (HsPOas). Apds esta etapa, 0
hidrolisado foi submetido a etapa de adsorcdo empregando-se 1% (m/v) de carvao
ativo em incubadora a 50°C durante 30 min. Ao final de cada etapa de alteracdo de
pH o hidrolisado foi centrifugado, recebendo a adicdo de carvao, e posteriormente
filtrado (MARTON, et al. 2006).

Tratamento do Licor com M. oleifera Lam: Fez-se a correcdo do pH para 6,0
pela adicdo de 6xido de célcio (CaO), posteriormente os licores foram aquecidos até

a fervura, e colocados no decantador laboratorial (sistema de luzes), onde adicionou-
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se o extrato de M. oleifera Lam como agente floculante (Freita et al 2017) por 20
minutos sendo filtrado a seguir.

N&o Destoxificacdo dos licores: Para este tratamento ndo se utilizou qualquer

processo de destoxificacdo ou tratamento.

4 .8Levedura

A levedura utilizada foi a P. kudriavzevii LJ3, pertencente ao banco de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia das Fermentagdes, do Departamento
de Tecnologia, localizado na FCAV/UNESP, campus de Jaboticabal-SP.

Este microrganismo foi utilizado devido as suas caracteristicas de capacidade
de desdobrar tanto glicose e como a xilose. Tralli (2019), em resultados preliminares
em vias de publicacdo, definiu que sob condi¢cdes de pH 3,5 a 37°C, a estirpe
apresentou uma maior producdo de etanol com menor geragdo de glicerol e acido
acetico.

Para tanto esta condicdo foi utilizada no presente estudo, baseada nos
resultados de Tralli (2019), que sugerem o alto potencial desta cepa de P. kudriavzevii

na producédo de etanol de segunda geragéo.

4.9Preparo do In6culo

A levedura P. kudriavzevii, estava armazenada em condi¢cdes de congelamento

com meio adicionado de glicerol em freezer a -70°C e 0 uso do nitrogénio liquido.
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Para a ativacdo e crescimento de massa celular a levedura foi inoculada com
uma alca de platina em erlenmeyers com 200 mL de meio YPXD contendo 20 g.L* de
peptona, 10 g.L?, extrato de levedura, 10 g.L* de glicose e 10 g.L™* de xilose.

Os frascos foram incubados por 72 horas a 37°C sob agitacdo orbital (125
RPM). Ao final deste periodo o meio de cultura foi centrifugado, descartando-se a
fracao liquida. A massa celular obtida foi suspendida em salina e armazenada a 4°C,
todos os procedimentos foram repetidos até que se obtivesse quantidade suficiente
para realizar os processos fermentativos com concentracéo celular de 107células.mL?

(Figura 27).

Figura 27 - Ativacéo e Crescimento da levedura P. kudriavzevii

Ao final deste periodo o meio
de cultura fol centrifugado,
descartando-se a fragao liquida

Salina e armazenada a 4°C

4.10 Processo Fermentativo

Apbs a destoxificacdo dos licores e a concentracdo dos acucares até 80 g/L de
xilose, o pH foi ajustado com &cido sulfarico até 3,5 (+0,1) e a temperatura ajustada a

37°C (x0,1), obtendo-se 0 mosto.
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As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 100
mL dos mostos inoculado com células de leveduras na concentragdo de 107 células.
mL-1. Os frascos foram mantidos em agitacdo (125 RPM).

A alimentacdo com mosto foi realizada em duas etapas, adicionando-se 50 mL
de mosto a levedura previamente adaptada a este mosto, completando-se o volume
apos 40 minutos. Os frascos foram mantidos em mesa agitadora (shaker), com
controle da temperatura de 37°C e controle de rotacdo sob agitacdo orbital 125 rpm,
por um periodo de 96 h. Apds inoculacao, foram realizadas contagens de células de
leveduras em Camara de Neubauer em cada tempo de coleta (0, 6, 12, 24, 48, 72 e
96 h) segundo Lee et al. (1981), quantificando-se viabilidade celular das leveduras,

viabilidade de brotos e indice de brotamentos (Figura 28).

Figura 28 - Processo Fermentativo com a quantificacéo da viabilidade celular
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de

por um periodo de 96 h Foram realizadas contagens de

| an-&.uuﬁm

cada tempo de coleta (0, 12, 24,

\
* 50 mL de mosto & ar o 4B, 72 & 90 hovan).
ALIMENTAGAO COM MOSTO levedura [ v
OCORREU EM 2 ETAPAS previamente Ll Quantificando-ss;
adnpuda & esle w tug 2 “m' viabihsaoe celudar;
et 25°C, por & min
t* - (HIMAC CR 21G), viabihsade de brotos;
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Fonte: Elaboragéo Propria.

Ao final da fermentacéo, os vinhos foram centrifugados a 1650g, 25°C, por 5

min utilizando uma centrifuga (HIMAC CR 21G).
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4.11 Analises Microbioldgicas

O processo fermentativo foi finalizado quando apo6s as 96 horas de
fermentacdo. A contagem de células foi efetuada em microscopio Optico comum
através de uma adaptacdo do método de contagem de plaquetas em Camara de
Neubauer ja conhecido e também baseado no método desenvolvido por Lee et al.
(1981) para a contagem e analise de viabilidade em leveduras utilizando camara de
Neubauer.

Os parametros microbioldgicos avaliados da levedura em fermentacao foram
avaliados no inicio e final do processo realizada através de Camara de Neubauer (LEE
et al. 1981). A Camara de Neubauer empegada foi a de modelo 1/400 mm? x 0,100
espelhada e o método de andlise de viabilidade empregado foi o de coloracéo de Azul
de metileno.

Preparou-se tubos de ensaio com 9,9 mL de salina para cada tratamento do
experimento conforme as repeticdes, nos quais as amostras eram inseridas uma a
uma, na quantidade de 0,1 mL, agitava-se o tubo e entdo coletava-se 0,5 mL desta
diluicdo para serem inseridas nos tubos com azul de metileno na proporcéo de 4,5
mL, deixando por 10 minutos para que se ocorra o processo de coloracdo nas células
mortas.

Depois pegava-se uma amostra e colocava na Camara de Neubauer, levando
ao microscopio, a contagem foi efetuada nos 4 quadrilateros maiores localizados nas
laterais da Camara. A contagem foi efetuada no sentido horario, tomando-se o cuidado
de se observar a existéncia de células localizadas na linha que divide os quadrados

menores. O numero total de células era a soma do nimero de células contadas nos 4
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guadrados maiores. Para localizar os 4 quadrados maiores utilizou-se o0 aumento de
10x e para efetuar a contagem utilizou-se o aumento de 40x no microscopio. As
células viaveis da amostra eram as pouco ou nada coradas enquanto que as células

inviaveis eram as coradas de azul intenso. Com esta contagem fez-se a quantificacao:

- viabilidade celular;

- indice de brotamento;

- viabilidade de brotos;

Os dados da viabilidade foram calculados através das seguintes formulas:

a) Viabilidade Celular % = células vivas x 100/células vivas + mortas

b) indice de Brotamentos % = brotos vivos x 100/ células vivas + mortas

c) Viabilidade de Brotos % = brotos vivos x 100/ brotos vivos + mortos

O vinho delevurado foi obtido a partir da separacdo da levedura, por

centrifugacéo a 25009/30°C, durante 5 minutos em centrifuga HIMAC CR 21G.

4.12 Delineamento Experimental (Processo Fermentativo)

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
parcela subsubdivididas em 3 repeticbes, sendo o tratamento principal o
misturasgradativo de sorgo biomassa e cana-energia (SB:CE), nas propor¢cdes de
25:75%; 50:50%; 75:25% respectivamente e de 100 (CE)%, 100%(SB), e o tratamento
secundéario a destoxificacdo dos licores pelo método convencional, biofloculante de M.
oleifera Lam e o licor sem destoxificacdo, e o tratamento terciario os tempos de

fermentacao (0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h).
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4.13 Producéao de Etanol
No vinho delevurado, foi determinado o teor de glicerol, segundo Copersucar

(1988), Teor alcodlico, através de densimetro digital.

4.14 Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F.
de comparacao de médias pelo teste de Tukey usando-se o software Experimentacéo
Agronémica ; AgroEstat: Sistema para Analises Estatisticas de Ensaios Agronémicos

(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo dos Bagacos Cana-Energia e Sorgo biomassa

Para o desenvolvimento deste estudo quantificou-se as biomassas utilizadas
para saber a condicdo que os materiais se encontravam. Essa diferenciacdo é
necessaria para determinar sua composicao.

Como resultado da fotossintese o tecido vegetal esta constituido principalmente
de carboidratos estruturais e ndo estruturais. Os componentes principais da biomassa
incluem a celulose, hemicelulose, lignina, agua, cinzas, entre outros compostos. As
porcentagens podem variar dependendo das espécies (JENKINS, et al., 2018). Nota-
se que as biomassas estudadas ndo apresentaram grande variacdo de composicao

entre si (Tabela 02).

Tabela 02 — Dados médios da composi¢do quimica dos bagacos in natura de Cana-
energia (100%), Sorgo biomassa (100%), Cana-energia (50%) + Sorgo biomassa
(50%), Cana-energia (25%) + Sorgo biomassa (75%) e Cana-energia (75%) + Sorgo

biomassa (25%).

MisturasGendtipos  Extrativos Cinzas Lignina Celulose Hemicelulose Total
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
C E 100% 2,45 5,04 21,33 40,34 31,31 100,47
SB 100% 2,91 3,45 16,79 44,3 32,17 99,62
CE 50% + SB 50% 2,68 4,25 19,06 42,32 31,74 100,05
CE 25% + SB 75% 2,79 3,84 17,92 43,31 31,95 99,81
CE 75% + SB 25% 2,56 4,64 20,19 41,33 31,52 100,24

No entanto, analisando as cinzas percebe-se maiores teores para O0S
tratamentos com cana-energia na faixa de 4,25 a 5,04%, Manya e Arauzo (2008),

encontraram valores proximos ao presente experimento da ordem de 5,02% em cana
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convencional. Diferente de outros autores que estudando bagaco de cana tradicional
encontraram valores da ordem de 2,02% a 2,93% (HASSUANI et al.2005; BIZZO, et
al., 2014; JENKINS, et al., 2018), no entanto essa caracterizacdo pode variar de
acordo com cultura utilizada e tratos culturais.

As cinzas tém em sua composicdo a silica e compostos como o Oxido de
potassio e o cloro, substancias que sdo parametros determinantes na predicdo das
incrustacdes nas caldeiras. Segundo Silva (2014), quanto menor for sua porcentagem
menor o risco de incrustacdes nas caldeiras.

As cinzas do bagaco de sorgo biomassa (Tabela 02) apresentaram
porcentagens da ordem de 3%, estes valores sdo inferiores aos encontrados por
Freita (2017b) e Batista (2016), com 6,73% e 6,50% respectivamente.

Da comparacdo do misturasde genotipos de sorgo biomassa e cana-energia
pode-se constatar que os valores de celulose (Tabela 02) para o sorgo biomassa
foram ligeiramente superiores aos da cana-energia. Freita (2017b), avaliando o
mesmo gendtipo de sorgo obteve valores proximos ao presente de 37,72%, diferente
de Batista (2016) que obteve teores de 22,1%.

A celulose € um polimero formado por longas cadeias de glicose unidas por
ligacado B1-4 sendo um substrato perfeito para processos fermentativos (BANERJEE
et al., 2016; OGEDA; PETRI, 2010).

A hemicelulose difere da celulose, principalmente, por sua constituicio em
diferentes unidades de acucares, formando cadeias moleculares curtas e bastante
ramificadas. Os acucares que formam as estruturas das hemiceluloses incluem
pentoses, hexoses, e alguns &acidos. Os resultados para este constituinte das

biomassas conforme a tabela 01, pouco variou permanecendo todos os tratamentos
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préoximos de 31%. Tal resultado corrobora com Batista (2016), em estudos com sorgo
biomassa, que também obteve teores da ordem de 30%, diferentemente dos
resultados encontrados por Freita (2017b), com teores proximos de 20%.

A estrutura quimica da lignina é bastante complexa e ainda ndo é conhecida
completamente. A proporcdo dos precursores da lignina varia entre as diferentes
espécies de plantas, fato notdrio neste estudo para o qual tem-se teores superiores
em 21,28% para o genotipo de cana-energia comparado ao sorgo biomassa (Tabela
02).

Para a composicdo de extrativos (Tabela 02), observou-se que todos os
tratamentos se mantiveram proximos. Os extrativos sdo compostos intermediarios do
metabolismo do vegetal;, proporcionam reserva energética e protecdo ao vegetal
contra o ataque de microrganismos e insetos, porém, tém efeito inibitério nos

processos de conversao de biomassa (FENGEL; WEGENER, 1989).

5.2 Determinagéo dos acgucares no licor hemicelulésico

A quantificacdo dos acgUcares € de extrema importancia para 0 processo
fermentativo de etanol lignocelulésico, a composicao destes acucares evidencia o
quanto eficiente foi o pré-tratamento das biomassas. Notou-se que as biomassas em
conjunto em maiores quantidades de cana-energia, resultaram nos menores valores
de disponibilizacdo de acucares. Em contrapartida as biomassas com sorgo revelaram
um maior teor de acgucar.

A Tabela 3 apresenta os valores de acucares nos licores obtidos apos as

condicdes de pré-tratamento com acido sulfurico diluido. Observou-se que a
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temperatura e concentracdo de acido mais elevadas nao foi favoravel para as

biomassas isoladas ou ainda misturadas.

Tabela 3 - Resultados da composi¢cao média dos licores obtido apds o pré-tratamento

com &cido diluido em duas condicfes, com relacéo a glicose e xilose.

Condic6es de Pré-Tratamento Hidrélise Acido-Diluido
120°C -20 minutos-0,2% (m/v)

Concentracéao de Glicose Xilose
acucares
g/L
C E 100% 0,55 6,66
SB 100% 1,09 12,78
CE 50% + SB 50% 1,04 9,77
CE 25% + SB 75% 1,03 11,69
CE 75% + SB 25% 0,92 8,05
140°C -15 minutos-0,5% (m/v)
Concentracao de Glicose Xilose
aclcares
g/L
C E 100% ND 5,57
SB 100% 1,07 7,6
CE 50% + SB 50% 0,31 6,21
CE 25% + SB 75% 0,21 8,8
CE 75% + SB 25% 0,10 5,67

*A siga ND refere a resultados néo detectados.

Os resultados de acucares demonstraram que o sorgo biomassa tem uma
maior concentracao de xilose e glicose quando comparado a matéria-prima da cana-
energia. Freita (2017b), obteve valores analisando o genétipo de sorgo biomassa para
xilose de 13,07 g/L e glicose de aproximadamente 0,8 g/L, este resultado corrobora
com o presente estudo. Roviero (2017) analisando bagaco de cana obteve valores
proximos a 10,54 g/L para xilose e para a glicose ndo houve detecc¢éao.

Os valores obtidos revelaram a melhor condigédo de 120°C, no tempo de 20
minutos com a concentracao de 0,2% (m/v), e esta foi a utilizada para o licor em todo

0 experimento.
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5.3 Destoxificacdo do Licor

O processo de destoxificacdo do licor tem como precedente remover compostos
indesejaveis como fendis e acidos, para o processo fermentativo se tornar mais
eficiente. Ao utilizar o biofloculante de sementes de moringa percebe-se reducéo
destes componentes a niveis satisfatorios e comparado ao método convencional por

carvao ativado, percebeu-se uma maior reducao.

Tabela 4 - Valores médios obtidos para Acidez total e Fenol dos licores nos genétipos

cana-energia e sorgo biomassa e as misturas.

Acidez total Compostos

Total Fendlicos
g.Lt H2SO4 Mg.L?
Genaotipos
CE 100% 15,71A 1103,95A
SB 100% 3,94D 971,41D
CE 50% + SB 50% 4,56C 998,05C
CE 25% + SB 75% 5,87C 1091,48B
CE 75% + SB 25% 9,28B 1036,38B
DMS 0,2338 2,6374
CcVv 2,16 0,2011
F 7806,08** 8978,44**
Tratamentos Licores
Sem tratamento 23,57A 1134,90A
Destoxificado Convencional 1,76B 1124,92B
Destoxificado com Moringa 0,34C 860,77C
DMS 0,1501 1,5857
CcVv 2,24 0,1955
F 91438,76** 16687,71**

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey 5%). As letras comparam médias na coluna. **
significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01) * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05). DMS - Desvio Minimo
Significativo. CV - Coeficiente de Variag&o.

A tabela 04 apresenta os valores estatisticos dos gendtipos de cana-energia e

sorgo biomassa e suas misturas, para 0s compostos inibitorios do licor hemicelulosico
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para os quais percebe-se a interacdo dos mesmos aos quais serdo desdobrados e
descritos através dos gréaficos representados nas figuras 29 e 30.

Nota-se que para os compostos fendlicos e acidos totais os maiores resultados
entre 0s gendtipos foi para a cana-energia (Tabela 04) e as misturas que continham
as maiores proporcées do mesmo genotipo.

Para a destoxificacdo os menores teores alcancados foram para os tratados com
0 método de destoxificacdo pela moringa.

Os compostos fendlicos podem ser formados a partir da degradacao parcial de
lignina e afetam as membranas biolégicas de leveduras, prejudicando sua integridade
e, assim, afetando sua capacidade de reproducdo (PALMQVIST; BARBELHAN,
2000).

Para este parametro de qualidade do licor percebeu-se a interacdo entre o
misturasde genaotipos e os tratamentos de destoxificacdo estudados (Figura 24), para
0S quais os maiores teores de compostos fendlicos estdo demonstrados para o
tratamento que né&o se fez a destoxificagao.

Verificou-se também que o tratado com M. oleifera Lam reduziu os teores de
compostos fendlicos em todos as misturas estudadas. O sorgo (100%) com M. oleifera
Lam foi o que apresentou menor valor de compostos fendlicos, com 38,51% de
remocao em relacdo ao licor sem destoxificar. Estudos de Silva-Fernandes et al,
(2017), utilizando biopolimeros na destoxificagdo do licor de bagago de cana

encontraram reducdes da ordem de 40%, valor similar ao presente estudo.
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Figura 29 — Resultado da Interagdo de Compostos Fendlicos para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).
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(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%) o tratamento dos licores (Sem destoxificagdo, Destoxificado
e Tratado com M. oleifera Lam). Letras mindsculas comparam tratamentos dentro de cada gendtipo.

Letras mailsculas comparam Genétipos dentro de cada tratamento.

Kelly et al. (2008), descreveram que concentra¢ées de 1.000 mg.L* de compostos
fendlicos inibiram severamente o crescimento da estirpe C. guilliermondii destinada a
producédo de etanol de segunda geragdo em meio semi-sintético a base de xilose. Com
base nesta informacgéo percebemos que as concentra¢des de compostos fendlicos no
licor destoxificado para o licor de sorgo (100%) e para as misturas CE (50%) + SB (50)
eram 0s Unicos neste tratamento que apresentaram-se com teores menores ao
citados como prejudiciais ao microrganismo, com valores de 900 mg.L™2.

No entanto o tratado com M. oleifera Lam tanto para cana-energia, como para o
sorgo biomassa e as misturas, demonstraram resultados inferiores a 1.000 mg. L.

Cabe ressaltar que o presente estudo utilizou uma linhagem de P. kudriavzevii, no
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entanto ndo ha estudos de compostos fendlicos para o processo fermentativo com
esta levedura.

Embora o fenol esteja solubilizado no licor, no processo fermentativo esta
impureza pode apresentar efeito negativo sobre a microbiota fermentativa, como
importantes inibidores do crescimento/desenvolvimento das leveduras na
fermentacao (PIENKOS; ZHANG, 2015).

A utilizacdo dos acidos no pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos tem-se
mostrado promissora, porém apresenta inconvenientes que séo indesejaveis para a
induUstria, dentre eles temos a formacdo de compostos inibitérios provenientes da
degradacdo dos acUcares, a corrosao dos reatores, além dos problemas em se tratar
os residuos gerados durante o processo (RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004; GAMEZ
et al., 2006).

A determinacéo dos teores de acidez dos licores estudados indicou que houve
a interacao entre as misturas dos genétipos e os tratamentos dos licores utilizados
(Figura 25).

Os tratamentos sem destoxificagdo apresentaram uma maior concentracao em
relacdo ao demais avaliados, esta condi¢cdo ja era esperada uma vez que se realizou
0 pré-tratamento acido nos bagacos para obtencao dos licores.

Contudo observa-se que para a cana-energia (100%), e para as misturas CE
(25%) + SB (75%) e CE (75%) + SB (25%) foram os valores foram da ordem de 25
g.L, estes corroboram os obtidos por Roviero et al. (2015), que obteve teores de

25,03 g.L'* em bagago de cana convencional.
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Figura 30 - Resultado da Interacdo de Acidez Total para as Misturas dos Genotipos
(Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) +
SB (75%), CE (75%) + SB (25%).
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Valores médios observados e resultados da andlise de variancia e teste de Tukey para a na Interacéo
dos Misturasdos Genotipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%) o tratamento dos licores (Sem destoxificacdo, Destoxificado
e Tratado com M. oleifera Lam). Letras mindsculas comparam tratamentos dentro de cada gendtipo.

Letras mailsculas comparam Gendétipos dentro de cada tratamento.

Os tratamentos com destoxificacdo convencional dos licores resultaram em
reducdes proximas para todos os genotipos com seus mix, e estas foram de 85%, este
resultado corrobora com Roveiro et al. (2015), que com a mesma condi¢cdo de
destoxificacao, obteve reducdo de 80%.

A utilizacdo de M. oleifera Lam como adjuvante do tratamento do licor
proporcionou a redugdo de &cidos foi superior a 95% para todos os
misturasestudados. Esta reducdo apresentada é de extrema significancia para a
producdo de etanol de segunda geragdo, uma vez que a presenca de acidos como

constituintes nos licores pode inibir seriamente 0s microrganismos durante a
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fermentacao, provocando e diminuindo o rendimento e produtividade do bioprocesso

e reducédo da formacao de biomassa.

5.4 Processo Fermentativo — Viabilidade Celular

O bom desempenho do processo fermentativo depende da viabilidade das

células e assegurar que as estas estdo viaveis € um dos requisitos importantes, e

constatou-se que a viabilidade do in6culo da levedura P. kudriavzevii LJ03, estava em

de 94,36%.

Tabela 5 - Dados estatisticos das analises de Viabilidade do Processo, Brotamento

das Células e Viabilidade dos Brotos.

% Viabilidade Brotamento Viabilidade dos Brotos
Genobtipos

CE 100% 79,19B 13,78B 72,17B
SB 100% 81,07A 16,24A 76,702
CE 50% + SB 50% 75,93C 14,35B 71,39B
CE 25% + SB 75% 73,64C 12,17C 58,65C
CE 75% + SB 25% 72,73D 7,66D 58,01C
DMS 0,51 0,63 1,57
Ccv 1,18 8,81 4,14

F 928,14** 491,70** 548,48**
Tratamentos Licores

Sem Destoxificacéo 70,66C 6,85C 48,44C
Destoxificagdo Convencional 74,23B 13,80B 67,81B
Destoxificado Moringa 84,64A 17,87A 85,902
DMS 0,23 0,17 0,91
Ccv 0,87 3,93 3,88

F 1371,69** 2712,65** 1249,25**
Tempos

12 Horas 85,97A 15,67A 75,482
24 Horas 79,57B 13,05C 69,54B
48 Horas 78,30C 15,43A 68,54B
72 Horas 72,96D 13,92B 67,46C
96 Horas 65,75E 11,44D 55,54D
DMS 0,34 0,35 1,01
Ccv 0,89 5,56 2,99

F 652,78** 470,22*%* 779,24%*

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey 5%). As letras comparam médias na coluna. **
significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01) * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05). DMS - Desvio Minimo

Significativo. CV - Coeficiente de Variag&o.
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As analises de viabilidade celular, brotamento das células e viabilidade dos
brotos estdo apresentadas na tabela 05, para 0s quais notou-se a interacdo entre
todos os parametros estudados e o desdobramento destas interacfes estédo
representados nas figuras 31 a 39.

A utilizacdo do extrato de semente de moringa resultou em maiores viabilidades
celulares, brotamento e viabilidade dos brotos (tabela 05), conferindo que o processo
de destoxificacdo por este método apresentou melhor condicdo fermentativa para a
levedura P. kudriavzevii. Para os gendtipos estudados a utilizacdo do sorgo biomassa
resultou em maiores indices de células viaveis.

Para os tempos analisados de fermentacéo ocorreu um decréscimo gradativo
ao longo do tempo (Tabela 05), este fato ocorre devido ao esgotamento de acucares
do meio e a falta de condicfes para a levedura.

Freita (2017b), obteve com a mesma levedura uma viabilidade inicial de 89%,
ja Santos (2012) com outra linhagem de Pichia ssp, obteve uma viabilidade de 60%.
Ceccato Antonini (2012), cita a importancia do controle da viabilidade celular, uma vez
que a industria de cana-de-acucar para producdo de alcool combustivel, emprega
fermentacdo continua com reciclo celular, expondo o processo a uma série de
situacdes que facilitam a contaminacao por microrganismos indesejaveis.

Para a viabilidade celular do processo fermentativo (Figura 31) verificou-se a
interacdo das misturas dos genoétipos com o tratamento dos licores, para o qual
obteve-se viabilidades superiores a 80% para os tratamentos em que se utilizou M.
oleifera Lam em todos as misturas estudadas.

Para o licor com destoxificagédo convencional as misturas de CE (50%) + SB

(50%) e CE (25%) + SB (75%), foram os que demonstraram uma viabilidade menor
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em torno de 65%, este resultado é similar ao de Roviero et al. (2015), que obteve com

hidrolisado de cana destoxificado, teores de 69,50%.

Figura 31 — Resultado da Interacdo de Viabilidade Celular para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).

Interacao
Misturas Genétipos x Tratamento Licores
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Valores médios observados e resultados da andlise de varidncia e teste de Tukey para a Viabilidade
Celular do processo fermentativo na Interacdo das Misturas dos Genétipos (Cana-energia (100%),
Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%) com o
tratamento dos licores (Sem destoxificagdo, Destoxificado e Tratado com M. oleifera Lam). Letras
minUsculas comparam tratamentos dentro de cada genétipo. Letras mailsculas comparam Genétipos
dentro de cada tratamento.

Quando se avalia o licor sem destoxificagao verificou que 0s microrganismos
apresentaram inibicdo, das leveduras resultando em viabilidades para todos os
tratamentos proximos de 60%. Este fato esta associado a condi¢do deste licor com

sua maior concentragdo de compostos fendlicos (Figura 29) e acidez total (figura 30).



76

De acordo com Ravaneli et al. (2011) a presenca de biomoléculas inibidoras do
processo fermentativo, tais como acidos e fenois, além de contaminantes pode
provocar a queda na viabilidade das células ao longo dos ciclos fermentativos em
funcado do estresse acumulado pela levedura.

Ceccato-Antoninni et al. (2017), cita que células viaveis sdo primordiais para
uma boa conducdo do processo fermentativo, além do que garantem novos ciclos
fermentativos.

Estudando os tempos de fermentacdo (Figura 32), observou-se que a
viabilidade celular caiu gradativamente para todos as misturas dos genétipos. No
entanto percebeu-se que o tratamento com CE (25%) + SB (75%) e o CE (75%) + SB
(25%) demonstraram as maiores quedas de viabilidade ao final das 96 horas com
34,93% e 29,36% respectivamente.

Os demais tratamentos ao final das 96 horas estavam com viabilidade superior
a 70%, este resultado é préximo ao de Freita (2017b) que obteve apds 24 horas
viabilidade proximas a 75%. Roviero et al. (2015), obteve valores inferiores a este
préoximo a 60%.

Ventura (2015), cita que 0 consumo excessivo da energia de manutencéo pode
levar a perdas em crescimento celular e outras atividades metabdlicas essenciais. Em
situacdo de estresse &cido prolongado, a célula perde a capacidade de manter seu
pH interno e suas atividades fisiologicas, e isto leva a inibicdo do crescimento e

finalmente a morte celular.
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Figura 32 — Resultado da Interacdo de Viabilidade Celular para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).
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Celular do processo fermentativo na Interacdo das Misturas dos Gendétipos (Cana-energia (100%),
Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) SB (75%), CE (75%) + SB (25%) e tempos
de fermentacéo (12, 24, 48, 72 e 96 horas). Letras minUsculas comparam tempos de fermentacao
dentro de cada gendtipo. Letras mailsculas comparam Gendtipos dentro do tempo.

A interacdo entre os tratamentos dos licores e os tempos de fermentacdo
(Figura 33), evidenciaram que o tratamento sem destoxificagdo causou a queda 32%
da viabilidade celular apés as 96 horas, este resultado enfatiza a necessidade da
remocdo de compostos indesejaveis ao processo, e caracteriza como prejudicial a
levedura P. kudriavzevii, a presenca de teores elevados de compostos fendlicos e

acidos no processo fermentativo.
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Figura 33 - Resultado da Interacdo de Viabilidade Celular para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).

Interacdo: Tratamento dos Licores x Tempo de
Fermentacao
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Valores médios observados e resultados da andlise de varidncia e teste de Tukey para a Viabilidade
Celular do processo fermentativo na Interacdo das Misturas dos Gendétipos (Cana-energia (100%),
Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) SB (75%), CE (75%) + SB (25%) e tempos
de fermentacéo (12, 24, 48, 72 e 96 horas). Letras minasculas comparam tempos de fermentacao
dentro de cada gendtipo. Letras mailsculas comparam Gendtipos dentro do tempo.

Observa-se também que o tratamento com M. oleifera Lam apresentou
resultados dentro do sugerido, com células de leveduras viaveis. Os resultados
obtidos indicaram valores de viabilidade de 85% para uma boa condugao fermentativa,
até as 72 horas de fermentacao, terminando as 96 horas com 78% de viabilidade.

Segundo Milessi et al (2013), as fermentagcbes a partir de materiais
lignoceluldsicos como bagaco de cana, requerem tempo estimado de maior conversao

de acucar em até 96 horas.
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Para o brotamento das células (Figura 34) a porcentagem ideal de brotamentos

em um processo fermentativo deve se estabelecer-se no minimo entre 5 a 15%. Os
licores tratados com M. oleifera Lam estavam todos acima de 14%, os destoxificado
convencionalmente também estavam na faixa de 6% a 17%, este fato é importante
uma vez que possibilita o melhor desenvolvimento e manutencéo da fisiologia da

levedura em substrato.

Figura 34 — Resultado da Interacdo do Brotamento para as Misturas dos Genotipos
(Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) +
SB (75%), CE (75%) + SB (25%).
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Valores médios observados e resultados da andlise de variancia e teste de Tukey para a na Interacéo
das Misturas dos Genotipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%),
CE (25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%) o tratamento dos licores (Sem destoxificacéo,
Destoxificado e Tratado com M. oleifera Lam). Letras mindsculas comparam tratamentos dentro de
cada genotipo. Letras mailsculas comparam Genotipos dentro de cada tratamento.

Entretanto os ndo destoxificados ndo alcancaram este indice, exceto para o

sorgo biomassa (100%) e CE (50%) + SB (50%). Roviero et al. (2015), também obteve
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teores de 3,13% de brotamento em licores hidrolisados tratados pelo método
convencional de destoxificacao.

Relatos de FUGITA (2010) asseguram que as leveduras utilizadas em seu
estudo apresentaram um desempenho inferior em mostos preparados a partir de licor
hemiceluldsico, chegando a um o brotamento 4,4%, estes valores médios indicam que
0s compostos contidos no hidrolisado prejudicaram a brotacdo de novas células
durante a fermentacéao.

O maior indice de brotamento (Figura 35) foi determinado quando se avaliou a

cana-energia (100%) nas primeiras 24 e 48 horas do processo.

Figura 35 - Resultado da Interacdo do Brotamento para as Misturas dos Genotipos
(Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) +
SB (75%), CE (75%) + SB (25%).
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na Interacao das Misturas dos Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) +
SB (50%), CE (25%) SB (75%), CE (75%) + SB (25%) e tempos de fermentacéo (12, 24, 48, 72 e 96
horas). Letras mindsculas comparam tempos de fermentacdo dentro de cada gendtipo. Letras
maidsculas comparam Genétipos dentro do tempo.
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Verifica-se que pode ter ocorrido a reducdo da concentracdo dos acucares
gracas ao desenvolvimento das células devido condi¢cdes de baixa concentracdo de
acucares favorecido o processo de respiracdo, e a multiplicacdo de células em taxas
mais elevadas. (WALKER, 2008).

Da anélise do tratamento dos licores com os tempos de fermentacao (Figura
36), verifica-se que as misturas dos tratamentos dos licores com M. oleifera Lam e os
destoxificado convencionalmente, estavam superiores a 10% em todo periodo da
fermentacao.

Para o tratamento em que nado destoxificou o licor, verificou-se que apenas nas
primeiras 12 horas de brotamento o indice foi de 5%, e que as horas subsequentes
foram abaixo deste valor. A ndo destoxificacdo do licor antecedendo ao processo de
fermentacao é negativa e pode provocar reducao de valores abaixo de 5% apos 12
horas de fermentacédo conforme demostra a figura 36.

Amorin (2006), cita a importancia de os brotos serem viaveis para uma melhor
conducéao fermentativa, ocasionando eficiéncia para a industria que ira se utilizar dos
microrganismos em um novo ciclo. A viabilidade dos brotos (Figura 32) apresentou-se
acima de 80% para as misturas tratadas com M. oleifera Lam, para o licor
destoxificado apresentou viabilidade de brotos acima de 70% exceto para as misturas
CE (50%) + SB (50%) e CE (25%) + SB (75%), no entanto este resultado corrobora

com a viabilidade celular (figura 36), com 0 mesmo comportamento.
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Figura 36 - Resultado da Interacdo do Brotamento para as Misturas dos Genotipos

(Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) +
SB (75%), CE (75%) + SB (25%).
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horas). Letras minUsculas comparam tempos de fermentacdo dentro de cada genotipo. Letras
mailsculas comparam Genétipos dentro do tempo.

Figura 37 - Resultado da Interacédo da Viabilidade dos Brotos para os Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).

Interacéo
Genotipos x Tratamento Licores

@ F:558,48 ** CV: 4,14 DMS: 2,4072
3 100 1 gpab Ba Ba Aa Ab Aa
o 80 r=peT - ]
60 1 . Cd}.-
o E 215
° S 4% % , .}s' -]
R th ]
2 0 E : 2 1 -
re) C.E C.E. (50%) C.E.(25%) C.E. (75%)
-‘>E S.B.(50%) S.B.(75%) S.B.(25%)
Kl Sem Destoxificacéo O Destoxificacdo M@  Tratado com Moringa

Valores médios observados e resultados da andlise de variancia e teste de Tukey para a na Interagao
das Misturas dos Gendétipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%),
CE (25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%) o tratamento dos licores (Sem destoxificacao,
Destoxificado e Tratado com M. oleifera Lam). Letras minUsculas comparam tratamentos dentro de
cada genotipo. Letras mailsculas comparam Genotipos dentro de cada tratamento.
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Quando nao se detoxificou o licor os brotos de leveduras foram fortemente
influenciados pelos inibidores contidos no processo, obtendo valores inferiores em
50% aos demais tratados, tornando a sua reutilizagdo em outros ciclos comprometida.
Os tempos de fermentacdo nas misturas dos genotipos (Figura 38) para a
Cana-energia (100%) e o Sorgo biomassa (100%), manteve 0s brotos viaveis acima
de 75% até as 72 horas. Para os demais nas mesmas 72 horas a viabilidade dos
brotos estava proxima de 60%.

Figura 38 - Resultado da Interacdo da Viabilidade dos Brotos para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%)).
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Valores médios observados e resultados da anélise de varidncia e teste de Tukey para o brotamento
na Interacao das Misturas dos Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) +
SB (50%), CE (25%) SB (75%), CE (75%) + SB (25%) e tempos de fermentacéo (12, 24, 48, 72 e 96
horas). Letras minusculas comparam tempos de fermentacdo dentro de cada genotipo. Letras

mailsculas comparam Genétipos dentro do tempo.

O tratamento em que se utilizou CE (25%) + SB (75%), foi o que apresentou

menor viabilidade durante o decorrer de todo tempo fermentativo.
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ApOs as 96 horas e fermentacéo as misturas estavam préximas de 60%, exceto
a cana-energia que apresentou viabilidade dos brotos de 70%.

Para a realizacdo de todo e qualquer processo fermentativo é de extrema
importancia que os brotos de leveduras se encontrem viaveis para obtencdo do
produto de interesse. Por este motivo, € essencial que o fermento a ser utilizado seja
analisado para quantificacdo do numero de células e brotos vivos (RIBEIRO, et al.,
2019). A andlise da figura 39 indica que para o tratamento com o licor de M. oleifera
Lam, até as 48 horas teve viabilidades dos brotos proximas de 90%, terminando as
96 horas com 80%. Revelando-se um tratamento satisfatério para o desempenho da

levedura P. kudriavzevii.

Figura 39 - Resultado da Interacédo da Viabilidade dos Brotos para as Misturas dos
Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE
Interacdo: Tratamento dos Licores x Tempo de
20 h\

(25%) + SB (75%), CE (75%) + SB (25%).
Ab Ab

12 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

Fermentacao
F:779,24 ** CV: 2,99 DMS: 1,7590
100 Aa Aa

Bb
80

5N IR EE
::. I

Bb

Viabilidade dos Brotos (%)

K Sem Destoxificacao O Destoxificacdo @ Tratado com Moringa

Valores médios observados e resultados da andlise de variancia e teste de Tukey para o brotamento
na Interacao das Misturas dos Gendtipos (Cana-energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) +
SB (50%), CE (25%) SB (75%), CE (75%) + SB (25%) e tempos de fermentacao (12, 24, 48, 72 e 96
horas). Letras mindsculas comparam tempos de fermentacdo dentro de cada gendtipo. Letras
mailsculas comparam Genétipos dentro do tempo.
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O tratamento em que se utilizou o licor destoxificado convencionalmente
apresentou resultados com os brotos viaveis até as primeiras 48 horas decaindo ao
longo do tempo de fermentacdo sendo que ao final do processo os valores foram de
54%. Para o tratamento em que nao destoxificou a viabilidade dos brotos foi afetada
desde as primeiras 12 horas, corroborando com os resultados obtidos anteriormente
para a viabilidade celular (Figura 33) e o indice de brotamento (Figura 36) nos tempos
de fermentacéo.
A viabilidade dos brotos foi superior para o tratado com M. oleifera Lam em
62,75% comparado ao ndo destoxificado, e de 40,50% em relacdo ao destoxificado

convencionalmente.

5.5 Producéo de Etanol

A producéo de etanol demonstrou uma condicdo de maior obtencdo deste
produto para os destoxificado com moringa, principalmente quando inserido da
utilizacdo do gendétipo de sorgo biomassa, este fato € comprobatério de que a
utilizacao desta metodologia foi eficiente na producéo de etanol de segunda geragéo.

Os efeitos dos inibidores dos processos fermentativos podem ser observados
durante e apds o processo fermentativo, uma vez que os produtos finais obtidos na
fermentacao estdo diretamente relacionados aos componentes do licor.

A tabela 6 mostra o resultado da estatistica do glicerol e teor alcodlico, notou-

se que para 0s genotipos estudados ndo se observou diferenca significativa.
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Tabela 6 - Dados estatisticos para os componentes de glicerol e teor alcodlico, para
os tratamentos em que se utilizou as matérias-primas isoladas e misturadas e
diferentes métodos de destoxificacao.

Glicerol Teor
Alcodlico
% %
Genotipos
CE 100% 0,29A 1,84B
SB 100% 0,29A 2,092
CE 50% + SB 50% 0,29A 1,79B
CE 25% + SB 75% 0,29A 1,69C
CE 75% + SB 25% 0,31A 1,46C
DMS 0,09 0,11
CcVv 2,56 5,15
F 1,34ns 103,65**
Tratamentos Licores

Sem tratamento 0,35A 0,25C
Destoxificado Convencional 0,27B 1,96B
Destoxificado com Moringa 0,26C 3,962
DMS 0,1501 0,07
CcVv 2,46 5,54
F 997,89** 166,38**

Durante a ocorréncia das reacdes relacionadas ao processo fermentativo sédo
formados diversos subprodutos, tais como glicerol, acidos, alcoois superiores, acidos
graxos, ésteres, dentre outros, sendo o glicerol produzido em maior quantidade. Sua
producdo é proporcional a de producdo do etanol relacionando-se ao emprego de
cofatores importantes para o equilibrio das rea¢des. A formacao do glicerol depende
do tipo de levedura utilizada, da pressdo osmotica do meio de cultura, da formacao de
acidos organicos (succinico e acético) e do crescimento da levedura (LEHNINGER et
al., 2015, MUTTON et al, 2019).

No processo fermentativo estudando as diferentes misturas dos genotipos
contemplados na presente pesquisa (tabela 06) observou-se que os maiores teores

de glicerol foram para a Cana-energia (100%), apesar de nao diferiram entre si.
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Mutton et al (2019), avaliando diversas condi¢cdes de operagdes de processos
fermentativos a partir da producdo de etanol de primeira geracdo, relataram que
qguanto maior a concentracdo de inibidores do processo, maior foi a producdo de
glicerol. Estes autores informam que o glicerol pode corresponder a 0,3% a 0,5%, do
vinho obtido indicando que os resultados do presente estudo se encontram dentro
desta faixa.
Considerando-se os processos de destoxificacao (Figura 40) observa-se que o
tratado com M. oleifera Lam foi o que obteve o menor teor de glicerol, sendo 25%

menor do que o sem destoxificacao.

Figura 40 Valores médios observados e resultados da analise de variancia e teste de
Tukey para o Glicerol do processo fermentativo dos Tratamento dos licores (sem
destoxificacdo, destoxificado e tratado com M. oleifera LAM).

Glicerol - Destoxificagao Licores

0.4 Dms: 0,1501 CV:2,56 F: 997,89 **

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0 L

a

Glicerol (%)

Tratado com
Moringa

Sem

Destoxificacao Destoxificacdo

O teor alcodlico determinado para os tratamentos estudados e tratamento dos
licores na destoxificagéo (Figura 41) foi maior para a Cana-energia (100%) e para o

Sorgo biomassa (100%) no tratado com M. oleifera Lam. Para tratamento com
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destoxificacdo do licor verificou-se valores similares para todos os tratamentos

préximos a 2%.

Figura 41 - Valores médios observados e resultados da analise de variancia e teste
de Tukey para O teor alcodlico na Interacdo das Misturas dos Genotipos (Cana-
energia (100%), Sorgo biomassa (100%), CE (50%) + SB (50%), CE (25%) + SB
(75%), CE (75%) + SB (25%) com o tratamento dos licores (Sem destoxificacéo,

Destoxificado e Tratado com M. oleifera LAM).
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O licor ndo destoxificado possibilitou obter resultados minimos de teor alcodlico,
confirmando que a néo utilizacdo de qualquer forma de tratamento influencia
diretamente na producao de etanol.

O tratamento realizado ao qual se empregou M. oleifera Lam com as misturas
de sorgo biomassa, em relagdo ao tratamento de destoxificagdo convencional e o
tratamento que ndo se detoxificou, apresentou valores de teor alcodlico superior em

94,79% e 63,34%, respectivamente.
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A utilizacdo da cana-energia e o tratamento com M. oleifera Lam no teor
alcoolico resultou 84,67% superior em relacdo ao nao destoxificado e 42% ao
destoxificado.

O desempenho fermentativo para o etanol de segunda geracdo ao longo das
horas, que segundo dados da CNPEM (2015), o processo pode chegar a 96 horas
para conversao total de C5 em etanol (%), visa ocasionar uma melhor eficiéncia
fermentativa. Todo e qualquer processo industrial tem como objetivo a eficiéncia de
processos, desta forma ha melhor aproveitamento de todos os recursos utilizados até

a obtencao do produto final.

5.6 Nutrientes

Na producéo de etanol a disponibilidade de nutrientes € de extrema relevancia.
Ha inumeras informacdes sobre exigéncias de macro e micronutrientes do mosto a
ser fermentado por leveduras, no procedimento de primeira geracdo. Porém, estas
investigacdes para o etanol de segunda geracao sao escassas.

No presente estudo avaliou-se os teores de nutrientes nos bagacos de sorgo e
cana-energia in natura e no licor proveniente do pré-tratamento.

Na Tabela 07, quantificou-se o teor de nitrogénio no gendtipo do sorgo
biomassa, no bagaco in natura e no licor, observando-se que ap0s a etapa de pré-
tratamento tem-se uma reducdo de aproximadamente 81% do teor deste nutriente.
Acredita-se que este resultado é decorrente da acédo do acido adicionado na fase de
pré-tratamento, que ao abrir as células da biomassa acaba gerando esta perda
nutricional. Freita (2017b), estudando gendtipos de sorgo avaliou, nas mesmas
condicbes de pré-tratamento, reducdes similares ao presente estudo, na ordem de

80%.
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Tabela 07 - Quantificacdo dos teores de nutrientes nas matérias-primas sorgo

biomassa e cana-energia,

hemicelulésico.

nas condicdes de bagaco

in natura e no

Concentracao de Nutrientes

120°C -20 minutos-0,2% (m/v)

Sorgo biomassa

Bagaco in Natura

Licor Hemicelulésico

9/Kg
Nitrogénio 4.4 0,8
Manganés 73,3 0,1
Fosforo 3,1 2,3
Magnésio 0,9 0,5
Célcio 2,0 0,8
Zinco 16,0 ND

Cana-energia

Bagaco in Natura

Licor Hemicelulésico

9/Kg
Nitrogénio 3,1 0,4
Manganés 28,7 ND
Fésforo 0,5 ND
Magnésio 0,6 0,4
Célcio 1,8 0,4
Zinco 0,9 ND

licor

No entanto apesar de ocorrer este decréscimo, percebeu-se que na analise da

viabilidade celular a levedura manteve-se proxima a 80% quando se realizou o

tratamento do licor (Figura 26).

O nitrogénio é um elemento essencial ndo apenas para o0 crescimento como

para uma fermentacédo adequada. Em quantidade insuficiente pode aumentar o tempo

de fermentacao e reduzir o rendimento, se for acima da quantidade ideal, a levedura

irA se multiplicar, desviando o acgucar para a producdo de biomassa (STUPIELLO;

HORII, 1981).

Ao analisar o teor de manganés ocorreu a reducdo quase total deste nutriente

(Tabela 07) ap6s a etapa de pré-tratamento, sendo demonstrado no licor a ser
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fermentado. N&o ha relatos na literatura para este nutriente no genoétipo de sorgo
biomassa, submetido a producéo de etanol de segunda geracéo.

Quando se realiza a producéo de etanol de primeira geracao os relatos para o
nutriente fésforo, é que este requer aproximadamente 300ppm (0,3g/Kg) para atingir
sua funcdo em todo o processo metabalico, principalmente na sintese, translocacéo e
acumulo de acucares. Deve-se considerar ainda que teores de fosforo sdo essenciais
para o bom desenvolvimento dos processos industriais tais como a clarificacdo dos
caldos. Percebe-se que apesar da reducdo de 25,80% deste elemento nutricional
(Tabela 07), no licor celulésico, ainda estava dentro do necessario.

O Magnésio desempenha um papel importante para o metabolismo das
leveduras atuando como co-fator de diversas reacdes metabdlicas, tais como a
producdo de citrato na via glicolitica e a exportacdo de acetato para o exterior da
célula. O teor ideal para o bom desenvolvimento do processo € de 0,2 g/kg (AMORIM
et al. 1985; ANDRIETTA et al. 2004). Os Resultados obtidos para o0 magnésio (Tabela
07), para o sorgo biomassa estavam dentro desta faixa, mesmo apds o pré-tratamento
do bagaco.

Na tabela 07, percebe-se o mesmo comportamento dos nutrientes avaliados
anteriormente com reducdo em relacdo a biomassa in natura, esta diminuicéo foi de
aproximadamente 60%.

Ao avaliar o nutriente zinco (Tabela 07), notou-se que este foi eliminado no licor
pré-tratado. Freita (2017b), avaliando outros genotipos de sorgo obteve reducgdes de
85%.

Para desenvolvimento do processo fermentativo deve-se conter substancias

gue atendam as suas necessidades nutricionais, fornecendo-lhes: C, H, N, O, P, K, S,
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Mg, Fe, Zn, vitaminas e outros. Assim, as presencas destes nutrientes em quantidades
adequadas e balanceadas interferem no desempenho e viabilidade das leveduras, e
resultam em excelente rendimento fermentativo. Como no caso do zinco houve a
reducdo por completo ressalta-se neste estudo que se realize a suplementacédo do
mesmo, para melhorar a eficiéncia fermentativa.

Analisando o gendétipo de cana-energia para todos os nutrientes estudados
(Tabela 07), percebeu-se reducdo. Também se nota que 0s teores nutricionais
encontrados no material in natura, sdo menores em relacdo ao genoétipo de sorgo
biomassa. Fato este que pode ter sido determinante para a reducao intensa ou por

completa dos elementos no licor pré-tratado.
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6.0 CONCLUSOES

A utilizacdo da nova metodologia de destoxificacdo do licor
hemicelulésico pelo emprego do biofloculante de semente de M. oleifera Lam
comparado ao método convencional (carvao ativado) apresentou maior eficiéncia para
remocao de compostos fendlicos e acidos totais.

O processo fermentativo utilizando a estirpe de levedura P. kudriavzevii LJ3
com a destoxificacdo do licor através do método do biofloculante de moringa manteve
a viabilidade celular, brotamento e viabilidade dos brotos, com porcentagens
satisfatorias para uma melhor obtencdo de etanol de segunda geracédo, permitindo o
reaproveitamento das células para outros ciclos fermentativos.

Para os tratamentos estudados de gendtipos, o sorgo biomassa isolado e a
cana-energia responderam positivamente para o tratamento com M. oleifera Lam,

resultando em maiores teores alcoodlicos.
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