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RESUMO

Na busca por fontes de energia renovdveis e alternativas que reduzam a emissao de gases
nocivos ao meio ambiente, diminuindo assim o uso de combustiveis fosseis em face da
conscientizacdo global, os biocombustiveis sdao uma fonte alternativa de energia, sendo
principal destaque o etanol de 1* e 2* geracdo. Objetivou-se neste trabalho avaliar o
potencial de diferentes cultivares de sorgo doce (Sorghum bicolor (L.) Moench.) para
producdo de etanol de 1* geragdo a partir da fermentacdo do caldo dos colmos e etanol de
2% geracdo a partir do substrato (bagaco). Para obtencdo dos aguicares fermentesciveis a
partir do bagaco, utilizou-se pré-tratamento dcido seguido de bésico com auxilio de uma
matriz de planejamento experimental 23+3 pontos centrais para avaliar os efeitos das
varidveis de entrada, tempo, temperatura e concentracoes de 4cido e base, verificando a
solubilizacdo da hemicelulose e lignina. Para avaliar a hidrélise enzimatica verificou-se,
por meio da aplicagdo de uma matriz de planejamento experimental 22+3 pontos centrais,
o efeito da carga enzimdtica e a razdo massa seca de bagaco de sorgo e extrato
enzimatico. Foram usadas as enzimas comerciais Celluclast 1.5L. da Novozyme e beta-
glicosidase da Prozyn na hidrélise enzimatica para obtencdo de acucares fermentesciveis.
A pesquisa foi desenvolvida no laboratorio de engenharia bioquimica — LEB, na
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, no estado da Pardiba e no Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA, ambas localizadas na regido do nordeste Brasileiro, a
colheita das progens foi realizada na Estacio Experimental do IPA no municipio de
Vitéria de Santo Antdo, localizado na Zona da Mata de Pernambuco (lat: 35° 22' W, long:
08° 08" S, altitude: 146 m) no periodo de marco/2013 a setembro/2017. Os resultados
referentes aos dados agronOmicos apresentaram diferencas significativas para um
intervalo de confianca de 95% pelo teste Tukey. Dentre as sete cultivares pesquisadas as
que obtiveram maiores teores de s6lidos soluveis totais em campo foram entre BRS506,
IPA2502, IPA EP17, IPA P222, IPA P134, IPA P228 e IPA SF15 com valores entre
12,3+0,08; 5,1+0,10; 16,8+0,40; 14,8+0,11; 7,1+0,10; 9,2+0,10 e 13,6+0,27 °Brix,
respectivamente. Os resultados referentes a fracdo sacarina (caldo do sorgo sacarino)
foram analisados usando o teste de Tukey para um intervalo de confianga de 95%. Nos
dados encontrados para concentracio de etanol de 1* geracdo, obtidos na fermentacdo dos
caldos das cultivares que se destacaram foram IPA SF15, BRS506, IPA EP17, IPA P222
e IPA P134 com valores entre 55,72 + 0,24; 45,46 + 1,5; 44,6 + 0,18; 33,78 + 0,57 ¢
31,78 + 0,28 g.L"! respectivamente. As fragdes (bagaco) para avaliacdo na producdo de
etanol de 2* geracdo, as cultivares [IPA EP17 e BRS506, apds pré-tratamento 4cido
seguido de bdsico, mostraram-se eficientes em concentrar a celulose, pela solubilizacao
da hemicelulose e lignina, acarretando um aumento da celulose de 31,70 + 0,49 para
60,42 + 0,91% na variedade IPA-EP17 e para variedade BRS506 de 40,6 £+ 1,1 para 64,52
+ 0,82% respectivamente. Os resultados encontrados no processo de hidrélise enzimética
dos bagacos das variedades IPA EP17 para producdo de glicose foi de 26,23 g L'!, nas
condicdes de carga enzimadtica e razdo (relacdo massa seca de bagaco) por volume de
meio reacional (25 FPU/g e 2%) no tempo de 36 h de hidrdlise e rotagdo constante de 150
RPM, e para BRS506 a producdo de glicose foi de 25,17 g L', nas condi¢des de carga
enzimatica e razdo (relacdo massa seca de bagago) por volume de meio reacional (25
FPU/g e 2%) no tempo de 36 h de hidrdlise.

Palavras-chave: fermentacdo, pré-tratamento, hidrélise enzimatica, biocombustiveis.



ABSTRACT

In the search for renewable energy sources and alternatives that reduce the emission of
harmful gases to the environment, thus reducing the use of fossil fuels in the face of
global awareness, biofuels present as an alternative, the main highlight being ethanol.
The objective of this work was to evaluate the potential of different cultivars of sweet
sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench.) For the production of ethanol of 1st
generation from the fermentation of the broth the 2st generation ethanol from the
substrate (bagasse). To obtain the fermentable sugars from the bagasse, acid
pretreatment followed by base with the aid of experimental planning 23 + 3 central
points was applied to evaluate the effects of the variables of entry, time, temperature
and acid and base concentrations, verifying the solubilization of hemicellulose and
lignin. In order to evaluate the enzymatic hydrolysis, the effect of the enzymatic loading
and the dry mass ratio of sorghum bagasse and enzyme extract wereverified using
experimental planning design 22 + 3 central points. The commercial enzymes Celluclast
1.5L from Novozyme and beta-glucosidase from Prozyn wereused in the enzymatic
hydrolysis to obtain fermentable sugars. The research was carried out at the
biochemical-engineering laboratory - LEB, at the Federal University of Campina
Grande - UFCQG, in the state of Pardiba and at the Agronomic Institute of Pernambuco -
IPA, both located in the northeast region of Brazil. The progenies were collected at the
IPA Experimental Station in the city of Vitdria de Santo Antdo, located in the Zona da
Mata of Pernambuco (lat: 35 © 22 'W, long: 08 ° 08' S, altitude: 146 m) from March /
2013 to September / 2017. The results concerning agronomic data presented significant
differences for a 95% confidence interval by the Tukey test. Among the seven cultivars
studied, the highest soluble solids in the field were BRS506, IPA2502, IPA EP17, IPA
P222, IPA P134, IPA P228 and IPA SF15 with values between 12,3 + 0,08; 5,1 +0,10;
16,8 + 0,40; 14,8 + 0,11; 7,1 + 0,10; 9,2 + 0,10 and 13,6 + 0,27 °Brix, respectively.
Results for saccharin fraction (sorghum broth) were analyzed using the Tukey's test for
a 95% confidence interval. In the data obtained for the concentration of ethanol of 1st
generation, obtained in the fermentation of the broths of the cultivars that stood out
were IPA SF15, BRS506, IPA EP17, IPA P222 and IPA P134 with values between
55,72 £0,24; 45,46 + 1,5; 44,6 = 0,18; 33,78 + 0,57 and 31,78 + 0,28 g.L‘1 respectively.
The fractions (bagasse) for evaluation in the production of second generation ethanol,
IPA EP17 and BRS506, after acid pretreatment followed by basic, were efficient in
concentrating the cellulose by the solubilization of hemicellulose and lignin, resulting in
an increase of cellulose from 31,70 + 0,49 to 60,42 + 0,91% in the variety IPA-EP17
and for the BRS506 variety from 40,6 + 1,1 to 64,52 + 0,82% respectively. The results
obtained in the enzymatic hydrolysis process for the IPA EP17 variety in the glucose
production were 26,23 g LI, for enzyme loading conditions and ratio (bagasse dry mass
ratio) per reaction medium volume (25 FPU / and 2%) in the time of 36 hours of
hydrolysis and constant rotation of 150 RPM, for BRS506 variety the glucose
production was 25,17 g.L"!, for the conditions of enzymatic loading and ratio (bagasse
dry mass ratio) by volume of reaction medium (25 FPU / g and 2%) in the time of 36
hours of hydrolysis.

Keywords: fermentation, pretreatment, enzymatic hydrolysis, biofuels.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo crescente de combustiveis fésseis, iniciada hd décadas, tem gerado,
juntamente com as queimadas e desmatamentos, o acimulo na atmosfera de gases
poluentes, particularmente de CO», responsavel pelo efeito estufa e consequentes
alteracdes climéticas. Esse quadro exige modificacdes conscientes, embasadas no
protocolo de Kyoto de forma a diminuir a emissdo destes gases, utilizando como
alternativa energia renovdvel (PEREIRA Jr. et al., 2008). Nesse contexto a Unido
Europeia firmou acordo em Paris, marcando uma mudanga histdérica que prevé orientar
o mundo no processo de transi¢do global para energia limpa, em que havera estimulos
aos investimentos e inovacdes no uso das energias renovaveis, com projecdes para uma
redugdo em 40% da emissdo de gases nocivos ao meio ambiente até 2030 (COR, 2015).

Os paises mais industrializados que compdem o G7, Alemanha, Franga, Reino
Unido, Italia, EUA, Canad4 e Japdo, destacaram o compromisso de reduzir ate nivel de
0% no consumo de combustiveis fosseis até 2100. Assim o acordo histdrico assinado
prevé uma reducdo gradativa de emissdes de gases do efeito estufa de 40 a 70% até o ano
de 2050, e o comprometimento em acelerar incentivos em energias renovaveis (UDOP,
2016).

No Brasil, o sindnimo de combustivel renovavel, que polui menos em comparac¢ao
com os derivados de petréleo, € o etanol que ocupa lugar de destaque no cendrio
energético nacional (JANK, 2009). Uma perspectiva realista prever que nos proximos 15
a 20 anos, mais de 10% de toda a gasolina utilizada no mundo possa ser substituida por
biocombustiveis e esta demanda de energia estd projetada para crescer mais de 50% até
2028, decorrente do crescimento de paises em rapido desenvolvimento, levando assim a
necessidade de um aumento significativo da producdo de etanol (ALPER e
STEPAHNOPOULOS, 2009; GOLDEMBERG, 2008).

A cultura da cana-de-agtcar (Saccharum officinarum (L.) destaca-se no cendrio
nacional, com producdo estimada para a safra 2017/18, em 647,6 milhdes de toneladas e
area plantada de aproximadamente 8,84 milhdes de hectares, com estimativa para
fabricacdo de etanol em 26,45 bilhdes de litros (CONAB, 2017). Em virtude da grande
demanda atual por etanol e a cana-de-aguicar ter limitagdes principalmente em dreas de
precipitacao reduzida, o cultivo de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), surge
como uma alternativa para a geracdo de biomassa e produgdo de etanol (ZEGADA-

LIZARAZU e MONTI, 2012), sendo também utilizadas nas regides canavieiras
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suplementando a cana-de-actcar, principalmente no periodo de entressafra, dando
continuidade as atividades nas destilarias. Além destes aspectos é importante salientar a
possibilidade do uso da irrigacdo em regides precdrias de produgdo, para isso €
importante salientar que a eficiéncia do uso de agua, equivale a 1/3 da quantidade
utilizada pela cana-de-actcar e 1/2 do milho (REDDY, 2005).

O sorgo sacarino se assemelha a cana-de-agicar, uma vez que o armazenamento
de agucares se localiza nos colmos, além de fornecer grande quantidade de massa verde
(bagago e palha). Entretanto, ele difere de maneira acentuada pelo fato de ser cultivado a
partir de sementes e apresentar um ciclo vegetativo bem mais curto, entre 90 a 130 dias
(HAN et al., 2013), ganha destaque no cendrio nacional brasileiro, principalmente nas
dreas da zona da mata nordestina onde a cana-de-agicar ja ndo apresenta produtividade
satisfatoria tendo em vista aos indices pluviométricos irregulares, e no semidrido -
mesorregioes do sertdo e do agreste (TABOSA et al., 2002).

Além das diferentes matérias-primas pesquisadas com actcar diretamente
fermentesciveis, os materiais lignocelulésicos também vém sendo estudados como fonte
de actucares fermentdveis para a producao de etanol, devido a sua grande disponibilidade
e baixo custo, e para a construcio de biorrefinarias integradas, um conceito andlogo ao
das refinarias de petréleo (BASTOS, 2009; MARTIN et al., 2007). O Brasil é conhecido
por seu grande potencial de producdo de recursos renovaveis tais como, residuos
agricolas (como o bagaco de cana-de-actcar, a palha de arroz, a palha de trigo, a casca de
aveia e casca de frutas entre outros), residuos florestais (como aparas de madeira, po e
restos de serraria), e culturas como o salgueiro e capim-elefante (GALBE e ZACCHI,
2010). As condi¢des tecnoldgicas dos aguicares contidos nas fragdes celuldsicas (glicose)
e hemicelulésica (manose, arabinose, xilose, glicose e galactose) representam os
substratos que podem ser utilizados para a producdo biotecnologica de etanol. No
entanto, a associacdo entre as trés fragdes principais (celulose, hemicelulose e lignina) é
tamanha que apresenta obstidculos para a recuperacdo dos aguicares constituintes na forma
de monodmeros com elevado grau de pureza (SUN e CHENG, 2002). Dessa forma, faz-se
necessario um tratamento prévio para a remocgado destes componentes, facilitando o acesso
das enzimas a celulose (SANTOS et al., 2012). Segundo Rossell (2006) para producdo do
alcool utilizando como matéria-prima a biomassa lignocelulésica, o emprego de trés
etapas de processamentos é necessdrio: Pré-tratamento para separar celulose e lignina;
hidrélise acida ou enzimética, para transformacdo de celulose em glicose e fermentagdo

alcodlica por leveduras.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Avaliagdo dos colmos (caldo e bagaco) de diferentes cultivares do Sorgo

sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench) quanto ao potencial na produgdo de etanol de

1* e 2% geracgdo.

1.2.2  Objetivos especificos

Comportamento agrondmico (avaliagdo de campo)
e Avaliar o comportamento no campo das sete cultivares de sorgo sacarino
relacionadas a: producdo de matéria seca total (PMS), producdo de colmo (PCL);
sOlidos soldveis totais na colheita (°Brix), eficiéncia de extracdo de caldo (EEC) e
etanol tedrico (ET).

Caldo do sorgo sacarino (etanol de 1* geragdo)

e Caracterizar fisico-quimicamente os caldos dos colmos das variedades de sorgo

sacarino, in natura e pré-tratado quanto 4 SST, pH e ART.
e Fermentar em batelada simples os caldos dos colmos das diferentes cultivares de
sorgo sacarino para producdo de etanol de 1* geracdo utilizando levedura

Saccaromyces cereviseae.

e Determinar os parametros cinéticos da fermentacdo, produtividade total em

etanol e eficiéncia do processo fermentativo.
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Biomassa do sorgo sacarino (etanol de 2° geracdo)

Determinar por meio da caracterizacdo fisico-quimica o percentual de umidade,
cinzas, extrativos, celulose, hemicelulose e lignina dos bagagos dos colmos do

sorgo sacarino in natura e pré-tratado acido e 4cido seguido de bdsico;
Realizar os pré-tratamentos 4cido seguido de bdésico, aplicando diferentes
concentracoes de dcido sulftirico e hidréxido de sédio para solubilizar a

hemicelulose e lignina, utilizando de planejamentos experimentais;

Determinar a cristalinidade dos bagagos de sorgo sacarino in natura e pré-

tratado 4cido seguido de bdsico através de DRX.

Avaliar o comportamento térmico dos bagacos de sorgo sacarino (TG e DTG).

Hidrolisar enzimaticamente os bagacos dos colmos das variedades de sorgo

sacarino que apresentarem melhores resultados apds pré-tratamentos e

apresentem em seus licores resultados estatisticamente satisfatorios para glicose.
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Capitulo II

REVISAO DE LITERATURA



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pré-alcool

O Pré-dlcool criado na década de 70, com a finalidade de obter o &lcool
combustivel a partir da fermentacdo da sacarose da cana-de-aciicar (LORA e
ANDRADE, 2009), surgiu com a crise do petréleo, e foram implantadas diversas
destilarias de etanol em todo o Brasil, visando a substitui¢do pelo uso alternativo deste
biocombustivel ao petréleo e seus derivados (SCANDIFFIO, 2005).

No programa Brasileiro do Alcool (Pré-dlcool), destacam-se quatro fases distintas:

A primeira fase (1975 a 1979) foi caracterizada pelo esforco em aumentar a
producdo de édlcool anidro, usando o melago, subproduto da produgdo de actcar, a fim
de ser utilizado como aditivo na quantidade de 1,1% a gasolina (COSTA et al., 2010).

A segunda fase (1980 a 1986) foi caracterizada pela segunda crise do petréleo. A
producdo de etanol chegou, ao final do periodo, a 12 bilhdes de litros, 15% maior do
que a meta estabelecida pelo governo. Fazendo com que nesta faze a proporcdo de
veiculos a dlcool aumentasse de 0,46% em 1979 para 76,1% em 1986 (COSTA et al.,
2010).

Denominada como “contra choque do petréleo” a terceira fase (1986 a 1995), se
apresenta pelo baixo preco do barril de petréleo, comprometendo os programas de
substituicdo de hidrocarbonetos fésseis e de uso eficiente da energia em todo o mundo.
Os efeitos foram sentidos na politica energética brasileira a partir de 1988, coincidindo
com um periodo de escassez de recursos publicos para subsidiar os programas de
estimulo aos energéticos alternativos, com isso trouxe a crise de abastecimento de
alcool no fim dos anos 1980 afetando a credibilidade do pr6-alcool, e juntamente com a
reducdo de estimulos ao seu uso, provocou, nos anos seguintes, um significativo
decréscimo da demanda nas vendas de automdveis movidos por esse combustivel
(ZANCANER, 2008).

A conscientizagdo mundial ao Protocolo de Kyoto que estimula a reducdo da
emissdo de gases nocivos na atmosfera com o uso de biocombustiveis em detrimento
aos combustiveis fosseis e com o surgimento dos veiculos bicombustiveis (flex fuel),

caracteriza a quarta fase do pré-alcool (MICHELLON et al., 2008).
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2.2. Producao de etanol

Os sistemas de producdo na atualidade convivem com um questionamento
crescente de paradigmas estabelecidos pela economia e dentro de um contexto de
desenvolvimento ligados a sustentabilidade onde os setores primdrios e secunddrios tem
o desafio de implementar em seus sistemas o desenvolvimento de seus produtos
biodegraddveis, oriundos de fontes renovdveis, com baixos custos e reducdo de energia
(BARCELOS, 2012; PACHECO, 2012).

Desta forma, o mundo se prepara para mudancas quanto ao consumo e
dependéncia do petrdleo por motivos econdmicos, geopoliticos e ambientais,
tendenciado a redugdo gradativa destes por energia renovavel até sua completa
substitui¢do (OLIVEIRA e VASCONCELOS, 2011).

A producio mundial de etanol € proveniente basicamente de fontes com
acucares diretamente fermentesciveis como amildceas e sacarinas, sendo o milho
responsdvel por mais de 58 milhdes de metros cibicos de etanol nos Estados Unidos,
enquanto no Brasil a cana-de-acicar representa 27 milhdes de metros cubicos,
totalizando a soma na produc¢do nesses dois paises em 83,5% de toda producdo mundial
de etanol em 2013 (RFA, 2010). No entanto, quando comparado ao consumo de
gasolina nos Estados Unidos no ano de 2010, toda essa producao de etanol corresponde
a apenas 10% (USDA, 2014).

O que confere competitividade ao etanol brasileiro em nivel mundial sdo os
custos de producdo e a ndo concorréncia direta entre matéria prima para producio de
alimento e producdo de bioenergia. Quando comparados os custos ao etanol norte-
americano, que usa o milho como matéria prima, o etanol brasileiro fica entre 30 e 50%
inferior, e quando comparado com o etanol europeu que usa a beterraba sacarina, o
valor na produc¢do nacional de etanol chega a ficar 75% inferior (BASTOS, 2009).

Para que haja um incremento significativo na producdo e participacao do etanol
no mercado internacional de combustiveis, se faz necessario o aumento da oferta deste
bioproduto demandando um maior investimento nestas culturas agricolas, o que
acarretard no uso de terras férteis para se ter produzir esse biocombustivel ou como
alternativa uso de novas culturas e tecnologias voltadas para matéria prima
lignocelulosica (USDE, 2006).

Nesse contexto, o uso de matérias-primas que ndo concorram diretamente com a

producdo de alimentos, assim como a cana-de-actcar e novas culturas como 0 sorgo

25



sacarino que apresenta colmos dos quais se extrai o caldo contendo acucares
diretamente fermentesciveis e o residuo (bagaco e folhas), vem sendo estudada e
melhorada geneticamente para produgdo de etanol tanto de primeira quanto de segunda

geracdo (MAY et al.,, 2012; RUTTO et al., 2013).

2.3.Sorgo sacarino

O sorgo sacarino (Sorgum bicolor (L.) Moench) pertence a familia da poaceae e
tem origem na Africa onde é encontrada com maior variabilidade de espécies silvestres
e cultivadas, sendo conhecida mundialmente como cultura promissora na producio de
energia e biomassa (ALVINO et al., 2012).

Caracterizada por sua elevada eficiéncia fotossintética, o sorgo sacarino €
classificado como uma planta de metabolismo C4 podendo ser adaptada em diferentes
climas (temperados e tropicais), apresenta o amplo potencial de adaptacdo do sorgo no
mundo (DALVI et al., 2012).

Apresentando alto nivel de biomassa vegetal e elevada concentragdo de
acucares diretamente fermentesciveis extraido do colmo (EGGLESTON et al., 2007), o
sorgo sacarino mostra também potencial no aproveitamento dos graos para retirada do
amido e da celulose do bagaco para serem convertidos em agucares, apds pré-
tratamentos e hidrdlise enzimatica seguindo para fermentacdo (MUSSATO e
TEXEIRA, 2010).

O bagaco dessa matéria prima pode ser utilizado como fonte de alimento animal,
para adubacdo orgénica e na industria de papel (WANG e LU, 2012), na producdo de
etanol de segunda geracgdo a partir de processos biotecnoldgicos (LI et al., 2010).

Em comparagdo com a cana-de-agucar, cuja cultura tradicionalmente utilizada na
producdo de etanol, o sorgo sacarino apresenta-se como op¢do do ponto de vista
agrondmico e industrial para tal propdsito, pois assemelha-se a cana-de-agicar com
relacdo a producdo de energia, uma vez que armazena agucares (sacarose, glicose e
frutose) diretamente fermentesciveis em seus colmos com sdlidos soliveis totais (SST)
variando entre 14 a 22%, podendo ainda ser aproveitado da planta os graos, aumentando
assim a producao de etanol (ALMODARES e SEPAHI, 1996).

O ciclo do sorgo sacarino gira em torno de 90 a 120 dias, o que possibilita mais
de uma safra por ano, e considerando uma produtividade média por safra de 50 t ha'',

pode-se concluir que o sorgo sacarino ¢ uma cultura bastante eficiente na producdo de
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biomassa para produ¢do de bioetanol (PARRELLA et al., 2010). A Figura 2.1 apresenta
a matéria-prima em ponto de colheita.

Figura 2.1. Sorgo sacarino no ponto de colheita

Fonte: Autor (2014)

Apresenta-se com potencial para complementar a entressafra da cana-de-agucar,
pois tem em suas caracteristicas o ciclo rapido, sistema de plantio mecanizavel (plantio
por sementes e colheita mecanica) com produgio entre 40 a 60 t ha! (EMBRAPA,
2012), podendo ser processado na mesma planta industrial utilizada para cana-de-
acucar, com pequenas adequagdes apenas nas moendas e picadores (FREITA, 2013).

Segundo Parrella et al. (2012) as cultivares de sorgo sacarino apresentam periodo
util de industrializacdo (PUI) por volta dos 30 dias, assim, sua utilizagdo no processo
produtivo ocorreria no periodo de entressafra da cana.

A Tabela 2.1 apresenta algumas caracteristicas agrondmicas e de producao,
comparativas entre o sorgo sacarino e a cana-de-agticar matérias-primas estas utilizadas

no Brasil para producao de etanol de 1* geracdo (FREITA, 2013).

Tabela 2.1. Caracteristicas agrondmicas e produtivas entre as culturas de sorgo sacarino

e a cana-de-agucar para produgdo de etanol.

Parametros Sorgo sacarino Cana-de-aciicar

Tipo de plantio Propagacdo por sementes Propagacdo vegetativa

Tempo de ampliagdo do

plantio

Areas marginais Cultivada em dreas marginais Limitada em 4reas marginais
Ciclo de crescimento (meses) 3a4,5 9als

Agujcl utilizada (L de dgua/Kg 300 600

de biomassa seca)

Producdo de etanol 0.7520.9 0.58 2.0.62

(mil L ha! més™'*)
Produgio de biomassa (t ha™') 60 80 a 85

Fonte: Freita (2013).
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A planta do sorgo sacarino tem sua estrutura basica apresentada na Figura 2.2,
divididas entre a panicula onde se encontram os grdos ricos em amido quando
completado o seu periodo de maturacao, os colmos divididos entre nds de onde se extrai
0 suco rico em acucares diretamente fermentesciveis e as raizes e folhas que fazem o
processo de absor¢do de &4gua, nutrientes e realizam os processos fotossintéticos
(RAJKUMARA, 2008).

Figura 2.2. Planta de sorgo sacarino

Panicula «—

Fonte: Fornasieri Filho e Fornasieri (2009)

A composi¢ao quimica do caldo do sorgo sacarino encontra-se apresentada na
Tabela 2.2, comparado ao caldo da cana-de-agucar que apresenta algumas semelhancas,
embora o sorgo apresente concentracdes de sacarose inferior, compensa nas
concentracdes de glicose e frutose chegando a ser maiores do que na cana-de-acucar,
tem-se desta forma uma concentracdo semelhante de agucares totais entre os caldos das
matérias-primas (BARCELOS, 2012; PACHECO, 2012).

Os acucares redutores em sorgo tém ampla faixa de variagdo em relacdo ao
gendtipo e ao estddio de maturacdo em que se encontra a planta, ou seja, quanto mais
proximo o estddio de maturagdo fisioldgica do sorgo sacarino, hd uma pequena redugdo

nos teores dos acucares redutores. (CHANNAPPAGOUDAR, 2009).
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Tabela 2.2. Comparag¢do da composicdo quimica entre o caldo de sorgo sacarino e da

cana-de-actcar.

Parametros Sorgo sacarino Cana-de-acuicar

Sélidos soluveis totais (°Brix) 15-19 18-25
Pureza (%) 60 - 75 80 -90
Fibra (%) 12-20 10-15

AR (%) 9-16 14,5 - 23
Glicose (%) 0,5-2 0,2-1
Frutose (%) 0,5-1,5 0,2-1
ART (%) 12-17 15 -24
Amido (%) Até 0,5 0,001 - 0,05
Agua (%) 84 75 - 88

Fonte: Barcelos (2012).

Segundo Costa (2013) as concentragdes de acucares diretamente fermentesciveis
no caldo de sorgo sacarino sdo bastante favordveis a producdo de etanol, podendo
aumentar através da adi¢do de enzimas para inversao do amido presente, que confere
viscosidade ao caldo, reduzindo a recuperagdo de agucares na fermentacao.

Segundo Rossell (2011) a planta de sorgo sacarino apresentada na Tabela 2.3 a
composi¢do percentual média de graos, caldo e bagaco elencando pontos positivos de
uma matéria-prima com potencialidades para produ¢do de etanol de primeira e segunda

geragao.

Tabela 2.3. Composicado percentual média dos graos, caldo e bagaco de sorgo sacarino.

Grao (% base imida) Caldo (% base amida) Bagaco (% base seca)
Amido 70,1 Sélidos soluveis 18 Celulose 38,5
Proteinas 11,2 Sacarose 8,5-12,4 Hemicelulose 21,4
Umidade 11,6 Glicose 2,1 Lignina 17,6
Fibras 1,82 Frutose 1,2 Proteina 1,1
Lipideos 3,54 Amido 0,5 Extrativos 13,7
Cinzas 1,8 Agua 84 Cinzas 3,7

Fonte: Wu et al. (2007); Rossell (2011); Panagiotopoulo et al. (2010).
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O sorgo sacarino ja é fonte de producio de etanol em pafses como India, China,
Austrilia e Africa do Sul e considerando o meio oeste americano sendo uma das apostas
para substituicdo do milho na produg¢do de etanol nos EUA. Na Unido Europeia projetos
tem sido realizado para produgdo de etanol a partir de sorgo em paises como: Grécia,
Espanha, Reino Unido, Portugal, Itdlia e Alemanha visando o cumprimento de diretrizes
da comunidade europeia de reducdo na utilizacdo de combustiveis fosseis (JASSEN e

JIM, 2010).

2.3.1. Sorgo - Melhoramento genético

Paises como México, Nigéria, EUA e Suddo por serem os maiores produtores de
sorgo granifero do mundo, investem muito em programas de melhoramento genético,
através de pesquisas, estudos, banco de germoplasma, visando produzir cultivares que
possuam maiores valores nutricionais, melhor qualidade e desenvolvimento
(MAXIAGRO, 2014).

No Brasil, a Embrapa Milho e Sorgo, vem desenvolvendo trabalhos visando a
introducdo, adaptacdo e o desenvolvimento de cultivares, principalmente de sorgo
granifero, forrageiro e sacarino com alto rendimento e tolerdncia a condicdes de
estresses bidticos e abidticos. Trabalhos estes que possibilitam a obtencdo e o
lancamento de cultivares com valores agregados que permitem melhor desempenho da
cultura nas condi¢des predominantes de cultivo das regides produtoras (EMBRAPA,
2009).

Através do Programa de Melhoramento Genético do Sorgo (PMGS) da
EMBRAPA o sorgo sacarino vem sendo amplamente estudado para a producdo de
etanol de primeira e de segunda geracdo, obtendo novas variedades e hibridos dessa
matéria-prima com o objetivo de aumentar a capacidade de producdo do 4lcool etilico
(GOMES et al., 2011).

Na busca por novas variedades e hibridos de sorgo sacarino, a Embrapa Milho e
Sorgo, estabeleceu nos seus programas, metas de produtividade e qualidade
apresentados na Tabela 2.4 que mostra a produtividade minima de biomassa, extracao
minima de agucar total da biomassa, eficiéncia de extracdo, conteido minimo de agticar
total no caldo, producdo minima de etanol na biomassa e o PUI - Periodo de Utiliza¢ao

Industrial (EMBRAPA, 2008).
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Tabela 2.4. Metas de rendimento e qualidade de sorgo sacarino propostas para o

programa de melhoramento de sorgo sacarino da EMBRAPA.

Metas e rendimentos na qualidade do sorgo sacarino

Caracteristicas Alvo minimo
1975 2011 Atualidade/Futuro
Rendimento minimo de biomassa 40 50 - 60 80
t ha! més™! (10) (12 -15) 20
Brix minimo (°Brix) 16 - 17 18-19 20-22
Pico do Brix (°Brix) 21 23 23
1\_/lhn'1mo de extragdo de acucares totais (Kg 20 100 - 120 120 - 150
t biomassa)
Eficiéncia de extracao (%) 60 - 65 90 - 95 95
Teor minimo de agucar total no caldo (%) 12,5 14 14 -16
Rendlmento minimo de dlcool (L t'de 40 60-70 10.- 85
biomassa)
Eficiéncia de fermentacdo (%) 90 95 95
Eficiéncia de destilacdo (%) 90 95 95
Eficiéncia industrial (%) 81 90 90
Periodo de utilizag¢do da industria (dias) 30 30 30
. . . ) Variedade e
Tipos de cultivar Variedade Variedade hibridos

Parametros agrondmicos e industrial

Fonte: Schaffert e Parrella (2012).

O Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) seguindo os moldes do programa
de melhoramento genético desenvolvido pela Embrapa Milho e Sorgo, vem
desenvolvendo pesquisa de melhoramento e desenvolvimento de novas variedades de
sorgo sacarino voltadas a adaptabilidade para regides do nordeste brasileiro, resistentes
a ataques de pragas, aos baixos indices pluviométricos (estresse hidrico) e a salinidade

do solo (REIS et al., 2006).

2.4. Etanol de 1° geracao

O etanol é produzido a partir da fermentacdo das matérias-primas agucaradas,
onde se costuma distinguir as diretamente fermentdveis e as ndo diretamente
fermentesciveis, sendo a primeira as que contém monossacarideos e dissacarideos e nao
precisam de nenhum tratamento para ser absorvida e transformada em etanol pelos
microrganismos, a exemplo tem-se as trioses, tetroses e hexoses, incluindo nesta

categoria a eritrose (C4HsO3), glicose (CsHi206) e frutose (Ce¢Hi204) € as ndo
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diretamente fermentesciveis compostas por sacarose, maltose e lactose (Ci2H2011) e
rafinose (CigH32016) que passam por um processo de inversdo, que se realiza
naturalmente por acdo da invertase, enzima produzida pelo agente de fermentagdo,
sendo o dissacarideo sacarose o representante mais importante dos componentes da
cana-de-acucar e dos melacos (LIMA et al., 2012).

As matérias-primas que produzem agucares diretamente fermentaveis, de onde
se obtém o principal componente da matriz brasileira de biocombustiveis, destaca-se a
cana-de-actucar, além da beterraba agucareira ou sacarina, melago de cana-de-agucar
sempre disponivel como subproduto da produgdo de aclicar e o sorgo sacarino
(CARDONA e SANCHEZ, 2007). A Tabela 2.5 apresenta a composicio de algumas
matérias-primas sacarideas empregadas para a produgdo de etanol.

Tabela 2.5. Composicdo percentual média de matérias-primas sacarideas

Caldo de Melaco de Caldo de Beterraba
Cana-de-acicar  Cana-de-agicar  Sorgo sacarino sacarina
Agua 75— 88 17-25 84 82
Sacarose 10-21 30-40 8,5-124 12,4
Frutose 0,3-2,5 5-12 1,2 -
Glicose 0,3-2,5 4-9 2,1 -
Amido 0,001 - 0,05 - 0,5-1,0 0,3
Proteinas 0,5-06 - - -

Fonte: Rossell (2011)

Segundo o ISSAAS (2007), o processo de producdo de etanol de 1* geragdo a
partir do caldo sorgo sacarino € similar ao processo fermentativo de caldo de cana-de-
acucar.

Os de rendimentos de etanol em caldo de sorgo e de cana-de-agucar podem ser
observados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Rendimento em colmos, caldo e etanol de caldo de cana-de-agucar e caldo

de sorgo sacarino

Parimetros Colmos Caldo Etanol
(tha') (Lth (L ha'!)

Cana-de-agucar 75-90 a 600 a 5.600 - 6.500 b

Sorgo sacarino 35-75a 700 b 3.500 - 5.600 c

Fonte: a— Emydio et al. (2011); b - Souza et al. (2005); ¢ — Yu et al.(2010)
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2.4.1 Pré-tratamento de caldo

Para se ter inicio a producdo de etanol de 1* geracdo, se faz necessdrio o pré-
tratamento no caldo, que se divide em quatro fases, tratamento fisico que consiste na
remocdo das impurezas grosseiras (peneiramento), fisico-quimico ajuste do pH, propicia
a aglomeracdo das particulas menores em particulas de dimensdes maiores, € o
tratamento térmico que objetiva acelerar as reagdes de coagulacdo e floculagdo dos
coldides e ndo actcares proteicos, reducdo da carga microbiana que podem infectar e ou
concorrer com as leveduras no processo de fermentagdo, além de possibilitar a remocao
do ar e dos gases dissolvidos (OLIVEIRA, 2010). O tratamento de caldos por
aquecimento também proporciona a reducdo da viscosidade e densidade do caldo e
acelera a velocidade das reagdes quimicas, agrupando as impurezas na forma de
pequenos “flocos”. Os sais formados sdo insoluveis a altas temperaturas, possibilitando
sua decantagdo (SILVA et al., 2008). Segundo Oliveira (2010) apés o tratamento
térmico, o caldo passa pelo processo de floculagdo ou decantagdo (clarificagcdo), que € a
etapa de purificacdo do caldo pela remocdo das impurezas floculadas nos tratamentos

anteriores, seguindo assim para etapa de filtracdo e fermentacao.

2.4.2. Fermentacao alcodlica

A fermentagdo € um processo bioquimico, no qual 0os microrganismos convertem
os actcares em etanol e CO,. O processo consiste na conversdo do dissacarideo em
piruvato que sofre uma descarboxilacdo reduzindo o acetaldeido formando o etanol
(NELSON e COX, 2011), sendo alguns compostos organicos tais como glicerol, acido
succinico, dlcoois amilico e isoamilico sdo produzidos em menor quantidade e também
sao considerados produtos secundérios da fermentacdo alcodlica (MUTTON, 2008).

Segundo Ferrari (2013) o processo biologico da fermentagdo alcoodlica, se da a
principio pela reacdo de oxidacdo parcial, e a energia obtida pode ser empregado para o
crescimento das leveduras e a oxidacdo parcial anaerébia da hexose na producdo de
dlcool e CO2 ou seja o processo é baseado na quebra do aguicares possibilitando a
formacdo de duas moléculas de 4acido pirdvico, que posteriormente sdo convertidas em
etanol devido a liberacdo de duas moléculas de gis carbdnico e a formacdo de duas

moléculas de ATP, como se apresenta a Figura 2.3.
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Figura 2.3. Processo de fermentagao alcodlica

Glicose
(CsFL 2O
2 MNAD

e g 2 ADP+2P
2 MNADH:z <FL% 2 ATP

Acido pirdvico Acido pirdavico

(ZFCy 3Cy
Ceo v [
Etanol Etanol
(CaHsOED) (L FOFD)

Fonte: Autor (2015)

Ferrari (2013) cita que € observado por meio da reacdo global da glicélise que 1
mol de glicose (180 g) gera 2 moles de etanol (92 g) e 57 Kcal de energia. Dessa forma
€ possivel analisar o rendimento tedrico para a producdo de etanol que é Yp/s = 0,511.
Na prética nao se obtém esse valor, pois parte da glicose € convertida em glicerol e
outros produtos. Abaixo encontra-se a reacdo global para a conversdo de glicose em
etanol. Zimase

Ce¢H,,04 = 2C,HsOH + 2CO,
2.4.3. Crescimento microbiano

E considerado como crescimento em sistemas bioldgicos, quando ocorre um
aumento de massa em decorréncia de um acréscimo ordenado de todos os componentes
do protoplasma. Assim, ndo podem ser considerados como crescimento 0os aumentos de
tamanho em decorréncia de fendmenos como absor¢do de dgua e ou acumulo de
material de reserva (BORZANI et al., 2008).

O crescimento microbiano pode ser avaliado pelo aumento da massa celular ou
pelo nimero de células, resultando em uma série de eventos coordenados e
enzimaticamente catalisados. As condi¢Oes 6timas para um crescimento microbiano, se
dd a partir do transporte dos nutrientes necessdrios, como as fontes de carbono,
vitaminas, nitrogénio e sais minerais, que € transferido as células e das condicdes
ambientais do sistema de producdo, como temperatura e pH, que devem ser mantidos
em seus valores durante a fermentacdo (FALANGHE, 1975).

Ao inocular o microrganismo no meio de cultura favordvel ao seu crescimento,
observa-se o comportamento da concentracio celular, que se dividem em sete fases:

(HISS, 2001):
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e Fase 1: laténcia ou lag, que segue no instante a inoculacdo com o microrganismo
de interesse ao meio de cultura. Este é um periodo de adaptagdo, durante o qual
a célula sintetiza enzimas necessdrias ao seu crescimento. Esta fase ndo ha
reproducdo celular;

e Fase 2: transi¢cdo, onde se observa o lento inicio gradual da reproducdo
microbiana;

e Fase 3: logaritmica ou exponencial, momento em que a velocidade é de
crescimento maximo;

e Fase 4: reprodugdo constante ou linear de crescimento;

e Fase 5: desaceleracdo com o esgotamento dos nutrientes do meio de cultura e
acumulo de inibidores;

e Fase 6: os nutrientes ficam escassos e os produtos téxicos proveniente da
fermentagdo vao se tornando mais abundantes no meio. Nesta etapa, ndo ha
crescimento da populagdo, onde o nimero de células que se dividem € igual ao
numero de células que morrem;

e Fase 7: declinio ou lise, consiste na velocidade de morte, sendo esta maior que a
velocidade de producdo de novas células. Chegando ao nimero de individuos

mortos superar o nimero de novos individuos (BORZANI et al., 2008).

2.5. Etanol de 2° geracao

Para obten¢ao de etanol de segunda geracdo, sdo utilizadas tecnologias a partir
de materiais lignoceluldsicos, envolvendo diversas etapas a comecar pelos pré-
tratamentos, hidrolise dos polissacarideos da biomassa em acucares fermentdveis e sua
posterior fermentacdo. Para Pereira Jr. et al. (2008), o processo de hidrdlise utiliza
tecnologias complexas, com base no pré-tratamento do material lignocelulésico que
serve para reduzir sua recalcitrancia, e logo apos o uso de enzimas para a separacao dos

acucares e remocao da lignina.

2.5.1. Matéria-prima celuldésica — Biomassa

A necessidade de fontes de energia renovdveis e alternativas ao uso do petrdleo

estd mobilizando internacionalmente de forma conjunta os setores acad€micos,
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industriais, sociais e governamentais com énfase no desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos eficazes e de menor impacto ambiental (PEREIRA Jr. et al., 2008).

Segundo Sheehan (2009), para atingir os objetivos de desenvolvimento
sustentdvel, as biorrefinarias devem exercer papel dominante neste atual milénio. Neste
contexto, para que possa desenvolver tecnologias alternativas de geracdo de energia que
reduzam a dependéncia das fontes fésseis, diversos pesquisadores demonstram interesse
em fontes disponiveis renovdveis e menos poluentes (CANACKI e SANLI, 2008).

As biomassas vegetais sdo candidatas bastante atrativas para desempenhar tal
papel, ja que sdo consideradas as tnicas fontes orginicas sustentdveis para producdo de
combustiveis liquidos. Conforme Zhang (2008) esta é uma fonte renovavel, abundante e
de baixo custo que, direta ou indiretamente, ¢ produzida pela fotossintese, fixando o
carbono da atmosfera em carbono residente através da formacgdo dos carboidratos
presentes na composicao da biomassa.

Segundo pesquisas realizadas por Sene et al. (2011), a palha de sorgo possui em
sua composicdo quimica parcial 34% de celulose, 44% de hemicelulose e 20% de
lignina.

A caracterizagdo do bagaco do sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench,
encontra-se apresentada na Tabela 2.7. para material lignoceluldsico realizada tanto no
bagaco lavado como no bagaco ndo lavado mostra que os teores nao divergiram
(OLIVEIRA et al., 2009).

Tabela 2.7. Caracterizagao fisico-quimico do bagaco do sorgo sacarino.

Caracterizacao Bagaco lavado Bagaco nao-lavado
°Brix (%) 16,5 16,5
Densidade aparente (g/cm?) 0,125 0,125
Cinzas (%) 1,8 +£0,2 1,6 £0,2
Umidade (%) 7,4 +0,2 7,7+0,2
pH (%) 5,4+0,02 5,5+0,03
AR (%) 8,7+£0,2 8,8+0,9
ART (%) 16,6 £3,4 16,3 £1
Celulose (%) 42,3% + 4,3 42,3% + 4,3
Lignina (%) 16,54% + 0,3 16,54% + 0,3

Fonte: Oliveira et al. (2009).
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2.5.2. Principais fontes de residuos lignocelulésicos

Podendo ser empregada em bioprocessos para a producio de diversos produtos
de valor agregado, a biomassa vegetal constitui uma fonte de energia limpa, neste
contexto, o mercado para os produtos derivados da biomassa vegetal inclui alimentos,

combustivel e insumos quimicos em geral (USD, 2009).

Os residuos lignoceluldsicos sdo constituidos basicamente de carboidratos
polimerizados (hemicelulose, celulose e lignina), com pequenas quantidades de sais
minerais e extrativos. Sendo necessdria a ruptura do complexo lignina-celulose-
hemicelulose ou a remocdo de cada fracdo por técnicas de pré-tratamento e
deslignificacio para que possam ser utilizados como substratos em processos
microbianos visando a produc¢@o de produtos de valor agregado. (ROCHA e SILVA,
2006).

2.5.3. Celulose

Presente nos materiais lignoceluldsicos a celulose (CeHi10Os) € o principal
componente da parede celular das fibras vegetais, sendo o constituinte mais abundante é
um homopolimero linear de elevado peso molecular contendo como unidade
fundamental exclusivamente a B-D-glicose unida entre si, formando a estrutura
dissacaridica chamada celobiose, apresenta-se como estrutura microcristalina que
dificilmente se dissolve ou hidrolisa em condigdes naturais (MUSSATO e TEIXEIRA,
2010). As cadeias de celulose estdo interligadas por pontes de hidrogénio e Van der
Waals, resultando em microfibrilas com alta resisténcia a tracao, sendo assim as
moléculas de celulose, possuem diferentes orientagdes, levando a diferentes niveis de
cristalinidades. A celulose consiste em duas regides, uma amorfa e outra cristalina. A
cristalinidade da celulose pode ser medida pela técnica de DRX e quanto maior o indice
de cristalinidade mais dificil serd a biodegradacdo da celulose (Zheng et al., 2014). A
Figura 2.4, apresenta a estrutura da cadeia linear da celulose.

Figura 2.4. Cadeia linear da celulose

celobiose

Fonte: Timar-Baldzsy e Eastop (1998)
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2.5.4. Hemicelulose

Diferentemente da celulose as hemiceluoses sdo mais amorfas e ramificadas,
sendo mais susceptiveis aos tratamentos bioldgicos, quimicos e fisicos, sdo
polissacarideos heterogéneos aleatérios. As cadeias curtas e ramificadas das
hemiceluloses ajudam a construir uma rede com as microfibrilas da celulose e integram
com a lignina, tornando uma matriz extremamente rigida (ZHANG e LYND, 2004).

Um dos principais compostos estruturais da parede celular dos vegetais, tendo
funcdo conectora entre as fibrilas de celulose e a lignina, conferindo maior rigidez a
rede estrutural (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). A Figura 2.5, apresenta a estrutura da

hemicelulose (xilana) de plantas anuais e perenes.

Figura 2.5. Estrutura da hemicelulose

Fonte: Spiridon e Popa (2008).

2.5.5. Lignina

A lignina, depois da celulose, representa a macromolécula orginica mais
importante e abundante dentre as matérias lignoceluldsicos, conferindo rigidez,
impermeabilidade, resisténcia a degradacdo oxidativa e a ataques de microrganismos
(AGBOR et al., 2011). Segundo Zheng et al. (2014) a lignina é uma substancia que vai
sendo incorporada durante o crescimento vegetal.

A lignina constitui 10-20% em peso da biomassa seca, € um polimero aromatico
que contém residuos fendlicos, formada a partir de trés precursores basicos: dos dlcoois
pcumarilico, coniferilico e sinapilico, a lignina é conforme ilustrado na Figura 2.6.
Encontrada na parede celular de todas as plantas vasculares, sendo um polimero
fendlico, derivada de alcoois aromdticos que tém por funcdo em conferir rigidez, e
impermeabilidade a dgua, além de conferir resist€ncia mecanica e microbiolégica aos

tecidos vegetais (MORALIS et al., 2010).
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Figura 2.6. Compostos da lignina

OHCH . H OO MO
O H O oM
p-hidroxifenila (H) gwuaiacila (G) siringila (S)

Fonte: Mousdale (2008)

2.5.6. Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos apresentam em sua constituicdo, celulose,
hemicelulose e lignina. As estruturas apresentadas dificultam o acesso de
microrganismos em processos bioldgicos na disponibilizacdo dos agucares para
posterior fermentacdo e producio de etanol de segunda geracdo, porém os processos de
pré-tratamentos eficientes sd@o necessdrios para que na etapa da hidrdlise haja uma
produtividade maxima de agucares e ao mesmo tempo, qualquer perda de acucar
minimizado (JOGERSEN et al., 2007). A etapa de pré-tratamento da biomassa se torna
a fase mais importante no processo de producdo de bioetanol, pois a etapa visa
solubilizar e separar os compostos da biomassa vegetal (SARKAR, 2012). Com
objetivo de remover a lignina e a hemicelulose, solubilizando e/ou degradando-os,
reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material lignocelulésico
o pré-tratamento deve ser aplicado (MOSIER et al., 2005), de forma que ndo ocorra
grande formacao de compostos inibidores de fermentacdo, lem de aumentar a exposi¢ao
da celulose aos processos de hidrélise e consequente liberacao dos acticares.

Silverstein et al. (2007) citam que o uso de acidos diluidos em pré-tratamentos
de residuos lignocelul6sicos, como sulfurico, nitrico, acético e cloridrico, empregados
como catalisadores tem sido a melhor forma de pré-tratamento para residuos
agroindustriais. O material lignocelulésico é misturado a um 4cido diluido em 4gua -
catalisador - e aquecido durante certo tempo da pré-hidrolise. Neste periodo grupos
acetil, ligados a hemicelulose, sdo fragmentados e exercem atividade como catalisadores
da hidrélise.

Os pré-tratamentos aumentam a digestibilidade e a bioconversdo da biomassa,
mas a deslignificagdo do material varia conforme o pré-tratamento escolhido. Na Tabela
2.8, estdo apresentados alguns tipos de pré-tratamentos empregados, o efeito que geram

sobre 0 material que se deseja trabalhar e suas operagdes.
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Tabela 2.8. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos.

Método Vantagens Desvantagens
Fisico  Pulverizado mecénico v" Reduz o v Alto gasto
(moagem e trituragdo); tamanho da energético
Pirdlise; particula v" Nio retira a
Vapor; v' Reduz a lignina
Radiagdo; cristalinidade
Umidificacao
Fisico-  Explosao a vapor; v Ruptura das v Perdas de
quimico  Hidrotérmico; ligacdes de hemicelulose
AFEX — explosao das fibras lignina e no slurry
com amoOnia; Explosdao com hemicelulose (licor)
COy; Altos v' Uma etapa
SO com vapor; rendimentos de adicional é
NO: e irradiagdo glicose e xilose necessdria
v" Redugio da para remover
particula da a lignina
biomassa
Biolégico  Bolor branco (Pleurorus, v’ Baixa energia Maior tempo
Pycnoporus, Ischnoderma, requerida, de residéncia
Phlebia, etc);, condic¢des Menor
Biorganosolv (tratado com brandas rendimento
Ceriporiopsis subvermispora v" Remove pelo consumo
seguido de etandlise) quantidade de carboidrato
considerdvel de pelos fungos
lignina
Quimico  Ozondlise; v Bom Formacao de
Processo organosolv; rendimento de produtos de
Deslignificacdo oxidativa; glicose e xilose degradacdo
Hidrdlise alcalina; Hidrolise (hidrdlise de 80 Concentracao
com acido diluido; a95% da baixa de agucar
Hidroélise com écido fracdo na corrente de
concentrado; hemiceluldsica) saida
SOy; v' Elevada Necessidade de
Acido acético reatividade da equipamentos
fibra especiais
Necessidade da
neutralizacio
do hidrolisado
para
subsequente
fermentagdo

Fonte: Adaptado de Ogeda e Petri (2010), de Saddler et al. (1996) e Sanchez e Cardona (2008).

Entre os pré-tratamentos citados, o que utiliza 4cido concentrado, é o de menor

interesse, pois sdo necessdrios equipamentos resistentes a condi¢des extremas, além de

ocorrer a producao de subprodutos téxicos e a a¢ao inibitoria dos processos posteriores
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a seguir como enzimatico e do crescimento celular por compostos como furfural, HMF
e dcido acético, etapas estas posteriores ao pré-tratamento, essenciais para a obtengdo do

etanol com alto rendimento (OGEDA e PETRI, 2010).

2.5.6.1. Hidrolise acida

Como um tratamento quimico, o pré-tratamento com 4cidos diluidos consiste em
uma hidrélise dos actcares presentes na fracdo hemicelulésica de materiais
lignoceluldsicos, dentre os diferentes métodos de pré-tratamento, o uso de dcido diluido
(sulfdrico, nitrico ou cloridrico) tem se mostrado eficiente de forma rdpida e simples,
sendo citado como o melhor tipo de pré-tratamento para residuos industriais
(SILVERSTEIN et al.,, 2007, RAMOS, 2003; PARAJO et al., 1998). Apresenta
vantagens como uma técnica para minimiza¢do da formacao de produtos de degradagdo
e aumento da susceptibilidade da celulose ao processo de hidrdlise enzimadtica
subsequente, desde que as condi¢des de hidrélise sejam otimizadas (SILVA et al.,
2005). Segundo Jorgensen et al. (2007), trata-se de uma tecnologia amplamente
reportada na literatura, testada em escala piloto e com potencial de aplicagdo em escala
industrial.

Sao utilizados basicamente dois tipos de tratamento dcido diluido: em baixa
temperatura (inferior a 161 °C) em processo por batelada e alto teor de s6lidos (10 —
40%) e em elevadas temperaturas (superiores a 161 °C) com processo de fluxo continuo
para baixa concentracao de sélidos (5 a 10% de peso de substrato por peso de mistura de
reacdo). A hidrélise 4cida diluida em condi¢des menos severas pode atingir altas taxas
de conversdo de xilanas em xilose; j4 quando altas temperaturas sdo empregadas, a
hidrélise da celulose € favorecida (MCMILLAN, 1994). O emprego de hidrolise 4cida
diluida apresenta vdrias vantagens quando comparada a utilizacdo dos é&cidos
concentrados (SUN e CHENG, 2002). Acidos concentrados sdo perigosos, téxicos,
corrosivos, requerendo reatores resistentes a corrosdo. Além disso, a fim de tornar o
processo economicamente vidvel, os dcidos concentrados devem ser recuperados apds o
processo de hidrdlise (SIVERS e ZACCHI, 1995).

Um fator importante a ser considerado é que durante a hidrdlise 4dcida diluida,
dependendo das condi¢des empregadas, compostos secunddrios dos acgucares e da
lignina podem ser gerados, inibindo o crescimento de micro-organismos fermentadores

que serdo utiSizados posteriormente a esta etapa (MUSSATO e ROBERTO, 2004).
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2.5.6.2. Inibidores da fermentacao

A utilizagdo de pré-tratamentos acidos, em condicdes de altas temperaturas,
podem ocasionar a formacao de produtos inibitdrios a fermentacdo, devido a degradacdo
dos agucares e da lignina, induzindo assim a producdo de 4cidos organicos (DRABER,
2013).

Segundo Draber (2013) a degradacdo das pentoses (glicose) gera o furfural e da
degradacdo das hexoses (xilose) surge o 5- hidroximetilfurfural (HMF), ambos
inibidores, que ao se degradarem resultam em &4cido férmico e levulinico, que sdo
problematicos para o processo de fermentagdo. Os inibidores prejudicam a fermentacio
e a hidrélise enzimdtica, pois inibem os microrganismo e enzimas (SANTOS et al.,
2012). Dessa forma o pré-tratamento acido deve ser realizado visando minimizar a

formacao desses compostos inibitdrios.

2.5.6.3. Hidrolise alcalina

A aplicacdo de solucdes alcalinas remove grande parte da lignina, por meio do
rompimento das ligacdes estruturais, melhorando a reatividade dos polissacarideos
remanescentes (MOSIER et al., 2005), sendo o hidréxido de s6dio um dos mais efetivos
agentes alcalinos e tem sido utilizado para tratar diversos tipos de materiais
lignoceluldsicos (SOTO et al., 1994).

Efetivo na remoc¢do de lignina, este tipo de pré-tratamento ndo hidrolisa a
hemicelulose tdo efetivamente quanto pré-tratamentos que utilizam dcidos, porém traz
um aumento na digestibilidade enzimatica do material (HIMMEL et al., 2008). A
caracteristica do pré-tratamento alcalino com NaOH auxilia na remocao da lignina sem
afetar muitos outros componentes (BALAT et al., 2008). Segundo Nascimento (2011),
em estudo utilizando pré-tratamento do bagaco de cana-de-acticar (NaOH a 7% por 30
min em 120 °C) deslignificacdo do material, obteve resultado em 5% de lignina na
biomassa, teor de celulose em torno de 38%, garantindo assim um alto conteudo
acessivel de celulose para a degradacdo enzimdtica, com uma conversao em torno de
75,5% (hidrolise) com rendimento em etanol de 90%.

Kim e Yun (2005), citam que a grande maioria dos estudos realizados com pré-
tratamento empregando agentes bdsicos como o NaOH utilizaram temperaturas

superiores a 100 °C. Entretanto, reagentes alcalinos como amonia, tem demonstrado
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serem mais promissores trabalhando com temperaturas mais baixas (55 °C), porém
sendo requerido um maior tempo de processamento. Com relacdo ao pré-tratamento
acido Moiser et al. (2005) citam que a maior parte da hemicelulose é removida; porem a

remocdo da lignina ocorre de maneira limitada, ilustrada na Figura 2.7.

Figura 2.7. Representacio esquemadtica da producao de etanol a partir de biomassa

lignoceluldsica “A” apos pré-tratamento “B”
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Fonte: Ripoli (2004).
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2.5.7. Hidrolise enzimatica

Tem sido comum o uso de enzimas para obten¢do de agicares fermentesciveis a
partir de matérias lignocelulésicos, sendo uma rota promissora na producio de etanol
celuldsico. As enzimas sdo catalisadores bioldgicos com alta massa molecular e podem
ser produzidas por uma ampla variedade de fungos e bactérias. E dentre a grande
variedade de enzimas, a celulase é a especifica no uso para conversdo de matérias
lignocluléscos em glicose.

A hidrélise enzimética € dependente de muitos fatores intrinsecos e extrinsecos
como, por exemplo: inibicdo da atividade enzimdtica por produtos finais da
biodegradacdo (furfural, hidroximetilfurfural e 4cido acético), tipo de substrato pré-
tratado, termoestabilidade das enzimas, pH do meio, concentracdo de substrato no meio,
duracdo da hidrélise, suas concentracdes e adsorcao no substrato e a taxa de agitacao
deste (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Gan et al. (2003) citam que a adsorcdo de celulase na celulose insolivel ja foi
descrita como reversivel, irreversivel e semi-reversivel, nao se tendo chegado a um
acordo quanto a questdo. A adsorcdo das celulases e a concep¢do do complexo
enzima/substrato sdo apreciadas como os passos cruciais na hidrolise enzimadtica de
celulose. Na Tabela 2.9 estdo apresentadas as enzimas do complexo celuldsico e seu

modo de acdo.

Tabela 2.9. Enzimas do complexo celulésico e seu modo de acdo.

Enzima Cédigo EC Sinonimo Modo de aciao

- fG_GT -
Er-lglou_éalu_li)sf_ EC32.14 Endoglucanase Cliva aleatoriamente
na cadeia de celulose

G-G-G-G-G-

Exo-(1-4)-B-D- Celobiohidrolase ou  Libera celobiose de
EC 3.2.1.9.1 .
Glucanase esoglucanase extremidades
redutoras e nao

redutoras

G—TG G—TG—G—G
Libera glicose a partir
de celobiose e de
pequenos
oligossacarideos

B-glicosidase EC3.2.1.7.1 Celobiase

Fonte: BHAT e BHAT (1997)
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Polimero insolivel em meio aquoso, a celulose, necessita de enzimas do
complexo celulésico em um sitio especial para sua adsor¢ao na molécula, permitindo a
acdo catalitica chamado de dominio de ligacdo a celulose, presentes nas endoglucanases
e exoglucanases (ZHANG e LYND, 2004).

Na hidrélise enzimdtica o catalisador, além de ser de origem bioldgica, realiza
reacOes especificas ocasionando menores impactos ambientais, porém, deve ser levado
em conta o maior tempo requerido para completar o processo, para maximizar seu
processo de como € necessario controlar diversos pardmetros como temperatura € meio

especifico (OLIVEIRA e VASCONCELOQOS, 2011).

2.5.8. Fermentacao

Neste processo, os substratos lignocelulosicos pré-tratados e hidrolisados podem
ser fermentados em produtos de interesse comercial mediante a acao de microrganismos
vidveis (HARVEY et al., 2008). A fermentacdo pode ser conduzida em batelada,
batelada-alimentada ou continua nos meios hidrolisados de biomassa vegetal. A escolha
mais adequada dependerd das propriedades cinéticas do agente fermentativo sobre o
substrato e da viabilidade econdmica do produto que se deseja obter (HAHN-
HAGERDAL et al. 2006).

Em processos combinados a hidrélise enzimdtica € ligada a diferentes rotas de
fermentacdo. A biomassa recebendo o pré-tratamento se faz necessério para tornar a
celulose mais acessivel as enzimas, para posterior hidrolise da hemicelulose. As
principais vias de combinagdo em desenvolvimento sdo dois processos bastante
utilizados na atualidade a fermentacdo e hidrdlise separada (HFS) e a fermentacdo e

sacarificacdo simultaneas (FSS).

HFS — Hidrélise e fermentacdo separadas: sdo realizadas em reatores diferentes a
producdo de enzima, a hidrélise da celulose e hemicelulose e a subsequente fermentag¢do
da glicose e pentoses, respectivamente, apresentando a principal vantagem dessa
configuragdo que todos os trés processos podem ser tratados separadamente,
minimizando, assim as interagdes entre eles (ROSILLO-CALLE et al., 2005). No
processo as etapas de hidrélise e fermentacio sdo conduzidas em suas condi¢des Gtimas,
porém, apresenta a desvantagem do acimulo de agucares intermedidrios da hidrélise,

causando a inibi¢do das enzimas, e reducdo na conversdo final de glicose, devido a
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adsor¢do de parte do agucar no sélido residual da hidrélise (CASTRO e PEREIRA Jr.,
2010).

FSS — Fermentacido e sacarificacdo simultanea: a hidrélise da celulose e a fermentacdo
da glicose sdo realizadas em conjunto no mesmo reator, entretanto, a fermentacdo das
pentoses continua se processando em reator separado. Visto que no processo SSF sdo
agrupadas duas etapas em um mesmo recipiente reacional, contribui com menor custo
de investimento a planta (projeto). Por causa da glicose liberada a ser
concomitantemente fermentada nessa forma de conducdo, as enzimas sdo menos
passiveis de inibi¢ao pelos produtos de hidrélise. A constante manutengdo de niveis
baixos na concentracdo de glicose e no meio também favorece o equilibrio das demais
reacoes de hidrdlise, no sentido de aumentar a quantidade de produto, além de diminuir

riscos de contaminacdo no sistema (CASTRO e PEREIRA Jr., 2010).

2.5.9. Parametros cinéticos da fermentacao

Segundo Viegas (2003), o estudo da cinética de processos microbianos é de
grande interesse para os mais diversos centros universitdrios e instituicdes de pesquisas,
pois se objetiva quantificar a taxa de crescimento celular, de consumo de substrato,
formacdo de novos produtos e demais parametros relacionados, além de avaliar a
influéncia de fatores extrinsecos como pH, temperatura, inibidores (4cido acético,
furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos fendlicos).

Para uma efetiva predicdo de uma cinética do processo fermentativo o fator
tempo de fermentacdo pode variar consideravelmente e este fato impede uma

programacao eficiente e predeterminada nos substratos (RIVEROL e COONEY, 2007).
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2.6. Estado da arte

Neste item serdo abordados trabalhos referentes aos estudos dos
comportamentos agrondmicos (avaliacdo de campo), producio do etanol de 1* geracdo
do caldo de cana-de-agicar e do sorgo sacarino, e para o bioetanol de 2* geracdo, a
utilizacdo de pré-tratametos e hidrélises dos bagagos de ambas fontes de origem.

Avaliando dados agrondmicos referente a producio de biomassa, Oliveira (2014)
trabalhando com progénies F6 de sorgo sacarino promissoras para a producio de etanol
na Zona da Mata de Pernambuco obteve dentre as 65 progénies de sorgo sacarino
pesquisadas, 10 progénies com produ¢do média para producdo de matéria verde total
(colmo, panicula e folhas) entre 37,6 e 30,1% e de matéria seca entre 34,8 a 54,2 t ha'l.
Nagai (2012) trabalhando com o potencial de cultivares de sorgo como fonte alternativa
de biomassa para a producao de etanol no municipio de Itambe, PE, avaliou em campo as
interacOes significativas entre as produtividades de biomassa total, de colmo, folha e
panicula e as respectivas épocas de plantio. Nestas varidveis, as produtividades obtidas a
partir do plantio realizado no periodo de inverno, diferiram significativamente das
produtividades obtidas quando o plantio foi realizado nas demais épocas do ano. O
plantio mais cedo, resultou nas maiores produtividades de matéria verde total (colmo,
panicula e folhas), com destaque para IPA 467-4-2 e SF15, e nas produtividades de
matéria verde de colmo, com destaque para a IPA 467-4-2, com superioridade de 28,25%
e 49,23% em relacgdo a SF 15 e BRS506 com valores entre 10,53 e 16,49%,
respectivamente.

Em avaliagdes de campo, Pacheco et al. (2014) obtiveram valores para °Brix na
colheita entre 12,50, 14,20; 15,00; 16,10; 17,1% em cinco variedades de sorgo sacarino
estudadas, Pereira Filho et al. (2013) encontraram valores para °Brix na colheita,
astudando as cultivares BRS501 e BRS505, que apresentou resultados entre 16,04 e
15,93%, respectivamente. Observando o parametro para °Brix na colheita em cultivar de
sorgo sacarino da variedade Wray, Tsuchihashi e Goto (2004) obtiveram valor inferior a
15,6 °Brix.

Os dados de campo para etanol tedrico obtidos pela EMBRAPA (2012)
trabalhando com variedades de sorgo sacarino BRS511, BRS509, BRS508 ¢ BR506
obteve valores em 4.352,51, 3.695,64, 3.506,07, 2.062,35 e 2.045,23, porem ZHAO et

al. (2009) ao avaliarem trés épocas de corte em cinco cultivares de sorgo sacarino, apos
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o florescimento (0, 20 e 40 DAF), obtiveram rendimentos entre 1.281 L ha' e 5.414 L
ha'! de etanol tedrico, valores estes abaixo dos encontrados pela EMBRAPA.

Galdino et al. (2013) trabalhando com caldo de sorgo sacarino variedade IPA
467-4-2 para obten¢do de aguardente, encontraram valores de agicar redutor inicial de
85,7 ¢ L', °Brix no valor de 10,5% e pH variando entre 4 e 3,6.

Masson et al (2015) ao trabalharem com gendétipo de sorgo sacarino
CVSWS80007 e cultivar de cana-de-agicar RB96692, para producio de bioetanol a partir
da fermentacdo de caldo de sorgo sacarino e cana-de-agicar, encontraram os parametros
para sélidos soltveis totais (°Brix) na cana-de-acucar foi de 21,20 e no sorgo sacarino
19,23%, pH 5,20 e 2,86, AR entre 0,96 e 3,34%, ART entre 17,30 e 15,20. Ambos
apresentavam valores de brix superiores a 15% e pH na faixa de 4,8 a 5,5, valores
recomendados para o processamento. Considerando-se o processamento industrial,
sabe-se que os teores de acucares redutores totais (ART) sdo determinantes para a
obtencdo de elevado rendimento e produtividade. Nesse sentido, comparando-se as
matérias-primas, observou-se que ambas apresentaram valores de ART do caldo
superiores a 15%, considerados dentro de padrdes aceitdveis para o processamento
industrial da cana-de-acicar. Apds processo de fermentacdo dos caldos o autor
encontrou vlores para viabilidade celular para cana-de-agicar entre 92,36 a 95,59% e
para sorgo sacarino entre 89,48 e 93,33%.

Ferreira (2015) trabalhando com produgdo de etanol de 1* geracdo a partir de trés
cultivares sorgo sacarino CV147; CV198 e BRS508 com tratamento enzimético,
encontrou apés pré-tratamento dos caldos valores para "Brix entre 15,2; 15,8 e 16,9%
respectivamente e valores para ART 11,47; 12,05 e 12,09% respectivamente Para ART
nao houve alteragdo significativa de valores apos a adi¢do de alfa amilase. O aumento
dos valores do Brix no do caldo tratado, pode ser justificado devido a hidrélise das
moléculas de amido, em acgucares que sdo soliveis em dgua, contribuindo para o
aumento do Brix, que quantifica todos os sélidos soliveis. No processo fermentativo o
autor observou que no presente estudo os gendtipos apresentaram comportamento
similar na viabilidade do indculo, a inicial e a final do processo fermentativo. Esta
caracteristica ¢ importante uma vez que no processo fermentativo € necessirio o
crescimento em massa da levedura para que a viabilidade celular se mantenha alta e haja
o reciclo das células. Os valores médios obtidos na producdo de etanol dos colmos

limpos com enzima a partir dos genotipos sorgo sacarino CV147; CV198 e BRS508
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ficaram entre 45; 47 e 49 L.Mg! respectivametne, apresentando o genétipo BRS508
maior produtividade de etanol em litros por tonelada de sorgo processado.

Pacheco et al. (2014) ao avaliarem o bagaco e biomassa de 4 gendtipos de sorgo
sacarino, BRS506; BRS508; BRS509 e BRS511 para a producao de etanol celuldsico,
procederam pré-tratamentos adicionando-se acido sulftrico 1,5% (v/v) a biomassa e ao
bagaco, numa razdo sélido/liquido de 1/10. Esta suspensao foi mantida por 30 minutos
em autoclave a 121 °C. Os valores da caracterizacdo do material pré-tratados para
celulose entre 32,81; 33,84; 36,50 e 33,76% respectivamente, os valores para
hemicelulose foram entre 16,5 a 16,4%, valores para producao de glicose apds hidrélise
entre 30,68; 28,85; 32,44 e 31,45 g.L'l, com rendimento na conversao da hidrélise entre
56,31; 50,47; 53,83 e 54,09% respectivamente.

Campos et al. (2015), ao trabalharem com bagago de sorgo sacarino encontraram
no processo de caracterizacao para amostra in natura valores de 6,44% de umidade e
para extrativos de 18%, apds hidrélise encontraram concentracdes de glicose em 16,71
g.L'! para o bagaco na condi¢io in natura e 31,63 g.L'! para o bagaco pré-tratado com
NaOH.

Trabalhando com hidrélise enzimdtica apds pré-tratamento hidrotérmico em
bagaco de cana-de-agucar, Vasconcelos (2012) conseguiu liberacdo de glicose em uma
maior intensidade em 24 h de hidrélise, chegando a alcancar concentragdes maiores que
50% das atingidas ao final do processo hidrolitico (100 horas). Oliveira e Vasconcelos
(2011) trabalhando com palha de cana-de-agucar pré-tratada através de tratamento 4cido
diluido seguido de pré-tratamento bdsico a uma temperatura de 180 °C verificaram a
conversdo da fracdo celul6sica através de hidrdlise enzimatica em 85% chegando a uma

concentragdo méaxima de glicose em 46,6 g L.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da pesquisa

Os experimentos desta pesquisa foram realizados nos Laboratérios de Engenharia
Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenharia Quimica (UAEQ) na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e na Estacio Experimental do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) no municipio de Vitéria de Santo Antdo,
localizado na Zona da Mata de Pernambuco (lat: 35° 22' W, long: 08° 08' S, altitude: 146

m).

3.2. Matéria-prima (caldo do sorgo)

As matérias-primas utilizadas nesta pesquisa foram o caldo do colmo de sete
cultivares do sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench) e o residuo (bagaco).

Os colmos das diferentes cultivares utilizadas na pesquisa foram gentilmente
cedidos pelo Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), através de ensaio de campo
para avaliacdo da produtividade de biomassa de cultivares de sorgo no municipio de
Vitéria de Santo Antdo, PE, com precipitacdo pluviométrica média anual de 1.834 mm,
concentrada no periodo de inverno entre os meses de abril a julho, e temperatura média

de 28,1 °C.

As cultivares avaliadas foram: IPA SF15, IPA P228, IPA P134, IPA P222, IPA
EP17, IPA 2502 e BRS506 sendo esta ultima, utilizada como parametro de controle por
ser uma das variedades da Embrapa mais avaliadas em pesquisas, com niveis de
acucares diretamente fermentesciveis proximos aos da cana-de- actcar. A colheita foi
realizada 120 dias apos o plantio, quando a planta encontrava-se em seu estadio de

maturagao.
3.2.1 Avaliacoes agronomica das diferentes cultivares de sorgo sacarino

A avaliacdo foi realizada no periodo da colheita entre 05 de maio e 05 de junho
de 2014, a medida que as plantas se encontrassem na fase de maturacao fisiologica do
grao (fase de grio leitoso-pastoso). Em dreas plantadas de vinte e cinco metros

quadrados, foram colhidas as plantas da area ttil (quatro metros centrais de cada 4rea)
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descartando um metro das fileiras da bordadura, evitando com isso influéncias externas
como possiveis polinizacdo indesejada que acarretassem contaminag¢do das amostras,
pesadas em balanca de campo, apresentada na Figura 3.1. Todas as amostras foram
identificadas e separadas, uma amostra de cinco plantas para a extragdo de caldo, cinco
plantas para a determinacdes de peso, de folha, colmo e panicula e uma amostra de trés
plantas aleatoriamente para se proceder a afericdo dos SST (°Brix).

Figura 3.1. A) Colheita e identificacdo, B) pesagem das variedades
= -;W-' ;- ‘\pr\ T iy s

Fonte: Autor (2015)

3.2.1.1. Produciao de matéria verde e matéria seca (folha, colmo e panicula)

Foram colhidas amostras das diferentes cultivares de sorgo sacarino, cinco
plantas da drea util de cada parcela, pesando em balanca digital e identificando
separadamente cada variedade, separando cada parte (colmo, folha e panicula),
colocando as mesmas em sacos de papel, procedendo o peso verde dos colmos, peso das
folhas e peso das paniculas, logo apds foram colocados para secar em estufa de
circulacao forcada a 65 °C por 72 horas até atingir peso constante (BOARETTO et al.,
1999), obtendo assim o peso seco, estimando-se o peso em tonelada por hectare, a

producdo de biomassa total de cada parcela.

3.2.1.2. Producao de colmo por hectare

Partindo da porcentagem de peso verde dos colmos encontrados na amostra de 5
plantas de cada drea util, estima-se o peso em toneladas por hectare de colmos, referente

a producao de biomassa total em cada parcela de 4 m?2.

3.2.1.3. Teor de SST (°Brix)
O teor de SST foi determinado com refratdmetro portatil da marca A AG-1E - 0
a 32, realizando-se a retirada de trés amostras aleatorias de cada area de 4 m2, utilizando

o ter¢o médio de cada planta, ao final fazendo uma média dos resultados aferidos.
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3.2.1.4. Eficiéncia de extracao de caldo

Para eficiéncia de extracdo de caldo, utilizou-se metodologia descrita por
ABBRUZZINI (2011), separando e identificando cinco amostras de colmo das
diferentes variedades trabalhadas de sorgo sacarino, pesando em balanga digital a massa
dos colmos e logo apds fazendo a extracdo do caldo em uma moenda elétrica (Moenda
de cana B-721 TURBO, rolos de ferro, motor 1,5 CV 220V - Maqtron), pesando o caldo
em balanca digital. A eficiéncia é encontrada a partir da relacdo de massa dos cinco

colmos e a massa do caldo obtido, encontrado o valor em porcentagem.

3.2.1.5. Etanol tedrico

Para avaliar a producdo tedrica de etanol, seguiu-se metodologia utilizada por
Masson et al. (2015), que ao trabalharem com producdo de bioetanol a partir da
fermentagdo de caldo de sorgo sacarino seguido de caldo de cana-de-agicar, usou a
relagdo (alcool teérico x 100) !, sendo o dlcool tedrico calculado, considerando que 100
g de ART produz 64,75 mL de etanol a 20 °C, e densidade do etanol em 0,789 g cm®,

com base na equacdo estequiométrica de Gay-Lussac para a fermentacao alcdolica.

3.2.2. Extracio e pré-tratamento do caldo de sorgo

Ap6s a colheita, foram removidas as paniculas e folhas dos colmos, procedendo
a extracdo do suco em sistema moenda de um terno e apds cada extragdo a moenda era
lavada com agua corrente, Figura 3.2. Foram obtidos SST (°Brix), pH e agtcar redutor

dos diferentes sucos de sorgo.

Figura 3.2. A) Colmo de sorgo limpo, B) Extracdo do caldo, C) Caldo filtrado

Fonte: Autor (2015)
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Antes de serem empregados nos processos de fermentacdo, os caldos dos colmos
das diferentes variedades de sorgo sacarino, passaram por alguns pré-tratamentos, como
filtragdo para retirada das sujidades presentes no caldo apds a moagem (palhigo e terra)
e submetidos a um tratamento térmico de esterilizag¢do, utilizando autoclave vertical,
modelo 103 FABBE a temperatura de 120 °C por 15 min, com objetivo de redu¢do da
carga microbiana, floculacio e decantacdo, conforme apresenta a Figura 3.3. A
metodologia segue a descrita por Caballos-Shiavone (2009) que para esterilizacao dos
caldos em autoclave, utilizou temperatura de 120 °C e tempo de 15 min a uma pressao
constante de 1 atm.

Figura 3.3. Caldo antes da esterilizacao (A), Esterilizacdo (B), Filtracao (C)

. - 5.; | . |

Fonte: Autor (2016)

Ap6s resfriamento e decantagdo do caldo € possivel observar na Figura 3.4 a
floculacdo do material insoldvel, sendo assim feito uma segunda filtragem em filtro
sinterizado 2 para retirada do material precipitado com o objetivo de clarificar o caldo,
e uma nova caracterizacdo foi realizada apds tratamento térmico quanto SST, pH e
ART. Os caldos foram armazenados em freezer a -4 °C para posteriores analises de

caracterizacdo e procedimentos de fermentacdo para producao de etanol.
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3.2.3. Métodos analiticos

3.2.3.1. Caracterizacao fisico-quimica do caldo

Foram realizadas andlises que consistem na determinacdo das concentragdes de
sOlidos soluveis (°Brix), determinagdo da acidez potenciométrica, pH e acucares
redutores totais nos sucos das diferentes variedades de sorgo sacarino in natura e pré-

tratado termicamente.

3.2.3.2. Determinacao de sélidos solaveis (SST)

A determinagdo da quantidade de s6lidos soliveis (SST) foi determinada através
da metodologia segundo IAL (2005), utilizando refratdmetro de bancada tipo ABBE 0-
95% (marca Biobrix).

3.2.3.3. Determinacao de pH

O pH foi determinado de acordo com a metodologia do IAL (2005), utilizando
pHmetro digital (modelo PHS-3B).

3.2.3.4. Determinacio de aciicares redutores (ART)

Os teores de agucares redutores foram determinados de acordo com a
metodologia do NREL (2008). As analises foram realizadas utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com os dados e as condi¢des das operacdes:
cromatégrafo liquido equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor
manual com loop de 20 pL; Detector de indice de refracdo modelo ProStar 356
(Varian); Coluna analitica de aco inox Hi-Plex H (300 x 7,7 mm; Varian); Temperatura
da coluna de 60 °C; Fase moével: dgua miliQ com vazdo de 0,6 mL/min; Tempo de
andlise: 15 min. As solucdes padrdes internas, utilizadas na quantificacdo dos teores dos

caldos foram glicose, frutose, xilose, arabinose e sacarose (Sigma 99,99%).

3.2.4. Fermentacao dos caldos das cultivares do sorgo sacarino

As fermentacOes seguiram metodologia descrita por Pataro et al. (2002), que
emprega o sistema em batelada simples que consiste em colocar o inéculo e todo 0 meio
a ser fermentado na dorna de fermentacdo. As amostras foram conduzidas em triplicata,

no sistema batelada simples em Erlenmeyers de 250 mL de volume total em
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equipamento Shaker Marconi modelo MA-420, como pode ser observado na Figura 3.5.
As condi¢des de fermentacdo: temperatura controlada a 30 °C, agitacdo de 150 RPM e
periodo de fermentagdo de 48 horas, sendo retirada alicotas para analise da cinética de
fermentacao, nos periodos entre 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

Figura 3.5. Sistema de batelada simples

LA\

Fonte: Autor (2016)

Nos erlenmeyers foram adicionados 150 mL de caldo de sorgo e inoculados 3 g
L' de fermento industrial seco Y-904 (Saccharomyces cerevisiae) e 3% de nutrientes
(N,P.K). Apds as fermentacdes dos caldos (mosto), alicotas de 2 ml foram coletadas,
filtradas e diluidos na concentracdo de 1:25 e adicionados em Ependof de 2 mL e
conservados a -4 °C para posteriores determinagdes de acucares redutores, dcidos
organicos e etanol, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do mosto.
Os parametros cinéticos calculados nas fermentacdes foram: rendimento de etanol
(ypaT) produtividade total em etanol (QP), eficiéncia do processo fermentativo (€) e
eficiéncia de conversdo de agucares em etanol (ECA). Conforme serd apresentado nos

itens: 3.2.4.1; 3.2.4.2;3.2.4.3;3.2.4.4 e 3.245.

3.2.4.1. Rendimento em etanol

Os valores de rendimento das fermentacOes, representados pelo fator de
conversdao de acucares totais em etanol (Ypar) foram calculados de acordo com a
Equacdo 1.

(Pfr—Po)

(AT-AT) M

Yp JAT —

Em que:

Ypar - Fator de conversdo de glicose em etanol, g etanol formado por grama de glicose
consumida, g g!

Pf e P, - Concentracdo final e inicial de produto etanol, g L'!

AT — ATy - Concentragdo final e inicial de produto glicose, g L
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3.2.4.2. Produtividade e eficiéncia total em etanol

Os valores de produtividade total em etanol de cada processo (Qp), expresso em
massa do produto formado por unidade de tempo e por unidade de volume (g/h.L)
foram obtidos por meio da Equacdo 4, conforme definicdo de Gaden Junior (1959).

Equacao 2.

_ AP Pf-P,
At tf—t,

2)

Em que:

Qp - Produtividade volumétrica em produto etanol, (g etanol formado L' h!);
At - Intervalo de tempo do processo fermentativo, h'!;

Pf e P, - Concentragdes final e inicial de etanol, g L'!;

to € tf - Tempos inicial e final de fermentagdo, h'!.

Para se obter a eficiéncia do processo foi utilizada a seguinte Equacao 3.

At
Ef(%) = ffs/ll x100 3)

3.2.4.3. Contagem de células

Os materiais coletados foram descongelados e colocados em uma centrifuga de
bancada por um periodo de 15 min, apds esse tempo foi descartado o liquido suspenso e
lavado o material centrifugado, em sequéncia adicionado o material lavado na
centrifuga por mais 15 min, novamente o liquido suspenso foi descartado e o material
centrifugado foi lavado por trés vezes. Por fim, o material obtido na ultima lavagem
passou por uma diluicdo na concentracio de 1:25 e entdo foi feita a leitura da
concentragdo de células utilizando o espectrofotometro BEL - Modelo SF200DM - UV

Vis, em comprimento de onda de 610 nm.
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3.2.4.4. Fator de conversao de substrato em célula
O fator de conversdo conversdo Yx/s, foi definido por Monod, e tem sido ttil na
andlise em processos de fermentacdo alcodlica. O fator de conversdo de substrato em

célula pode ser descrito a partir da Equagao 4.

_ Xf~%o
yx/s pF—Do

“4)

Em que:

Xf - quantidade de células final;
Xo - quantidade de células inicial;
py - teor final dos agucares;

Do - teor inicial dos agtcares.
3.2.4.5.Velocidade especifica de crescimento microbiano (ux)

A frac@o pela qual a populagdo de microrganismo cresce na unidade de tempo €
representada por p, a qual Borzani et al. (2008) define como velocidade especifica de

crescimento. Equacéo 5.

Bx = Ya¢ )
Em que:

Ux - velocidade especifica de crescimento;
dX - velocidade;
dt - tempo.

O valor de pumax serd obtido plotando-se a curva de crescimento microbiano (Inx
em funcdo do tempo). Deste modo, serd observada a fase logaritmica na curva e com os
pontos que compdem esta fase obteve-se o valor de pumax por meio da regressdo linear
(Equagdo. 6); a tangente da reta do grafico (Inx x tempo) € o valor de pmax, que indica a
velocidade médxima de crescimento celular.

__In(x/x;)
max T (e-ty)

(6)
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A Figura 3.6 apresenta o fluxograma das etapas do processo para obtengao
biotecnoldgica do etanol de 1* proveniente do caldo do colmo das diferentes variedades
de sorgo sacarino.

Figura 3.6. Fluxograma de producio para etanol de 1* geracdo

Sorgo sacarino —>[ Palha e folhas 1
Colmos ]
A
Bagaco
Moagem
J

[ Caldo

N

l Analises

SST (°Brix)
Pré -Tratamento térmico pH
T=120°C, t =15 min, P=1 atm ART

l L~

Fermentagao } Coletas de amostras

Saccharomyces cerevisiae 3,6,12,24 ¢ 48 h.

! |

Alcool etilico 1* geragio Andlises
Etanol e contagem de células

Fonte: Autor (2016)

59



3.3. Matéria-prima (bagaco do sorgo)

Para obten¢do do etanol de 2* geracdo, o bagaco recolhido e identificado de
acordo com a variedade do sorgo, cortado em tamanhos entre 5 e 8 cm facilitando a
etapa seguinte de lavagem, secagem e moagem.

Os bagacos foram lavados trés vezes, na propor¢ao de 1kg de bagaco para 10 L
de dgua, sendo a ultima lavagem em 4gua destilada com tempo determinado de 20 min
entre cada lavagem, em temperatura ambiente para lixiviagdo dos agucares
remanescentes da extracdo do caldo, sendo realizado esta etapa até atingir °Brix zero,
sendo utilizado para afericdo um refratdmetro de bancada tipo ABBE 0-95% (marca
Biobrix).

Apd6s a lavagem o material foi filtrado e submetido a uma secagem em estufa
com circulagdo de ar, a temperatura constante de 55 °C, no tempo de 24 h.

Os bagacos lavados e secos, foram separados e identificados quanto a variedade
e submetidos a reduc¢do das particulas através de moinho de faca (moagem), apresentado
na Figura 3.7, bagaco (A), moinho de facas (B) e moagem do bagaco (C),
acondicionado em sacos plasticos com capacidade para 1 kg de bagaco, armazenados
em caixas de isopor hermeticamente fechadas com sache de silica gel para uso posterior.
Figura 3.7. Bagaco (A); Moinho de faca (B) e Moagem do bagaco (C)

- P=

Fonte: Autor (2016)

3.4. Caracterizacao fisico-quimica

As metodologias utilizadas para caracterizar as as variedades de sorgo sacarino
no presente trabalho foram baseadas nos procedimentos para andlise de material
lignoceluldsico, documento 236 EMBRAPA (Morais et al., 2010). Serdo determinados
os teores de umidade, cinzas, extrativos, lignina, holocelulose, celulose, hemicelulose.
3.5. Analise granulométrica

A granulometria do material in natura e pré-tratado, segue metodologia descrita
pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1984). Foram determinadas as

granulometrias, pesando uma massa aproximadamente de 100,00 g de bagaco seco em
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peneiras previamente pesadas em balanca analitica e transferindo para o agitador de
peneiras Produtest como apresenta Figura 3.8, sob frequéncia de 50 RPM durante 30
min, utilizando jogo de oito peneiras entre: 32; 35; 42; 48; 60; 65; 80 e 100 mesh. O
material retido em cada peneira foi pesado e os resultados expressos percentualmente
em relacdo a massa do material original.

Figura 3.8. Agitador de peneiras

By,

Fonte: Autor (2016)

Os célculos do diametro médio da particula D foi obtido utilizando a equacdo de

Sauter, apresentada por Cremasco (2012), de acordo com a Equacdo 7.

1
D= —_ (7)
ZiAD—xil

Em que:
Axi — Fracdo mdssica retida sobre cada peneira;

Di - Diametro médio de abertura das peneiras superior e inferior.

3.6. Caracterizacao microestrutural e térmica

3.6.1. Difracao de raios-X (DRX)

Foi realizada uma difracdo de Raio-X do bagaco do sorgo sacarino in natura e
apos o emprego dos pré-tratamentos dcido e bdsico. As andlises foram realizadas em um
aparelho marca Shimadzu modelo XRD — 600, no Laboratério de Processamento e
Caracterizacdo de Materiais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais
UAEMa/CCT — UFCG, utilizando como fonte de radiagdo CuKa, tensdao de 40 kV e
corrente de 30 mA. A velocidade a ser empregada de 2° min™' e uma faixa de varredura
de 20 = 10 a 50°, a amostra foi colocada em um pequeno cadinho de alumina suspenso
ao braco da balanca por um fio de platina permanecendo até que toda massa sofra
oxidagdo, para determinacdo da cristalinidade, foi utilizada a Equacdo 10, segundo

Thygesen et al. (2005). Equacao 8.
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looz — 1
_ ( 002 am) %100 (8)

c
1002

Em que;
I. - Indice de cristalinidade;
loo2 - Intensidade do pico no plano cristalino 002 (26 = 22,6 °);

Lum - Intensidade do pico na fase amorfa (20 = 19,0 °).

3.6.2. Comportamento térmico - Termo gravimétrico

As andlises termogravimétricas fornecem informagdes caracteristicas sobre o
comportamento térmico de materiais diante de um aumento progressivo de temperatura
quando comparado com uma amostra padrio inerente a altas temperaturas.

As andlises foram realizadas nos laboratérios da central analitica do
departamento de quimica da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, utilizando
os bagacos de sorgo na forma in natura e apds os pré-tratamentos dcido e bésico,
utilizando um sistema de andlises térmicas simultaneo, as curvas termogravimétricas
obtidas em analisador térmico Shimadzu em atmosfera de ar sintético, massa de 10 mg,

razdo de aquecimento 10 °C min™ sob atmosfera de nitrogénio, até temperatura maxima

de 1000 °C em cadinho de alumina.

3.7. Pré-tratamentos do bagaco do sorgo sacarino

O processo de producdo de bioetanol a partir dos residuos lignoceluldsicos
demanda a transformacdo da celulose em monOmeros de glicose e sua posterior
conversdo, por microrganismos (leveduras), em etanol. Entretanto, a celulose nativa
encontra-se protegida pela matriz estrutural lignina-carboidrato, de modo que a celulose
torna-se muito recalcitrante a ac@o hidrolitica, resultando em uma conversao lenta do
processo.

Para tanto serd necessario realizar um pré-tratamento do bagagco, de modo a
aumentar a exposicdo das fibras de celulose, tornando-as mais acessiveis aos agentes

hidroliticos enzimaticos.

3.7.1. Pré-tratamento acido
O pré-tratamento 4cido foi realizado com o objetivo de separar e solubilizar a

fracdo hemicelulésica do bagaco de sorgo sacarino, consequentemente, aumentar a

susceptibilidade da celulose para os processos de hidrélise sem afetar sua estrutura.
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O planejamento experimental utilizado para o pré-tratamento utilizado, foi o

fatorial, minimizando o nimero de experimentos, sendo 23 + 3 repeticdes no ponto

central, cuja as varidveis independentes foram, tempo de pré-tratamento, concentracao

de 4cido e temperatura. Para cada ensaio foi utilizado 5,00 g do bagago de sorgo

sacarino in natura € 50 mL de solu¢do de 4cido sulfirico (H2SO4) nas concentracdes

que variam entre 1,0 a 3,0%, ou seja, relacdo de 1:10 (m/v), as temperaturas utilizadas

variaram entre de 80 a 120 °C e o tempo entre 60 a 120 min. Pode ser observado na

Tabela 3.1, os niveis reais e codificados para o planejamento do pré-tratamento acido.

Tabela 3.1. Niveis reais e codificados das varidveis de entrada no processo de pré-

tratamento acida.

Variaveis codificadas -1 0 +1
Tempo de pré-tratamento (min.) 60 90 120
Concentracdo do acido H2SO4 (%) 1,0 2,0 3,0
Temperatura (°C) 80 100 120

A Tabela 3.2, apresenta a matriz de planejamento experimental utilizado para o

pré tratamento acido (H2SOs4).

Tabela 3.2. Matriz de planejamento fatorial completo 2°+3 para pré-tratamento do

basgaco com 4cido sulftirico (H2SOy4).

Ensaios Concentr?;fl;) de acido Temlz(?gz)ltura Tempo gﬁi(:;posigﬁo
01 1,0 80 60
02 3,0 80 60
03 1,0 120 60
04 3,0 120 60
05 1,0 80 120
06 3,0 80 120
07 1,0 120 120
08 3,0 120 120
09 2,0 100 90
10 2,0 100 90
11 2,0 100 90
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ApO6s o tratamento, foi realizada a filtragem do material s6lido pré-tratado com
diferentes concentracdes de H2SOs4 e o licor coletado foi acondicionado em tubo
ependof contendo 2 mL e congelado a -4 °C para posteriores andlises. A fracdo sélida
foi lavada com 4gua destilada até atingir pH = 7 em seguida o mesmo foi colocado em
estufa a 105 °C por 24 horas para retirada da umidade e acondicionados em sacos
plastico lacrados e armazenados em caixa de isopor com silica gel para posterior
caracterizacao.

As respostas para o melhor tratamento no planejamento quanto as varidveis
tempo, concentracdo e temperatura serdo encontradas apds andlises feitas no licor dos
onze ensaios para cada variedade, em cromatografia liquida de alta eficiéncia CLEA

para identificar e quantificar os acucares (glicose, xilose e arabinose).

3.7.2. Pré-tratamento basico

O pré-tratamento acido resultard na remog¢ao da fracao hemiceluldsica, no entanto, a
lignina ainda presente no material pré-tratado acido impde restri¢cdes estruturais sobre a
celulase, ja que possibilita ligacdes improdutivas retardando o ataque enzimatico. Desta
forma a estrutura da lignina é modificada pela presenca de substancias alcalinas, um
pré-tratamento com hidréxido de sédio serd realizado nos bagagos de sorgo sacarino
previamente tratados com 4cido, com o objetivo de solubilizar a lignina presente no
material, sem causar danos a cadeia celuldsica para posterior processo enzimético.

Para o processo de deslignificacio do material lignocelulésico serd empregada a
técnica de extracdo alcalina. O produto do pré-tratamento 4cido, receberd um pré-
tratamento alcalino com diferentes concentragdes de hidroxido de sodio para a
solubilizacio da lignina.

Para o estudo de deslignificacdo serd utilizado um planejamento fatorial 23+3
repeticdes no ponto central, estudando as varidveis independentes como o tempo de pré-
tratamento, concentragdo de hidréxido de sédio e temperatura, totalizando onze ensaios.
Para cada ensaio sera utilizado 5,00 g da amostra de bagago pré-tratado com 4cido e 50
mL de solugdo de NaOH, ou seja, uma relacdo de 1:10 (m/V). Durante o processo as
concentracdes variaram de 1,0 a 4,0%, as temperaturas de 100 a 140°C e o tempo entre
60 e 120 min. Os referidos valores escolhidos seguem metodologia aplicada por Rueda

(2010) estudou aplicacdo de pré-tratamentos e hidolises em bagago de cana-de-acticar.
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no processo de pré-tratamento bdsico do material lignocelulésico.

Na Tabela 3.3 apresentam os niveis reais e codificados das varidveis de entrada

Tabela 3.3. Niveis reais e codificados das varidveis de entrada no processo de pré-
tratamento bésico (NaOH).

Variaveis codificadas -1 0 +1
Tempo de pré-tratamento (min) 60 90 120
Concentragdo do NaOH (%) 1,0 2.5 4.0
Temperatura (°C) 100 120 140

Pode ser observada na Tabela 3.4, a matriz do planejamento fatorial completo 2*

+ 3 pontos centrais para o pré-tratamento com hidréxido de sodio e as varidveis de

entrada, concentracao, temperatura e tempo.

Tabela 3.4. Matriz de planejamento fatorial completo 2° para o pré-tratamento com

hidréxido de sédio (NaOH).

Ensaios Concentracao de base Temperatura Tempo
(%) (°C) (min)
01 1,0 100 60
02 4,0 100 60
03 1,0 140 60
04 4,0 140 60
05 1,0 100 120
06 4.0 100 120
07 1,0 140 120
08 4,0 140 120
09 2,5 120 90
10 2,5 120 90
11 2,5 120 90

Ap6s o pré-tratamento dcido seguido de base, foram determinadas nos licores as

concentracdes dos acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE, para

identificacdo do ensaio com melhor resultado do pré-tratamento.

Para otimizacdo das condi¢Oes utilizadas nos resultados dos pré-tratamentos

acido e basico, serd utilizado programa STATSOFT, Inc. Statistica (data analysis
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software system), version 8.0, de forama a seguir metodologia descrita por
RODRIGUES e IEMMA (2005).

Os processos de pré-tratamentos 4dcido e dcido seguido de base foram realizados
em reator pressurizado da marca Parr (Figura 3.9) com controle de temperatura
MAITEC modelo FE50RO, com capacidade de 750 mL.

Figura 3.9. Reator pressurizado

Fonte: Autor (2017)

3.7.3. Caracterizacao dos licores pré-hidrolisados

3.7.3.1. Determinacao da concentracio de aciicares

A determinacdo dos teores de agucares nos licores dos bagacgos pré-tratados
foram realizadas no Laboratério de Engenheira de Alimentos - PPGCTA/UFPB, por
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) equipado com uma bomba modelo
ProStar 210 (Varian); injetor manual com loop de 20uL; detector de indice de refracdo
modelo ProStar 356 (Varian); coluna analitica de aco inox Hi-Plex H (300 mm x 7,7
mm; Varian); temperatura da coluna de 60 °C; utilizando como solvente uma solucio
0,005 mol.L"! de 4cido sulfirico (H2SO4) 2 uma vazao de 0,6 mL.min™, pressdo maxima
de 1.000 psi e tempo de andlise: 15 min. As amostras foram previamente diluidas e
filtradas em filtro “Sep-Pack” C18 (Millipore) e em membrana de acetato de celulose

ME?25 com 0,45 e 0,25 uL D13 mm segundo metodologia descrita por NREL (2008b).
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3.8. Hidrolise enzimatica

3.8.1. Determinacio da atividade enzimatica

A atividade enzimdtica foi desenvolvida seguindo a metodologia proposta por
Ghose (1987), medindo a atividade celulolitica em torno das unidades de papel filtro por
mililitro da solu¢do enzimadtica original.

Serdo adicionados aos tubos de ensaios, 50 mg de substrato (papel filtro
qualitativo de 80 g m?; cinza 0,0005 g; permeabilidade ao ar: 3 L sTm?e porosidade da
maioria dos poros em 8 um), 1 mL do tampao citrato de sédio (50 mM, pH =4.,8) e 0,5
mL da enzima diluida. Os tubos controles de enzima ndo terdo substrato e o tubo
controle do substrato nio terdo a enzima. Os tubos padrdes de glicose terdo 0,5 mL de
diluicao de glicose e 1 mL do tampdo. Os tubos serdo incubados em banho termostético
a 50 °C por 60 min. Apds o periodo de incubagdo, serdo adicionados 3 ml do acido
dinitrossalicilico (DNSA) para interromper a reagdo enzimdtica. Para dosagem dos
acucares redutores totais, os tubos serdo colocados exatamente por 5 min em banho-
maria. A leitura da absorbancia da amostra serd realizada em um espectrofotometro UV-
Vis em comprimento de onda de 540 nm.

Ao usar a curva de calibrac@o da glicose serd possivel determinar a concentracao
de glicose liberada em cada reacdo enzimatica. A concentracdo da enzima foi estimada
para 2 mg de glicose liberada durante a reagdo enzimética (definicdo de Filter Paper
Unity - FPU), através da equacdo da reta entre as concentragdes de glicose apds cada

reacdo e os logaritmos das respectivas dilui¢des da enzima (GHOSE,1987).

3.8.2. Procedimento de hidroélise enzimatica

Na hidrélise enzimética dos bagacos de sorgo sacarino das cultivares BRS506 e
IPA EP17 serdo realizados ensaios com o auxilio de um planejamento fatorial 2> + 3
pontos centrais, verificando as influéncias das varidveis de entrada; carga enzimética e
porcentagem de massa seca do sorgo por volume reacional no aumento da concentra¢ao
de glicose na solucao.

A hidrdlise serd realizada em Erlenmeyers de 250 mL contendo separadamente
os bagacos de sorgo sacarino das cultivares BRS506 e IPA EP17 apds pré-tratamento

acido seguido de bdsico, o extrato enzimdtico e a solucdo tampao citrato de soédio (pH
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4,8), B-glicosidase (novozym) e antibiotico (tetraciclina) nas condicdes do planejamento
experimental para hidrdlise dos bagagos pré-tratados &4cidos seguidos de bdsico,
mantidas em uma incubadora shaker (modelo SP - 223) sob agitacdao de 150 rpm e
temperatura de 50 °C durante 72 horas.

Foi realizado um planejamento 22+ 3 pontos centrais, conforme a Tabela 3.5,
que apresenta os niveis das varidveis de entrada reais e codificados.

Tabela 3.5. Valores reais e codificados das varidveis avaliadas no processo da hidrélise
enzimatica.

Variaveis codificadas -1 0 +1
Carga enzimdtica (FPU g) 10 17,5 25
Massa sorgo/extrato enzimético (g mL™) 2 3 4

A Tabela 3.6, apresenta a matriz do planejamento experimental fatorial completo
22 hd ,1. . P . . ., P d d
para hidrélise enzimdtica com seus respectivos ensaios e varidveis independentes.

Tabela 3.6. Matriz do planejamento experimental para hidrélise enzimatica.

Ensaio Varidveis independentes
Relacao Carga enzimatica
solido/liquido
1 2(-1) 10 (-1)
2 4 (+1) 10 (-1)
3 2(-1) 25 (+1)
4 4 (+1) 25 (+1)
5 3(0) 17,5 (0)
6 3(0) 17,5 (0)
7 3(0) 17,5 (0)

Os valores escolhidos para os niveis reais das varidveis carga enzimatica e
relacdo massa seca dos bagacos por volume reacional foram definidos conforme
metodologia utilizada por Silva et al. (2010) estudando hidrélisado enzimatica em palha
de cana-de-agucar.

Para o acompanhamento da cinética da hidrdlise enzimdtica e assim obter as
melhores condi¢des para a obtencdo da méxima concentracdo de glicose, foram

coletadas amostras em tempos entre 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas.
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3.8.3. Quantificacao dos aciicares no licor hidrolisado

Para a determinagdo da concentracdo de glicose liberada pela B-glicosidase, foi
utilizada metodologia descrita por (Trinder, 1969), e utilizada por Vasconcelos (2012)
em trabalho de pré-tratamentos hidrotérmico e com dcido fosférico diluido em bagaco
de cana-de-aguicar para aplicacdo em biorrefinarias. Utilizou-se um kit de andlise de
glicose (Reagente GOD-POD, Biosystems), o qual se baseia na reacdo das enzimas
glicose oxidase e peroxidase. A glicose oxidase catalisa a oxida¢do da glicose de acordo
com a seguinte reacdo. Equacdo 9.

GOD
Glicose + 02+ HHO —— Acido gluconico+H20> 9)

Por sua vez, o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e
fenol, sob a acdo da enzima peroxidase. O produto final dessa reacdo ¢é a
antipirilquinonimina de coloragdo vermelha, cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra. Tal reacdo estd representada a seguir. Equacao 10.

POD
2H>0; + 4-aminoantipirina + fenol ——— Antipirilquinonimina + 4H>,O (10)

A glicose produzida foi determinada pela adicdo da solucdo diluida em 1:1 nos
volumes de 0,01 mL contendo a amostra hidrolisada para 0,01 mL de dgua deionizada
em tubos contendo 1,0 mL do reagente GOD-POD. Os tubos foram incubados em
banho termostatico a 37 °C, durante 10 min. As leituras das absorbancias foram feitas
em espectrofotometro a 505 nm. A determinacdo da concentragdo de glicose liberada
em cada reacdo enzimdtica foi realizada através da utilizacdo de uma curva padrdo de

glicose.
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A Figura 3.10 apresenta o fluxograma das etapas do processo para obtencao

biotecnoldgica do etanol de 2* geragdo proveniente do bagaco do colmo das diferentes

variedades de sorgo sacarino.

Figura 3.10. Fluxograma de produgdo biotecnoldgica para etanol de 2* geracdo.
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Fonte: Autor (2017)
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4. Resultados - Biomassa sorgo sacarino

No presente capitulo caracterizagdo da biomassa, serd descrito os resultados dos
dados agrondmicos do sorgo sacarino, das caracteriza¢des da biomassa caldo do sorgo
sacarino e da biomassa lignocelulésica do colmo do sorgo sacarino para todas as

variedades estudadas no presente trabalho.

4.1. Caracterizacao agronomicas do sorgo sacarino

A Tabela 4.1 apresenta os resultados dos dados agrondmicos encontrados nas
diferentes cultivares de sorgo sacarino.
Tabela 4.1. Resultados para produ¢do de matéria verde (PMV), producdo de matéria

seca (PMS) e eficiéncia de extracdo de caldo (EEC) nas diferentes cultivares de sorgo

sacarino.

Variedade PMYV (t ha) PMS (t ha!) EEC (%)
BRS506 63,9 +0,17 ab 17,76 = 0,24 bc 46 £ 0,07 a
IPA 2502 39,5+0,68 ¢ 11,58 £ 0,02 ¢ 32+0,12 ab
IPA EP17 79.7+0,29 a 30,1 +0,12 a 30 +£0,75 ab
IPA P222 58,6 + 0,46 bc 21,5+0,11 ab 38 £ 0,35 ab
IPA P134 52,8 £0,24 bc 15,7 £ 0,01 bc 36 +0,10 ab
IPA P228 53,3 +0,25 bc 16,7 + 0,08 bc 39.1 +£0,10 ab
IPA SF15 67,8 +0,25 ab 24,1 +0,10 ab 14,8 +0,25¢

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para os valores obtidos, realizou-se o teste estatistico de Tukey, com ele foi
possivel analisar as médias com diferencas significativas para um intervalo de confianca
de 95%.

Os resultados encontrados para producdo de matéria verde (biomassa total) nas
variedades pesquisadas que obtiveram os maiores valores foram; BRS506, IPA EP17 e
IPA SF15, com produgdo em (tha') 63,9; 79,7 e 67,8 respectivamente, resultados estes
proximos aos encontrados por Gomes et al. (2008) que ao avaliarem producdo de

matéria verde em sorgo sacarino encontraram valores entre 62,2 a 75,7 t ha'.
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Entre as variedades trabalhadas que obtiveram os maiores valores para producao
de matéria seca em t ha™! foram as IPA EP17 e IPA SF15 com valores entre 30,1 + 0,12
e 24,1 £ 0,10, respectivamente, resultados estes proximos aos encontrados por Oliveira
(2014) que estudando 65 progénies de sorgo sacarino, obteve em 10 variedades
pesquisadas uma produgio média entre 37,6 e 30,1 t ha'! de matéria seca. Os dados
encontrados por Silva Filho et al. (2006), que ao trabalharem com variedades de sorgo
sacarino SF15 e IPA 467-4-2 registraram valores em torno de 35 t ha'! sendo estes
superiores aos encontrados neste trabalho.

Para os dados relativos a eficiéncia de extragdo do caldo (%) os valores que se
destacaram no presente trabalho foram nas variedades BRS506, IPA P228, IPA P222 e
IPA P134 com os valores entre 46 + 0,07; 39 + 0,10; 38 + 0,35 ¢ 36 += 0,10
respectivamente, valores estes proximos aos encontrados por Tabosa et al. (2010) ao
trabalharem com as variedades de sorgo sacarino SF 15 e Theis no sertdo do Sao
Francisco em Canindé-SE, apresentaram eficiéncia de extracdo de caldo entre 40 e 53%
respectivamente.

Pode ser observado na Tabela 4.2, os resultados agrondmicos das variedades de
sorgo sacarino quanto a: producio de colmo na colheita (PCL), s6lidos soluveis totais
(°Brix) acticares redutores totais (ART) e Etanol teérico (ET) encontrados nas diferentes
cultivares de sorgo sacarino.

Tabela 4.2. Dados para produ¢do de colmo na colheita (PCL), s6lidos soliveis totais
(°Brix) acucares redutores totais (ART) e etanol tedrico (ET) nas diferentes cultivares de

SOrgo sacarino.

VARIEDADE PCL SST ART ET
(tha™) (°Brix) (gL" gL"

BRS 506 37,3+0,14ab  12,3+0,08ab 54,66 £0,88cd 35,40 £ 0,94d
IPA 2502 14,6 £+ 0,46 d 5,1+0,10c 39,73+042d 25,73 +£0,94e
IPA EP17 419 +0,68 a 16,8 +£0,40a 5543+092cd  3590=+1,2d
IPA P222 355+£0,06ab 148+0,11ab 67,86+0,81c 55,71 £0,81c
IPA P134 26,5+0,25bcd  7,1£0,01c 176 £ 0,98 a 114,01 £ 0,81a
IPA P228 29,6 £0,38 bcd 9,2 +£0,01 abc 117+0,56 a 96,06 + 0,81b
IPA SF15 40,2+0,13a 13,6 £0,27 ab 62,21 +0,7¢ 40,29 + 1,24cd

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Para os valores obtidos, realizou-se o teste estatistico de Tukey, com ele foi
possivel analisar as médias com diferencas significativas para um intervalo de confianca
de 95%.

Os resultados que se destacaram para producdo de colmo na colheita foram
observados nas variedades IPA EP17, BRS506, IPA P222 e IPA SF15 com valores
entre 41,9 + 0,68; 37,3 £ 0,14; 35,5 + 0,06 e 40,2 + 0,13 t ha™! respectivamente, dados
estes proximos aos encontrados por Oliveira (2014) que ao trabalhar com 37 progénies
de sorgo sacarino no municipio de Vitéria de Santo Antdo, PE, obteve médias 34,8 a
54,2 tha'l. Nagai (2012) estudando cultivares de sorgo sacarino IPA 467-4-2, BRS506 e
SF 15 em Itambé-PE avaliando diferentes épocas de plantio, obteve producdo de colmos
em 11,6; 5,93 e 6,65 t ha'! respectivamente, obteve menores valores quando comparados
com este trabalho.

Os melhores resultados encontrados para SST (°Brix) na colheita foram
observados nas variedades IPA EP17, IPA P222, IPA SF15 e BRS506 com valores
entre 16,8 £ 0,40; 14,8 £ 0,11; 13,6 £ 0,27 e 12,3 + 0,08, SST (°Brix), respectivamente,
sendo estes valores proximos aos encontrados por Tsuchihashi e Goto (2004) ao
trabalharem com a cultivar de sorgo sacarino Wray, obtiveram valor de 15,6 SST
(°Brix) na colheita. Pereira Filho et al. (2013), avaliando as cultivares BRS 501 e BRS
505, encontraram valores entre 16,04 e 15,93 °Brix, respectivamente.

Para os valores referentes aos acticares redutores totais (ART) as variedades IPA
P134, IPA P228, IPA P222 e IPA SF15 apresentaram respectivamente 176, 117, 67,86 e
62,21 g L'! resultados estes préximos aos encontrados por Dutra et al. (2011) que ao
trabalharem com 10 variedades de sorgo sacarino encontraram uma média para aguicares
redutores totais entre 64 a 165 g L.

Os resultados que se destacaram para etanol tedrico neste trabalho foram para as
variedades IPA EP17, IPA SF15, IPA P222 e BRS506 com os valores variando de
4.668 + 1,2:3.822 + 1,24: 3.710 £ 0,81 e 3.467 + 0,94 L ha’! respectivamente, valores
estes proximos aos encontrados por Pacheco et al. (2014) que ao pesquisarem valores
para etanol téorico em variedades de sorgo sacarino BRS511, BRS509, BRS508 e
BRS506 obtiveram os seguintes resultados 4.352,51, 3.695,64, 3.506,07 e 2.062,35.
Zhao et al. (2009) ao avaliarem trés épocas de corte em cinco cultivares de sorgo
sacarino, apds o florescimento, obtiveram rendimentos de etanol tedrico entre 1.281 e

5414 Lha’.
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Em trabalho desenvolvido por Reddy (2005) estudando os comparativos entre
cana-de-agticar e sorgo sacarino, para produtividade de colmo na colheita (t ha™!) foram
encontrados para sorgo sacarino valores entre 35 a 70 t ha'! e para cana de agticar entre
75 290 t ha'!, nos valores para producio de etanol teérico (L ha™!) para sorgo sacarino
foram observadas as variagdes entre 1.500 a 5.600 L ha! e para cana de agticar 5.600 a

6.500 L ha''.

4.2. Caracterizacao dos caldos dos colmos do sorgo sacarino

Pode ser observado na Tabela 4.3 a caracterizacdo da matéria prima (caldo)
apo6s colheita para producdo de etanol de 1* geracdao, em SST (°Brix), pH e acucares
redutores totais (ART) das amostras de caldo in natura das cultivares BRS 506, IPA
2502, IPA EP17, IPA P222, IPA P134, IPA P228 e IPA SF15.

Tabela 4.3. Composi¢do do caldo do colmo das diferentes cultivares de sorgo sacarino

in natura.
Cultivares SST (%) pH ART (gL
BRS506 12,20+0,45 ab 5,33+0,004 a 82,06+0,16 abc
IPA P2502 6,25+0,35 ¢ 5,34+0,01 a 49,00+0,13 d
IPA EP17 11,70+0,57 ab 5,37+0,11 a 90,08+0,15 ab
IPA P222 10,26+0,46 b 5,19+£0,01 a 72,03%0,7 abed
IPA P134 10,66+0,0 ab 5,36+0,12 a 58,75+0,15 bed
IPA P228 8,00+£0,01 ¢ 5,25+0,08 a 53,90+0,94 cd
IPA SF15 12,70+0,02 a 5,21+0,02 a 99,64+0,12 a

*As médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os valores obtidos, realizou-se o teste de Tukey, sendo possivel analisar se
as médias que apresentam diferencas significativas para um intervalo de confianca de
95%.

Os resultados que se destacaram para SST (°Brix) neste trabalho estdo presentes
nas variedades IPA SF15, BRS506, IPA EP17, IPA P134 e IPA P222 com os valores
respectivamente entre 12,70 + 0,02; 12,20 + 0,45; 11,70 + 0,57 e 10,66 + 0,0;
10,26+0,46%, sendo proximos aos encontrados por Dutra et al. (2011) que ao
trabalharem com 10 variedades de sorgo sacarino, obtiveram nos caldos in natura
médias para SST (°Brix) entre 9,8 e 18,1. Ja Pacheco et al. (2014) ao pesquisarem cinco

variedades de sorgo sacarino, obtiveram valores respectivamente para SST (°Brix) entre
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12,50 e 17,10%, valores estes acima dos obtidos neste trabalho por causa da colheita ter
ocorrido no periodo de verao.

Os valores obtidos de pH na caracterizaciao dos caldos in natura nas variedades
de sorgo sacarino variaram entre 5,19 e 5,37, tais valores sdo proximos aos encontrados
por Ferreira (2014) que ao trabalhar com caldo de sorgo sacarino e de cana-de-agucar,
encontrou médias de pH para ambos entre 5, 27 e 5,36, ja Dutra et al. (2011) em
pesquisa desenvolvida com caldo de sorgo sacarino, encontraram médias entre pH 5,3 a
5,44.

Os resultados que se destacaram entre as cutltivares na caracterizagdo para
acucres redutores totais (ART) nos caldos in natura estdo presentes nas variedades IPA
SF15, IPA EP17, BRS 506 e IPA P134 com valores variando entre 99,64 + 0,12; 90,08
+0,15; 82,06 £ 0,16 € 72,03 £ 0,7 g L! respectivamente, estes resultados sdo proximos
aos encontrados por Pacheco (2012) que ao trabalhar com cinco cultivares de sorgo
sacarino da EMBRAPA obtiveram valores para ART variando entre 169 a 87,55 g L.
A caracterizacdo do caldo apds pré-tratamento térmico apresenta valores diferentes dos
dados obtidos nos calados in natura, observados na Tabela 4.4 valores de SST (°Brix),
pH e acucares redutores totais (ART) e os respectivos desvios analisados a partir das
amostras dos caldos das cultivares BRS506, IPA SF15, IPA P228, IPA P134, IPA P222,
IPA 2502 e IPA EP17.

Tabela 4.4. Composicdo do suco do colmo das diferentes cultivares de sorgo sacarino
pré-tratado termicamente.

Cultivares SST (%) pH ART (gL

BRS506 11,8 £0,92 a 5,35+£0,03 a 94,70 + 0,64 bc
IPA P2502 6,5+0,7¢c 5,44 £0,01 a 64,6 £0,87d

IPA EP17 11,3+£0,2a 5,39+0,0a 1277 £ 0,96 a
IPA P222 10,3 £0,57 ab 5,24 +£0,03 a 113,2 £ 0,48 ab
IPA P134 11,33 +£0,02 a 53+0,0a 78,86 £ 0,48 cd
IPA P228 8,16 £ 0,28 bc 5,31£0,01 a 83,88 £ 0,57 cd
IPA SF15 12,6 £0,04 a 5,23 +£0,04 a 1358 £0,15a

*As médias seguidas pelas mesmas letras na coluna’ ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para os valores obtidos, realizou-se o teste de Tukey, sendo possivel analisar as
médias que apresentam diferencgas significativas para um intervalo de confianca de 95%.

Apoés o pré-tratamento térmico € observado um acréscimo na concentracdo de
ART e SST (°Brix), por motivo da floculagdo e decantacdo dos coloides, ndo havendo
mudanca no pH do caldo do colmo do sorgo in natura e nem apds pré-tratamento.
Galdino et al. (2013) em pesquisa com caldo de sorgo sacarino pré-tratado
termicamente na variedade IPA 467-4-2 para obtencdo de aguardente, encontraram
valores de agucares redutores em 85,7 g.L‘l, SST (°Brix) no valor de 10,5% e pH
variando entre 3,6 e 5, valores estes proximos aos encontrados na Tabela 4.4 deste
trabalho.

Em pesquisa desenvolvida por Masson et al. (2015) avaliando a producdo de
bioetanol a partir da fermentacdo de caldo de sorgo sacarino e cana-de-agucar foram
encontrados valores iniciais para SST (“Brix) 19,23 ¢ ART (%) 15,20 para o sorgo
sacarino e para cana-de-acticar SST (°Brix) 21,23 e ART (%) 17,30 respectivamente.
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5. Producao de etanol de 1° geracao

5.1. Parametros cinéticos da fermentacao para etanol de 1 geracao

A Figura 5.1 apresenta os perfis da cinética de consumo de substrato limitante,
glicose, producdo de células e de etanol no processo de fermentacdo do caldo de sorgo

sacarino cultivar BRS506 para obtencdo de etanol de 1* geragao.

Figura 5.1. Perfil do consumo de substrato, producao de células e etanol, empregando
caldo de sorgo sacarino da cultivar BR506. Temperatura: 30 °C; velocidade de agitagdo:

150 rpm; pH: 5,35; X0: 3 g L.
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A concentracdo inicial de glicose e celular na fermentagcdo para variedade BRS
506 foram de 94,7 e 3 g LI, respectivamente. Observa-se que a redugio percentual de
acucares foi 99,16%, chegando ao final da fermentacdo em 48 horas com eficiéncia na
conversdo de etanol em 92,75% com uma producdo de etanol de 45,56 g L' e uma

concentragio celular de 12,87 g L.
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Encontra-se na Figura 5.2 os perfis da cinética de consumo de substrato
limitante, glicose, producdo de células e de etanol no processo de fermentacao do caldo

de sorgo sacarino cultivar IPA P134, para obtencao de etanol de 1* geracao.

Figura 5.2. Perfil cinético da produgdo de etanol e consumo de substrato, empregando
caldo de sorgo sacarino IPA P134. X: concentracdo celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L1
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A Figura 5.2 apresenta a concentracao inicial de glicose e celular no ensaio para
IPA P134 foram de 78,86 e 3 g L. Observou-se que a redugdo percentual de agticares
foi de 98,11%, chegando ao final da fermentacdo em 48 h com a eficiéncia na conversao
de etanol de 79,21% com producdo de etanol em 31,78 g L' e uma concentragiio celular

de 9,83 g L.
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Encontra-se na Figura 5.3 os perfis da cinética de consumo de substrato
limitante, glicose, producdo de células e de etanol no processo de fermentacao do caldo

de sorgo sacarino cultivar IPA SF15, para obten¢do de etanol de 1* geracdo.

Figura 5.3. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato, empregando
caldo de sorgo sacarino IPA SF15. X: concentracdo celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L.
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Pode ser observado na Figura 5.3, a concentragdo inicial da glicose e celular no
ensaio para IPA SF15 foram de 135,8 e 3 g L'!, observa-se que a reduciio percentual de
acucares foi 99,41%, chegando ao final da fermentagdo em 48 h com a eficiéncia na
conversdo em etanol de 81,12% com uma produ¢io em etanol de 55,72 gL' e

concentragio celular de 9,83 g L.
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Encontra-se na Figura 5.4 os perfis da cinética de consumo de substrato
limitante, glicose, producdo de células e de etanol no processo de fermentacao do caldo

de sorgo sacarino cultivar IPA EP17, para obtencdo de etanol de 1* geracao.
Figura 5.4. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato, empregando

caldo de sorgo sacarino IPA EP17. X: concentragdo celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L1,
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A Figura 5.4, apresenta a concentracdo inicial da glicose e celular no ensaio para
IPA EP17 foram de 127,718 e 3 g L"!. Neste caso, observou-se que a redugio percentual
de acucares fo1 99,37%, chegando ao final da fermentagdo em 48 h com a eficiéncia na
conversdo em etanol de 69,35% com uma produgio em etanol de 44,68 ¢ L'! e uma

concentragio celular de 7,97 g L.
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Podem ser observados na Figura 5.5 os perfis da cinética de consumo de
substrato limitante, glicose, produc¢do de células e de etanol no processo de fermentacao

do caldo de sorgo sacarino cultivar [IPA P2502, para obtencdo de etanol de 1? geracao.

Figura 5.5. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato, empregando
caldo de sorgo sacarino IPA P2502. X: concentracdo celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L1,
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Apresenta-se na Figura 5.5, a concentracdo inicial da glicose e celular no ensaio
para IPA P2502 foram de 64,6 ¢ 3 g L'!, pode ser observado que a redugio percentual
de acucares foi 93,38%, chegando ao final da fermentacdo em 48 h com a eficiéncia na
conversdo em etanol de 68,34% com uma producdo em etanol de 22,3 g L' e uma

concentragio celular de 7,97 g L.
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Os perfis da cinética de consumo de substrato limitante, glicose, produgdo de
células e de etanol no processo de fermentacido do caldo de sorgo sacarino cultivar IPA

P2502, para obtenc¢do de etanol de 1* geracdo, podem ser observados na Figura 5.6.

Figura 5.6. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato, empregando
caldo de sorgo sacarino IPA P222. X: concentracdo celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L1,
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Estdo presentes na Figura 5.6, a concentracdo inicial da glicose e celular no
ensaio para IPA P222 foram de 113,2 e 3 g L'!, nesta Figura observa-se que a reduco
percentual de acgucares foi 96,62%, chegando ao final da fermentacio em 48 h com a
eficiéncia na conversdo em etanol de 58,12% com uma produg@o em etanol de 33,53 g

L' e uma concentracdo celular de 6,98 g L.
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Os perfis da cinética de consumo de substrato limitante, glicose, producdo de
células e de etanol no processo de fermentacdo do caldo de sorgo sacarino cultivar IPA

P222, para obtenc¢do de etanol de 1* geracdo, podem ser observados na Figura 5.7.

Figura 5.7. Perfil cinético da producdo de etanol e consumo de substrato, empregando
caldo de sorgo sacarino IPA P228. X: concentra¢do celular; Temperatura: 30 °C;

velocidade de agitacdo: 150 rpm; pH: 5,3; Xo: 3 g L1
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De acordo com a Figura 5.7, a concentragdo inicial da glicose e celular no ensaio
para IPA P228 foram de 83,88 e 3 g LI, nesta Figura observa-se que a reducgio
percentual de acucares foi 94,52%, chegando ao final da fermentacdo em 48 h com a
eficiéncia na conversdo em etanol de 55,14% com uma produg@o em etanol de 22,81 g
L' e uma concentragio celular de 6,98 g L.

Podem ser observados em todos os casos, os parametros cinéticos e as diferencas
na concentracao inicial de acgicar nos caldos de sorgo (substrato) nas quatro primeiras
cultivares em que ocorreram um consumo de quase 100% dos agucares disponiveis em
um tempo de 48 h, apresentando a maior eficiéncia de conversdo obtida com a cultivar

BRS506 seguidas das demais cultivares IPA SF15; IPA P134, IPA EP17 e IPA 2502,

84



nas Figuras 5.5; 5.6 e 5.7 que apresentam os parametros cinético para as variedades IPA
P2502, IPA P222 e IPA P228 obtiveram os menores resultados na producgdo de etanol.
A Tabela 5.1 apresenta os dados obtidos para os parametros cinéticos de
fermentagdo do suco das diferentes variedades de sorgo sacarino; fator de conversio de
substrato em célula (Yx/s), eficiéncia de conversdo de agucar em etanol (ECA),
concentra¢do de etanol P (g L'!); produtividade volumétrica de etanol, Qp (g L' h')

rendimento de etanol por grama de acgticar consumido (Yp/s).

Tabela 5.1. Parametros da fermentacdo do suco das diferentes variedades de sorgo apds
48 h de fermentacao

Y

Cultivares Y,/ ECA (%) P(gL?) Qp (gL'h p/s
BRS506 0,10 94,7+0,21a 4546+1,57ab 0,94 £ 0,32ab 0,48+0,0a
IPA 2502 0,07 46,4+0,84ab 22,3+0,13c 0,46 £ 0,02c 0,37 £0,0 ab
IPA EP17 0,03 93,0+£0,66ab 44,6+0,18ab 0,93 +£0,03ab 0,35 +0,0 ab
IPAP222 0,03 69,8+0,10b 33,57+0,67bc 0,69 +0,14bc 0,30 £ 0,0 abc
IPAP134 0,08 66,2+0,59ab 31,78 +0,28bc 0,66 +£0,05bc 0,41 £0,0 ab
IPAP228 0,06 475+£0,37b 22,81 +0,58¢ 0,47 £0,12c 0,28+0,0c
IPASF15 0,04 81,1 +£0,87ab 55,72 +0,24a 1,16 £ 0,04a 0,48 £0,0 ab
Média 0,06 72,0+£0,52 36,60 £ 0,52 0,76 £ 0,10 0,36 £0,0

*As médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; Yx/s - Fator de conversdo de substrato em célula; ECA -
Eficiéncia de conversdo de aguicar em etanol; p - Concentra¢do de etanol (g L'); Qp — Produtividade
volumétrica de etanol (g L' h'!); Yp/s - Rendimento de etanol por grama de agticar consumido.

Para o fator de conversdo de substrato em célula (Yy/s), os valores que se
destacaram neste trabalho encontram-se nas variedades BRS506, IPA2502, IPA P134 ¢
IPA P228. Stropa et al. (2009) trabalhando com parametros cinéticos em leveduras de
alambique, observaram valores para os fatores de conversdao de substrato em célula na
linhagem de levedura RMO1 os niveis entre 0,041 ¢ 0,044 g g’

Pode ser observado nos parametros cinéticos, as diferencas na concentracao
inicial de agucares nos caldos de sorgo (substrato) nas quatro primeiras cultivares em
que ocorreram um consumo proximo a 100% dos acucares disponiveis em um tempo de
48 horas, mostrando a maior eficiéncia de conversdo obtida com a cultivar BRS 506
seguidas das demais cultivares IPA SF15; IPA P134, IPA EP17 e IPA 2502 e as
variedades IPA P222 e IPA P228 obtiveram os menores resultados na producdo de

etanol.
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Yuvraj et al. (2013), empregando caldo de sorgo sacarino suplementado com
peptona, extrato de levedura e MgSO4, obteve, em 24 h, rendimento de 79% em
fermentag¢do em Erlenmeyer e de 82% em biorreator.

As concentragdes de etanol neste trabalho, foram para as variedade BRS506,
IPA SF15, IPA P134, IPA EP17 e IPA 2502 com valores entre 92,75 + 0,21; 81,12 +
0,87; 79,21 £ 0,59; 69,35 £ 0,66 e 68,34 + 0,84% respectivamente € as menores
eficiéncias nas cultivares IPA P228 e IPA P222 com os valores em 55,14 + 0,37 e 58,12
+ 0,10% respectivamente, valores estes proximos aos pesquisados por Guigou et al.
(2011) em suco de sorgo sacarino que encontraram valores entre de 68 — 94%, Wu et al.
(2007) trabalhando com suco de sorgo sacarino para obtencdo de etanol encontraram
média de 92,45% e Dutra et al. (2011), trabalhando com 10 variedades de sorgo
sacarino, encontraram média 89%.

Os valores que se destacaram quanto aos parametros concentracdo de etanol,
estdo apresentados nas cultivares BRS506, IPA EP17, IPA P134 e IPA SF15 com
valores entre 45,46 + 1,57; 44,6 + 0,18; 33,57 £ 0,67; 31,78 £ 0,28 € 55,72 £ 0,24 g L}
respectivamente, valores estes baixos, quando comparados com os encontrados por
Dutra et al., (2011) que ao trabalharem com as variedades de sorgo sacarino Willey,
Wray e BRS506 para obtengdo de etanol de 1* geracdo encontraram concentracdes de
etanol 64,77; 59,10 e 59,07 g L, respectivamente.

Os valores para produtividade volumétrica nas cultivares BRS506, IPA 2502,
IPA EP17, IPA P222, IPA P134, IPA P228 e IPA SF15 com os valores entre 0,94 +
0,32; 0,46 + 0,02; 0,93 + 0,03; 0,69 + 0,14; 0,66 + 0,05; 0,47 £0,12e 1,16 £ 0,04 g L~
L h! respectivamente, sdo préximos aos encontrados por Chuck-Hernindez et al.
(2012), que trabalhando com fermentacao de caldo de sorgo sacarino, encontraram para
produtividade volumétrica valores entre 0,832 e 0,428 g L''.h"! e Yuvraj et al. (2013),
encontraram valor acima dos encontrados nesta pesquisa, empregando caldo de sorgo
sacarino suplementado com peptona, extrato de levedura e MgSQs4, obteve, em 24 h,
produtividade méxima de 3,2 g L h! etanol.

Os rendimentos de etanol por grama de acucar consumido (Yp/s) com maiores
valores estdo apresentados nas cultivares BRS506, IPA 2502, IPA EP17, IPA P134 e
IPA SF15 em 0,47 = 0,02; 0,35 + 0,04; 0,35 + 0,00; 0,40 £ 0,03 e 0,41 = 0,04
respectivamente, valores estes proximos aos pesquisados por Trupia et al. (2013) que

ao trabalharem com caldo de sorgo sacarino na concentragdo de 13,7% de acucares
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redutores obtiveram rendimento de aproximadamente 89%, com rendimento de etanol

por grama de agucar consumido na fermentacdo em 0,44; 0,38 e 0,40.

5.1.1. Velocidade maxima do crescimento microbiano para etanol de 1* geracdo

Na Tabela 5.2, estdao descritos os dados obtidos para os parametros cinéticos de

fermentagdo do suco das diferentes variedades de sorgo sacarino, avaliando velocidade

méxima pm (h™).

Tabela 5.2. Parametros cinéticos de fermentacdo do suco das diferentes variedades de
sorgo sacarino, avaliando velocidade maxima pm (h'!).

Cultivares um (h'1)
BRS506 0,033
IPA 2502 0,022
IPA EP17 0,022
IPA P222 0,023
IPA P134 0,021
IPA P228 0,019
IPA SF15 0,019
Média geral 0,018

Observa-se nas figuras presentes no Apéndice Al a A7, as velocidades

especificas do crescimento microbiano para producgdo de etanol de 1* geragao.

As velocidades de crescimento microbiano nas variedades de sorgo sacarino

BRS506, IPA P2502, IPA EP17, IPA P222 e IPA SF15, obtiveram valores que se

destacaram entre 0,033; 0,022: 0,022 e 0,022 h’! respectivamente, valores estes

préoximos aos encontrados por Toniato (2013), que ao trabalhar com quatro linhagens de

leveduras em caldo de cana-de-agucar encontrou velocidades

microbiano entre 0,08 e 0,050 h™'.

de crescimento
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6. Potencialidades para etanol de 2* geraciao

Neste capitulo constam as caracterizagdes fisicas e quimicas dos bagacos das
diferentes cultivares nas condi¢des in natura, pré-tratado acido e bdésico, e hidrélise
enzimdtica para producdo de agucares fermentesciveis nas duas variedades de sorgo
sacarino BRS506 e IPA EP17 para producdo de etanol de 2* geracao.

A caracterizacdo fisico-quimica do material lignoceluldsico visa conhecer a
composi¢do do conteido estrutural vegetal a ser pesquisado, assim como conhecer a
distribuicdo granulométrica da biomassa, bem como grau de cristalinidade,
comportamento da degradacgdo térmica e a morfologia do material.

A Tabela 6.1 apresenta os valores para caracterizagdo lignocelulosica dos
colmos in natura nas diferentes cultivares de sorgo sacarino BRS506, IPA 2502, IPA
EP17, IPA P222, IPA P134, IPA P228 e IPA SF15, utilizando os parametros quanto a:

umidade, zas, extrativos, lignina, celulose e hemicelulose.

Tabela 6.1. Composicdo do material lignocelulésico do colmo das sete diferentes

cultivares de sorgo sacarino in natura.

B.
Cultivar Umidade Cinzas Extrativo Lignina Celulose Hemice- Massa
(%) (%) (%) (%) (%)  lulose (%) %)
(4

BRS506 8,79+0,59 4,60+x0,03 70415 2085+£086 406=+1,1 2236+0,84 104,2

IPA 2502 6,16+0,39 2,65+1,1 9,12+1,6 19,34+0,14 23,16+1,8 39,78+1,8 100,17

IPA EP17 6,63+048 447+0,07 10,70+09 1623+1,1 31,7+049 3034+14 100,07

IPAP134 926+0,12 455+091 11,69+14 12,69+046 3524+12 2560+1,4 99,05

IPA P228 929+048 4,07+094 980+14 1680+£092 41,07+1,6 2097+1,5 102

TIPA P222 9,39+096 4,04+044 1399+1 12,82 +1,21 25,07+09 37,03+£0,86 1023

IPA SF15 8,19+0,86 2,63+0,11 7,02+1,1 19.3+0,85 25,04+09 37,64+1,04 99,82

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Como pode ser visto na Tabela 6.1, caracterizagdo da composi¢ao
lignoceluldsica das sete diferentes cultivares de sorgo sacarino in natura, para o0s
parametros umidade, apresentam os mais baixos resultados nas variedades estudadas
IPA 2502, IPA EP17, BRS506 e IPA SF15 com os valores em 6,16 + 0,39; 6,63 + 0, 48;
8,79 £ 0,59 e 8,19 + 0,86 respectivamente, valores estes proximos aos encontrados por
Campos et al. (2015), que trabalhando com hidrélise do bagago de sorgo sacarino para
disponibilizag¢do de agucares fermentesciveis encontrou na amostra in natura valores de
6,44% de umidade, valores enstes diferentes quando comparados como os encontrados
por Barcelos et al. (2011), que ao estudarem o aproveitamento do sorgo sacarino para
producdo de bioetanol, encontraram um teor de umidade de 14,3%.

Para os valores obtidos para cinzas apds caracterizacdo da composi¢ao
lignoceluldsica nas variedades de sorgo sacarino in natura, os menores valores estao
apresentados pelas variedades IPA SF15 e IPA 2502 com valores entre 2,63 + 0 e 2,65 +
1,1% respectivamente, valores estes proximos aos encontrados por Oliveira et al. (2009)
que trabalhando com bagago de sorgo in natura lavado e ndo lavado encontraram
médias referente a cinzas entre 2,6 e 2,8%. Banerjee et al. (2010), trabalhando com
bagaco de cana-de-agucar encontraram 2 a 3%, valores esses proximos aos encontrados
nesse trabalho.

Os teores mais baixos de extrativos encontrados na caracterizacdo dos bagacos
das variedades de sorgo sacarino in natura BRS506 e IPA SFI15 apresentam valores
entre 7,04 + 1,5 e 7,02 £ 1,1% respectivamente, estes valores encontra-se abaixo quando
comparados com os encontrados por Philippini (2012) que ao trabalhar com cinco
variedade de cana-de-acucar, encontrou um percentual médio para extrativo entre 9 e
10% e ao comparar com os valores encontrados por Canilha et al. (2010) que
encontraram para extrativos bagaco de cana-de-agucar valores entre 8,7 € 9,38%. E ao
comparar com dados encontrados por Barcelos (2014) que estudando a fragcdo celulésica
do bagaco de sorgo sacarino, encontrou teores de extrativos na faixa de 42,04%, valor
esse acima dos encontrados no presente trabalho, podendo ser atribuidos a quantidade
de taninos, pigmentos, alcaldides, Oleos essenciais, resinas, graxas e também dos
acucares constituintes do caldo do sorgo, uma vez que apds a colheita desta graminea,
0s colmos passaram por um simples processo de moagem.

Para o teor de lignina encontradas nos bagagos de sorgo sacarino in natura, se
destacam os valores com menor concentracao nas variedades IPA P134 e IPA P222 com

percentual de 12,69 + 0,46 e 12,82 + 1,21% respectivamente, estes valores sao proximos
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aos encontrados por Khalil et al. (2015) que ao trabalharem com cinco variedades de
sorgo sacarino para determinar a evolucdo na producdo de etanol a partir do bagaco,
encontraram na matéria prima in natura, média para lignina entre 6,19 e 12,30%.

Os valores para celulose com maiores concentracdes foram encontrados nas
variedades in natura, IPA P228, BRS506, IPA P134 e IPA EP17 com percentual entre
41,07; 40,6; 35,24 e 31,70% respectivamente, resultados estes proximos aos
encontrados por Pacheco (2012) trabalhando com quatro gendtipos de sorgo sacarino
para a producdo de etanol celuldsico, encontrou valores na caracterizacdo material in
natura para celulose de 32,81 e 36,50%. Barcelos (2014) trabalhando com bagaco de
sorgo sacarino encontrou em sua pesquisa valores baixos para celulose entre 21,26%,
podendo ser explicado pelo alto teor de extrativos contidos no material.

As menores concentracdes de hemicelulose encontradas no bagaco de sorgo
sacarino in natura foram nas cultivares BRS506, IPA P222 e IPA EP17 com valores
entre 22,36 + 0,84; 20,97 = 1,5 e 25,60 £ 1,4% respectivamente, resultados estes
proximos aos encontrados por Philippini (2012), que avaliando bagaco de ¢cinco variedades
de cana-de-agucar encontrou um percentual de hemicelulose na caracterizacdo
lignocleuldsica variando entre 23 e 26%, e aos encontrados por Pacheco (2012) que
trabalhando com avaliacdo do bagaco de gendtipos de sorgo sacarino para a producdo
de etanol celuldsico, encontrou valores para hemicelulose que variaram entre 16,11 e

20,4%.
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6.1. Analise Granulométrica

Apds determinacdo das composicdes quimica das sete variedades de sorgo
sacarino, as cultivares BRS506 e IPA EP17 foram escolhidas para producdo de etanol
de 2* geragdo, variedades estas que apresentaram desempenho satisfatério na produgdo
de etanol de 1* geracdo. As andlises das distribui¢des granulométricas dos bagacos na
condic¢do in natura estdo apresentadas nas Figuras 6.1 para BRS506 (a) e IPA EP17 (b)

respectivamente.

Figura 6.1. Granulometrias dos bagacos in natura cultivares BRS506 (a) e IPA EP17 (b).
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Os didmetros de Sauter foram encontrados nas Figuras 6.1 (a) e (b) para os
bagacos de sorgo in natura BRS506 e IPA EP17, foram de 0,22 e 0,21 mm,

respectivamente.

Percebe-se que a maior concentracdo de particulas retidas na peneira 35 para

BR506 e na peneira 42 para IPA EP17.

Ap6s o pré-tratamento dcido seguido de bdsico nos materiais lignoceluldsicos
para produgdo de etanol de 2* geracdo das cultivares BRS 506 e IPA EP17, foram

obtidas distribui¢cdes granulométricas apresentadas na Figura 6.2 (c) e (d).
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Figura 6.2. Granulometrias dos bagagos pré-tratados acido e basico das cultivares

BRS506 (c) e IPA EP17 (d).
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Na Figura 6.2 (c) e (d), observou-se que houve uma diminuicao no tamanho das
particulas, ficando para o grifico (c) que corresponde a variedade BRS506, a maior
parte das particulas retidas nas peneiras 80, 100 mm e fundo, cujos percentuais foram
em torno de 10, 33 e 44% respectivamente, apresentando um didmetro de Sauter em
0,16 mm. Para o grafico (d) que corresponde a variedade IPA EP17, o percentual
maximo de material retido nas peneiras 65, 80, 100 mm e fundo, cujos percentuais
ficaram em torno de 8, 13,17; 37,6 e 31% respectivamente, apresentando um didmetro
de Sauter em 0,18 mm. Estes valores evidenciam a redu¢@o no tamanho das particulas
ap6s processo de pré-tratamento 4cido seguido de base, valores estes proximos aos
encontrados por Campos et al. (2015) que trabalhando com pré-tratamento de bagaco de
sorgo sacarino encontraram valores granulométricos do material in natura em 0,57 mm
e para material pré-tratado basico seguido de &acido em 0,18 mm, e em trabalho
desenvolvido por Morais (2010) estudando bagaco de cana-de-agicar para produgdo de
bioetanol de 2* geracdo, encontrou em pré-tratamentos valores entre para didmetro de
Sauter entre 2,5 e 1,1 mm nos bagagos in natura e pré-tratados, estes acima dos

encontrados no presente trabalho.
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6.2. Caracterizacao do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17

Estdo descritos na Tabela 6.2 os resultados obtidos para umidade, cinzas,
extrativos, lignina, celulose e hemicelulose caracterizados no bagaco da variedade do

sorgo sacarino IPA EP17 in natura, pré-tratada écido e 4cido seguido de base.

Tabela 6.2. Caracterizagdo fisico-quimica do bagaco de sorgo sacarino na variedade

IPA EP17 in natura, pré-tratado 4cido e 4cido seguido de base.

Parametros in natura Pré-tratado 4cido
Pré-tratado acido (%)

analisados (%) seguido de base (%)
Umidade 5,63 +0,39 4,26 + 0,28 5,18 £ 0,30
Cinzas 3,47 +£0,07 2,38 +0,11 2,41 +£0,23
Extrativos 10,7 £ 0,87 5,19+ 0,62 5,14+ 0,72
Lignina 18,23 £ 1,1 21,17 £0,42 13,74 £ 0,21
Celulose 31,70 £ 0,49 54,45 £0,75 60,42 £ 0,91
Hemicelulose 30,34+ 14 12,56 £ 0,51 12,22 £ 0,76
) 100 £ 0,86 100 £ 0,66 99,11 £0,72

Verificou-se na Tabela 6.2 que o teor de umidade, cinzas, extrativos e
hemicelulose foram reduzidos do material in natura apds as etapas de tratamentos acido
e bésico.

A umidade encontrada para o bagaco do sorgo sacarino IPA EP17 in natura foi
de 5,63 + 0,39%, ja para o bagaco tratado com 4cido foi de 4,26 + 0,28%, valores estes
proximos aos encontrados por Oliveira e Vasconcelos (2011), que estudando a
caracterizacao fisico-quimica do bagaco de sorgo sacarino para producao de etanol de 2°
geracdo, encontraram teor de umidade em 7,44. Barcelos (2012), estudando o
aproveitamento total do sorgo sacarino para producdo de bioetanol encontrou um teor de
umidade de 14, 3%, valor esse acima do encontrado neste trabalho.

O teor de cinzas encontrado para o bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 in natura
foi de 3,47 £ 0,07% e para o pré-tratado acido e basico foram entre 2,38 + 0,11; 2,41 +
0,23% respectivamente, valores estes reduzidos por haver solubilizacdo em torno dos
compostos minerais apds a etapa de pré-tratamento. Panagiatopoulos et al. (2010),
trabalhando com bagaco de sorgo sacarino, encontrou valor para cinzas de 3,7%.
Philippini (2012) encontrou para cinco variedades de cana-de-actcar in natura um

percentual em cinzas variando entre 0,58 a 0,80%.
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Para o teor de lignina e celulose ocorreram um aumento apds a etapa do pré-
tratamento acido, por causa da solubilizacdo da hemicelulose no bagaco, ja apds o pré-
tratamento acido segudo de bdsico houve acréscimo no percentual da celulose e uma
leve reducdo na hemicelulose em decorréncia da solubilizag¢do da lignina.

O teor de lignina encontrado no bagago de sogo sacarino variedade IPA EP17 in
natura foi de 16,23 £ 1,1%, e apds pré-tratamento dcido e bésico foram entre 21,17 +
0,42 e 13,74 + 0,21% respectivamente, ocorrendo um aumento na lignina, verificando
que a etapa de solubiliza¢do da hemicelulose a partir do pré-tratado dcido evidenciou o
teor de lignina e logo apds tratamento acido seguido de bésico para solubiliza¢do da
mesma ocorreu uma reducdo, valores estes proximos aos encontrados por Philippini
(2012) que estudando cinco variedades de bagaco de cana-de-agicar in natura
encontrou um percentual de lignina em torno de 20% e apds pré-tratamento acido e
basico, obteve valores em 15%. Pires et al. (2006) estudando bagaco de cana-de-acticar
pré-tratado encontrou valores para lignina entre 2,5 e 7,5%, estes abaixo dos
encontrados no presente trabalho.

O percentual de celulose encontrado no bagaco in natura de sorgo sacarino IPA
EP17 foi de 31,70 + 0,49% e apds o material passar pelos pré-tratamentos acido e
basico houve um aumento de 54,45 £+ 0,75 e 60,42 + 0,91%, mostrando que o processo
de solubilizacdo da hemicelulose e da lignina expds a celulose de uma forma efetiva,
valores etes proximos aos encontrados por Oliveira e Vasconcelos (2011) trabalhando
com pré-tratamentos da palha de cana-de-acucar para producdo de acucares
fermentesciveis, encontrou um percentual de celulose em 38,1% e para palha pré-tratada
acida encontrou percentual em 59,1% de celulose total e ap6ds tratamento acido seguido
de basico 62,19%, Philippini (2012) pesquisando bagaco de cinco variedades de cana-
de-agucar para producdo de bioetanol, encontrou um percentual de celulose total de
40% no material in natura e 75% de celulose total apds pré-tratamento dcido seguido de
base.

A hemicelulose encontrada nesse trabalho para bagagco de sorgo sacarino IPA
EP17 in natura foi de 30,34 + 1,4% e para o bagaco ap0s pré-tratamento acido e acido
seguido de bdsico foram 12,56 + 0,51 e 12,22 + 0,76% respectivamente,0 processo
mostra que a hemicelulose no bagaco foi solubilizada havendo redugcdo da mesma,
resultados préximos aos encontrados por Bernardino et al. (2012) que ao trabalharem
com vinte e cinco variedades de sorgo sacarino in natura encontrou uma variagao para

hemicelulose entre 17 a 24% e apds pré-tratamento o teor foi reduzido de 11 e 12%.
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6.3. Caracterizacao do bagaco de sorgo sacarino BRS506

Encontra-se descritas na Tabela 6.3, a caracterizacdo do sorgo sacarino da
variedade BRS506 nas concig¢des in natura, pré-tratada dcido e dcido seguido de bdsico

quanto a: umidade, cinzas, extrativos, lignina, celulose e hemicelulose.

Tabela 6.3. Caracterizacdo fisico-quimica do bagaco de sorgo sacarino na variedade

BRS506 in natura, pré-tratado 4cido e dcido seguido de bésico.

Parametros In natura Pré-tratado acido Pré-tratado acido
analisados (%) (%) seguido de base (%)
Umidade 7,79 £ 0,59 2,40 £ 0,76 4,54 £0,44
Cinzas 4,60 = 0,03 2,80+£0,2 2,85 £0,50
Extrativos 7,04 +1,5 4,69 + 0,23 4,60+0,11
Lignina 20,85 + 0,86 22,56 + 0,54 12,15+ 0,6
Celulose 40,6 + 1,1 61,11 £0,98 64,52 £ 0,82
H emicelulose 22,36 + 0,84 9,56 £0,75 10,35 £ 0,34
)y 103,2 + 0,90 103,1 £ 0,76 99,01 + 0,68

Podem ser observados na Tabela 6.3, os teores de umidade, cinzas, extrativos e
hemicelulose foram reduzidos do material in natura apds a etapa de tratamento 4cido e
acido seguido de bésico para solubilizacdo da hemicelulose e lignina.

O teor de umidade e cinzas encontrados para sorgo sacarino BRS506 in natura
foram 7,79 + 0,59% e apds pré-tratado 4cido e acido seguido de basico o percentual foi
de 2,40 + 0,76 e 4,54 + 0,44% respectivamente, para cinzas in natura 4,60 + 0,03% e
apo6s pré-tratamento dcido e dcido seguido de bésico foi de 2,08 £ 0,2 e 2,85 + 0,50%
respectivamente, valores estes proximos aos encontrados por Campos et al. (2015) que
trabalhando com hidrélise do bagaco de sorgo sacarino para disponibilizagdo de
aclcares fermentesciveis encontrou na amostra in natura valores de 6,44% de umidade
e pos tratamento dcido e basico encontrou percentuais de 5,11 e 5,51% respectivamente,
para cinzas in natura de 5,76% e ap0s tratamento acido e 4cido seguido de basico
valores de 5,25 e 5,12% respectivamente.

O teor de lignina encontrado no bagaco de sogo sacarino variedade BRS 506 in
natura foi entre 20,85 + 0,86% e apds pré-tratamento 4cido e 4dcido seguido de bdsico

foi de 22,56 + 0,54 e 12,15 + 0,6% respectivamente, ocorrendo um aumento de lignina
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observado na etapa de solubilizacdo da hemicelulose a partir do pré-tratado acido
evidenciando o teor de lignina e logo apds tratamento bdsico para solubilizacdo da
mesma ocorreu uma reducdo, valores estes proximos aos encontrados por Khalil et al.
(2015) que trabalhando com cinco variedades de sorgo sacarino para determinar a
evolucdo na producgdo de etanol a partir do bagaco, encontraram na matéria prima apds
pré-tratamento, valores médios para lignina entre 6,19 e 11,30% e Pires et al. (2006) ao
estudar bagaco de cana-de-actcar que apresentam teores de lignina entre 20 a 25%,
utilizando pré-tratamento em diversas concentracdes de NaOH, obtiveram valores para
lignina em 13; 13,5 e 14,5% respectivamente.

As concentracdes de celulose e hemicelulose encontradas para variedade BRS
506 nas condig¢des in natura foi entre 40,6 + 1,1% para celulose e 22,36 + 0,84% para
hemicelulose, apds pré-tratamento dcido o percentual de celulose teve um aumento para
61,11 = 0,98% e o teor de hemicelulose decresceu para 9,56 + 0,75%. Apds pré-
tratamento &acido seguido de bdsico o teor de clulose foi para 64,52 + 0,82 e o
percentual de hemicelulose para 10,35 + 0,34%, estes valores ao serem comparados
com os encontrados por Pacheco et al. (2012) que trabalhando com quatro genétipos de
sorgo sacarino para a producao de etanol celuldsico, encontraram valores proximos ao
deste trabalho, tanto na caracteriza¢do material in natura para celulose de 40,50; 32,81;
33,84; e 33,76% e para hemicelulose de 20,5; 16,11; 16,8 e 16,4%, obtendo valores

apos pré-tratamentos entre 60 a 54% de clulose € 6 a 8% de hemicelulose.
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6.4. Determinacao da cristalinidade por difracao de raios X (DRX)

Foram realizadas as andlises para difratograma de raios — X, nos bagacos de
sorgo sacarino das variedades IPA EP17 e BRS506 nas condi¢des in natura e pré-
tratados 4cido e 4cido seguido de bdsico, para obter os indices cristalinidade para cada

material.

A Figuras 6.3 mostra os difratogramas de raios X, para os bagacos de sorgo

sacarino IPA EP17 in natura, pre-trtados 4cido e dcido seguido de base.

Figura 6.3. Difratograma de raios X dos bagacos da variedade IPA EP17 na condi¢do

in natura (a) e pré-tratado acido (b) e basico (c).

16000
14000 ~
12000 -
10000 +

8000 - a

6000 -

Intensidade

4000 - b

2000 +

—— Sorgo In Natura (a) —— Sorgo Pré-Tratado Acido (b) —— Sorgo Pré-Tratado Acido Seguido de Base (c)

Pode ser observado na Figura 6.3 os picos definidos da celulose cristalina nos
difratogramas de raios X dos bagacos da variedade IPA EP17 na condicdo in natura (a),

pré-tratado 4cido (b) e dcido seguido de bdsico (c¢). Segundo Zhao et al. (2009) a
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intensidade nos picos cristalinos ocorre por causa dos pré-tratamentos que fez a
remocdo da lignina e da hemicelulose as quais sdo estruturas amorfas, evidenciando a
celulose, a grande maioria dos pré-tratamentos expde a celulose e os picos cristalinos

existente na mesma.

A Figuras 6.4, apresentam os difratogramas de Raios - X, para os bagacos de

sorgo sacarino BRS 506 in natura, pré-trtados acido e acido seguido de bésico.

Figura 6.4. Difratograma de raios X dos bagacos da variedade BRS 506 na condi¢ao in

natura (d) e pré-tratado 4cido (e) e basico (f).
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A figura 6.4 apresentam os picos cristalinos nos difratogramas de Raios - X, para
os bagacos de sorgo sacarino BRS506 nas condi¢des in natura, pré-trtados acido e acido
seguido de bdsico, expondo a intensidade da celulose cristalina a cada etapa de pré-
tratamento. Segundo SIQUEIRA (2006) o aumento da cristalinidade ja € esperado, uma

vez que a remogdo através dos pré-tratamentos de grande parte da lignina e das

98



hemiceluloses, porcdo amorfa das fibras, permite um melhor empacotamento das

cadeias de celulose.

Os indices de cristalinidade para todas as amostras de bagacos, foram calculados
a partir da equacdo 10 do capitulo 3. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela
6.4, onde pode ser observado os indices nos bagagos para as variedades de sorgo
sacarino IPA EP17 e BRS506 nas condicdes in natura, pré-tratado acido e pré-tratado
acido seguido de bésico, que mostra uma melhor defini¢cdo nos picos da amostras pré-

tratadas e um aumento de intensidade apds cada tratamento.

Tabela 6.4. Indices de cristalinidade encontrados na celulose dos bagacos dos sorgos

sacarinos IPA EP17 e BRS 506 in natura e pré-tratados

Indice de Indice de Indice de
Cultivares cristalinidade (%) cristalinidade (%) cristalinidade (%)
in natura pré-tratado acido pré-tratado bésico
IPA EP17 31,25 53 75
BRS506 37,05 71,42 88,25

Os valores para difracdo de raio — X para as variedades IPA EP17 na condic¢ao in
natura, pré-tratado acido e acido seguido de bdésico, estdo apresentados na Tabela 6.4
com valores entre 31,25; 53 e 75% respectivaemente. Para variedade BRS506 os valores
para indice de cristalinidade encontram-se entre 37,05; 71,42 e 88,25%
respectivaemente, valores estes que apresentam o mesmo comportamento quando
comparado com os encontrados por Campos et al. (2015) trabalhando com pré-
tratamento de desliguinificacdo e solubilizacdo de hemicelulose em bagago de sorgo
sacarino para obter acucares fermentesciveis encontraram valores para indices de
cristalinidade em in natura 51,35%, desliguinificado 72% e apds solubilizacdo da
hemicelulose 73,75% respectivamente.

Segundo Trindade et al. (2005), a ndo diminuicdo da cristalinidade indica que o

processo ndo levou a degradagdo das cadeias de celulose.
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6.5.Caracterizacao térmica — (TG/DTG)

As andlises termogravimétricas foram realizadas com os bagacos das variedades
de sorgo sacarino IPA EP17 e BRS 506 nas condi¢des in natura, pré-tratado 4cido e
acido seguido de base, estando as curvas termogravimétricas (TG/DTG) apresentadas

nas Figuras para IPA EP17 - 6.5, 6.6 e 6.7 e para BRS 506 — 6.8, 6.9 e¢ 6.10

respectivamente.

6.5.1. Andlises termogravimétricas nos bagacos de sorgo sacarino IPA EP17

A Figura 6.5 apresenta as curvas (TG/DTG) do bagacgo de sorgo sacarino IPA EP17 in
natura, indicando a cada faixa de temperatura a perda de umidade e massa.

Figura 6.5. Curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 in natura

100 -2,0

\‘5,84%

135,69°C
90 109,13°C

80
70 —

60 —

S 410 &
© 50 g
40 -
30 - 363,962 L 65.45% 18,72% +-0,5
20 -
_ 856,39°C
10 4 :'/\ ________ - R v ——p———— ', Wy}
0 -— ¥ 11—
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

Analisando as curvas TG/DTG da Figura 6.5 para o bagaco do sorgo sacarino
IPA EP17 in natura, nota-se uma primeira perda de massa na faixa de temperatura entre
35,69 a 109,13 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de umidade do bagaco,
indicando um percentual de perda de massa em 5,84%. Em uma segunda etapa é
atribuida degradacdo da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo entre 109,13 a
363,96,88 °C, indicando 65,45% de perda de massa. A terceira etapa e ultima ocorreu a
degradacdo da lignina em uma faixa de temperatura de 363,11 a 856,39 °C, indicando

uma perda de 18,72% de massa.

Na Tabela 6.5, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do

bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 na condic¢ao in natuara.
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Tabela 6.5. Valores nas curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 na

condi¢do in natuara.

TG/DTG

Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes
Desidratagao 5,84% de perda
1 35,69 a 1091,13 de massa
Bagaco in 109,13 2 363,11 Decgmposu;ao da
natura 2 hemicelulose e  celulose
65,45% de perda de massa
3 363.11 a 856.39 Decomposi¢cdo da  lignina

18,72% de perda de massa

A Figura 6.6, apresenta as curvas (TG/DTG) do bagaco de sorgo sacarino IPA
EP17 para pré-tratado 4cido, indicando a cada faixa de temperatura a perda de umidade
€ massa.

Figura 6.6. Curvas TG/DTG apresentadas para o bagago de sorgo sacarino IPA EP17

pré-tratado acido
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As curvas TG/DTG da Figura 6.6 para o bagaco do sorgo sacarino IPA EP17
pré-tratado 4cido, € observado uma primeira perda de massa na faixa de temperatura
entre 31,14 a 112,6 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de umidade do bagaco,
indicando um percentual de perda de massa em 4,15%. Em uma segunda etapa &

atribuida degradagdo da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo entre 112,06 a
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398,16 °C, indicando 66,33% de perda de massa. A terceira etapa ocorreu a degradacio
da lignina em uma faixa de temperatura de 398,16 a 862,63 °C, indicando uma perda de
de massa de 21,23%.

Na Tabela 6.6, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do

bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 na condig¢do pré-tratado acido.

Tabela 6.6. Valores nas curvas TG/DTG do bagago de sorgo sacarino IPA EP17 na

condicdo pré-tratado acido

TG/DTG e

Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes

1 31142 112.6 Desidratagdao 4,15% de perda

de massa
Bagaco Pré- Decomposicao da
tratado acido 2 112,62 398,16 hemicelulose e celulose
66,33% de perda de massa
3 398,16 a 862,63 Decomposi¢cdo da  lignina

21,23% de perda de massa.

A Figura 6.7, apresenta as curvas (TG/DTG) do bagaco de sorgo sacarino IPA
EP17 pré-tratado acido seguido de bésico, indicando a cada faixa de temperatura a perda
de umidade e massa.
Figura 6.7. Curvas TG/DTG apresentadas para o bagaco de sorgo sacarino IPA EP17

pré-tratado acido seguido de bésico.
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Analisando as curvas TG/DTG da Figura 6.7 para o bagago do sorgo sacarino
IPA EP17 pré-tratado 4cido seguido de bdsico, nota-se uma primeira perda de massa na
faixa de temperatura entre 28,7 a 118,6 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de
umidade do bagaco, indicando um percentual de perda de massa em 5,20%. Em uma
segunda etapa ¢ atribuida degradacdo da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo
entre 118,6 a 495 °C, indicando 72,7% de perda de massa. A terceira etapa ocorreu a
degradacao da lignina em uma faixa de temperatura de 495 a 863,47 °C, indicando uma
perda de 13,56% de massa.

Na Tabela 6.7, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do

bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 na condic¢do pré-tratado 4cido seguido de basico.

Tabela 6.7. Valores nas curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 na

condic¢do pré-tratado acido seguido de basico.

TG/DTG

Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes
1 Desidratacdo 5,20% de perda
28,7a118,6
de massa
Bagaco Pré-
2 Decomposicao da
tratado acido
118,6 a 495 hemicelulose e celulose
seguido de
72,7% de perda de massa
basico ‘ o
3 Decomposi¢do da  lignina
495 a 863,47

13,56% de perda de massa.
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6.5.2. Andlises termogravimétricas nos bagacos de sorgo sacarino BRS506

A Figura 6.8 apresenta as curvas termogravimétricas (TG/DTG) do bagaco de
sorgo sacarino BRS 506 na condi¢do in natura, indicando a cada faixa de temperatura a

perda de umidade e massa.

Figura 6.8. Curvas termogravimétricas para bagaco de sorgo sacarino BRS506 in
natura
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Analisando as curvas TG/DTG da Figura 6.8 para o bagago do sorgo sacarino
BRS 506 in natura, nota-se uma primeira perda de massa na faixa de temperatura entre
36,5 a 120,11 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de umidade do bagaco, indicando
um percentual de perda de massa em 7,82%. Em uma segunda etapa € atribuida
degradacao da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo entre 120,11 a 321,15 °C,
indicando 66,98% de perda de massa. A terceira etapa ocorreu entre 321,15 a 849,97 °C,

indicando degradac¢do da celulose e lignina, uma perda percentual de massa em 20,65%.

Na Tabela 6.8, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do

bagaco de sorgo sacarino BRS 506 na condicdo in natuara.
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Tabela 6.8. Valores nas

condic¢do in natuara

curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino BRS506 na

TG/DTG e o
Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes
Desidratacdo 7,82% de perda
1 36,5a120 de massa
Bagaco in Decomposicao da
natura 2 120,11 a 321,15 hemicelulose e celulose
66,98% de perda de massa
Decomposi¢ao da celulose e
3 321,15 a 849,97 lignina 20,65% de perda de
massa

A Figura 6.9, estdo apresentadas as curvas termogravimétricas (TG/DTG) do

bagaco de sorgo sacarino BRS506 na condicao pré-tratado 4cido, indicando a cada faixa

de temperatura a perda de umidade e massa.

Figura 6.9. Curvas termogravimétricas para bagaco de sorgo sacarino BRS506 Pré-

tratado acido
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Analisando as curvas TG/DTG da Figura 6.9 para o bagaco do sorgo sacarino

BRS 506 pré-tratado acido, nota-se uma primeira perda de massa na faixa de
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temperatura entre 32,7 a 104,65 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de umidade do
bagaco, indicando um percentual de perda de massa em 2,68%. Em uma segunda etapa
¢ atribuida degradacdo da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo entre 104,65 a
353,72 °C, indicando 70,81% de perda de massa. A terceira etapa atribuida a degradacio
da celulose e lignina, ocorreu entre 353,72 a 862,2 °C, indicando uma perda percentual
de massa em 22,32%.

Na Tabela 6.9, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do
bagaco de sorgo sacarino BRS506 na condi¢ado pré-tratado écido.
Tabela 6.9. Valores nas curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino BRS506 na

condi¢do pré-tratado 4cido

TG/DTG -
Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes
Desidratacdo 2,68% de
1 32,7 a 104,65 perda de massa
Bagaco Decomposicao da
pré-tratado 2 104,65 a 353,72 hemicelulose e celulose
acido 70,81 de perda de massa
Decomposi¢do da celulose
3 e lignina 22,32% de perda

353,72 a 862,2
de massa

106



Estdo representadas na Figura 6.10, as curvas termogravimétricas para o bagaco

dehuj sorgo sacarino BRS506 na condi¢do de pré-tratado acido seguido de basico.

Figura 6.10. Curvas termogravimétricas para bagaco de sorgo sacarino BRS506 Pré-
tratado dcido seguido de bésico
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Analisando as curvas TG/DTG da Figura 6.10 para o bagaco do sorgo sacarino
BRS 506 pré-tratado dcido seguido de bésico, nota-se uma primeira perda de massa na
faixa de temperatura entre 37,9 a 112,34 °C, sendo esta etapa relacionada a perda de
umidade do bagaco, indicando um percentual de perda de massa em 4,38%. Em uma
segunda etapa € atribuida degradacao da hemicelulose e celulose ocorrendo no intervalo
entre 112,34 a 348,33 °C, indicando 75,04% de perda de massa. A terceira etapa
atribuida a degradacdo da celulose e lignina, ocorreu entre 348,33 a 861,1 °C, indicando

uma perda percentual de massa em 12,02%.

Na Tabela 6.10, pode ser observado os valores obtidos nas curvas TG/DTG do

bagaco de sorgo sacarino BRS506 na condicao pré-tratado acido seguido de basico.
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Tabela 6.10. Valores nas curvas TG/DTG do bagaco de sorgo sacarino BRS506 na

condic¢do pré-tratado acido seguido de basico

TG/DTG

Amostra Etapas Faixa de temp. (°C) Atribuicoes
Desidratacdo 4,38% de
1 379a112,34 perda de massa
Bagaco Decomposicao da
pré-tratado 2 112,34 a 348,33 hemicelulose e celulose
acido 75,04 de perda de massa
Decomposi¢ao da celulose
3 348,33 a 861,1 e lignina 12,02% de perda

de massa
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6.6.Pré-tratamento do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17com H2SO4

Os resultados das concentracdoes de glicose e xilose obtidos nos licores do
bagaco da variedade IPA EP17 apds o pré-tratamento 4cido sdo apresentados na Tabela
6.11. Foi utilizado como ferramenta para andlise desse processo um planejamento

fatorial 2°+3 pontos centrais.

Tabela 6.11. Dados obtidos para o bagaco pré-tratado com 4dcido sulftirico (H2SO4) para
variedade EP17

Resultados
Ensaios Co/ncentragﬁo Temperatura Tempo Giooss o
Acido (%) (°C) (min)

(gL™h (gLh

01 1,0 80 60 0 17,97
02 3,0 80 60 0,9 19,69
03 1,0 120 60 0,34 16,87
04 3.0 120 60 0 19,36
05 1,0 80 120 0 15,77
06 3,0 80 120 0 19,37
07 1,0 120 120 0 18,65
08 3,0 120 120 4,84 17,88
09 2,0 100 90 0,705 19,53
10 2,0 100 90 0,752 19,53
11 2,0 100 90 1,003 19,79

Anadlise quanto a concentracao de glicose (acido)

Na Tabela 6.11, verificam-se os valores codificados e reais para as varidveis de
estudo e da resposta percentual de glicose que variou de 0 a 4,84 g L™! entre os ensaios 1
a7, e nos pontos centrais variando entre 0,70 a 1,0 g L.

Os pontos centrais, que apresentam condi¢Oes de tratamento em concentracdo de
acido de 2,0%, temperatura de 100 °C e tempo em 90 min, apresentaram pequenas
variagdes para as respostas indicando repetibilidade significativa do processo e se

excetuando o experimento 10 para glicose.
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O diagrama de Pareto, Figura 6.11, apresenta os dados estatisticos significativos a
95% para o pré-tratamento 4cido utilizando o planejamento 23+3 pontos centrais, com as
varidveis independentes temperatura, concentragcdo e tempo, bem como a interacdo entre
essas varidveis que influenciam na concentragdo de glicose. Os dados foram analisados
em nivel estatistico a 95% de confianca.

Figura 6.11. Diagrama de Pareto para pré-tratado dcida em bagaco de sorgo sacarino
IPA EP17. (glicose)
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p=,05

Efeito estimado (valor absoluto)
T (°C), t (min) e C.A (H2504%)

Observa-se na Figura 6.11 ndo houve varidvel ou interacdo que
apresentasse significancia estatistica a 95% de confianca, levando em
consideragdo as condi¢des estudadas.

A Tabela 6.12, apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para concentracdo de

glicose no licor pré-tratado dcido do bagaco de sorgo sacarino da variedade IPA EP17.

Tabela 6.12. Andlise de variancia (ANOVA) para o licor de pré-tratado dcido em

bagaco de sorgo sacarino

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 3 131,1925 43,730 0,53
Residuo 7 116,8910 16,698

Total 10 133,7241

% R> 12,58

Ftabelado= 4,84 Fealculado = 2,61

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).
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Na Tabela 6.12, pode ser observado a andlise de variancia para o percentual de
concentracdo da glicose considerando-se os parametros significativos.

Este modelo apresenta 12,58% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo
modelo e pela razdo Fcalculado/Ftabelado igual a 0,53, indicando que o mesmo nio se
apresenta estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e
IEMMA, 2005).

Analise quanto a concentracao de xilose (acido)

Os melhores resultados obtidos com o pré-tratamento dcido na solubilizacdo da
hemicelulose ocorreram nos ensaios do ponto central da matriz do planejamento
podendo ser observado na tabela 6.11, pois obtiveram valores entre 19,53 a 19,79 g L’!
de xilose e apresentaram pequenas variacOes para as respostas indicando repetibilidade
significativa do processo e se excetuando o experimento 10 para xilose.

O diagrama de Pareto € apresentado na Figura 6.12 para o pré-tratamento acido
utilizando o planejamento 23+3 pontos centrais, com as varidveis independentes T (°C),
Conc. 4cido (%) e t (min), bem como a interacdo entre essas varidveis influenciam
aumentando a concentracdo de xilose. Os dados foram analisados em nivel estatistico de

95% de confianca, podendo ser observado na Tabela 6.12.

Figura 6.12. Diagrama de Pareto do pré-tratado dcida em bagago de sorgo sacarino [PA

EP17 (xilose).
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E possivel observar as varidveis de entrada na Figura 6.12, temperatura, tempo e

concentracdo foram significativas em suas interagdes.
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A Tabela 6.13, apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para concentracio de

xilose no licor pré-tratado 4cido do bagaco de sorgo sacarino da variedade IPA EP17.

Tabela 6.13. Andlise de varidncia (ANOVA) para pré-tratamento 4cido na solubilizacdao
da hemicelulose e producdo de xilose

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 3 13,88607 4,62865 0,61
Residuo 7 12,600 1,6

Total 10 26,48627

% R? 74,67

Ftabelado= 4,72 Fealculado = 2,89

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

A Tabela 6.13 apresenta a andlise de variancia para o percentual da xilose, tendo
uma variacdo em 74,67%, que pode ser explicada pelo modelo e pela razao
Fcalculado/Ftabelado igual a 0,61, indicando que o mesmo ndo se apresenta
estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Verifica-se que as varidveis independentes, tempo e temperatura, influenciam o
aumento na producdo de xilose no processo de solubilizagdo da hemicelulose por
tratamento 4cido, porém a interacdo entre elas indica que a concentracio de dcido foi de

menor intera¢do para o aumento na producdo de xilose.
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6.7. Pré-tratamento do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 (NaOH)

Os resultados para o planejamento do pré-tratamento dcido seguido de bdsico
utilizando trés varidveis de entrada; tempo, concentragdo de hidréxido e temperatura,
sendo 2° + 3 pontos centrais, totalizando onze ensaios, esta apresentado nas

concentracdes encontradas para glicose e xilose na Tabela 6.14.

Tabela 6.14. Matriz de planejamento fatorial completo 2% para o licor pré-tratado com

hidréxido de s6dio (NaOH) para variedade EP17

Resultados
Ensaios Concentracio Temperatura Tempo Clicoms Siiose
de base (%) °C) (min)

(gL (gL

01 1,0 100 60 1,14 15,41
02 4,0 100 60 3,82 15,69
03 1,0 140 60 1,30 14,90
04 4,0 140 60 2,50 23,53
05 1,0 100 120 2,36 17,80
06 4.0 100 120 4,78 18,15
07 1,0 140 120 5,22 20,88
08 4,0 140 120 1,54 23,75
09 2,5 120 90 4,46 17,76
10 2,5 120 90 4,34 19,55
11 2,5 120 90 5,73 17,88

Para analisar a significancia dos fatores utilizados no planejamento experimental
em relacdo aos dados obtidos para as concentracdes de glicose e xilose. Utilizou-se da

regressao linear dos dados experimentais com 95% de confianca.

Anadlise quanto a concentracao de glicose (basico)

Os valores codificados e reais presentes na Tabela 6.14, para as varidveis de
estudo e da resposta percentual de glicose variou de 1,14 a 3,82 g L' nos experimentos

(1,2, e 3), e de 1,54 a 5,22 g L' nos experimentos (5,6,7, ¢ 8) e de 4,46 a 5,73 g L' nos
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pontos centrais para glicose. O experimento 4 apresenta solubilizacdo da hemicelulose
em valor de 23,53 g.L'! nas condicdes para tratamento com hidréxido de sédio a 4,0%,
temperatura de 140 °C e tempo em 60 min, mostrando significativo resposta do processo
e se excetuando o experimento para glicose.

O diagrama de Pareto € apresentado na Figura 6.13. Para o pré-tratamento bdsico
utilizando, com as varidveis independentes T (°C), C.B (%) e t (min), bem como a interagdo
entre essas varidveis que influenciam aumentando a concentracdo de glicose. Os dados foram

analisados em nivel estatistico de 95% de confianca.

Figura 6.13. Diagrama de Pareto para pré-tratado bdsico em bagago de sorgo sacarino

IPA EP17 (glicose).
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E possivel observar as interagdes das varidveis de entrada na Figura 6.13,
temperatura, tempo e concentracao de hidréxido de sédio.

A Tabela 6.15, apresenta a analise de variancia (ANOVA) para concentracio de
glicose no licor pré-tratado dcido do bagaco de sorgo sacarino da variedade IPA EP17.

Tabela 6.15. Andlise de variancia (ANOVA) para pré-tratamento acido seguido de

basico

Fonte de variacao GL SQ MQ Teste F
Regressao 3 15,0175 5,0058 0,57
Residuo 7 12,67659 1,819

Total 10 27,69409

% R? 54,22

Ftabelado= 4,75 Fcalculado = 2,75

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).
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Na Tabela 6.15, pode ser observada a andlise de variancia para o percentual de
glicose considerando-se apenas os pardmetros que foram significativos. Este modelo
apresenta 54,22% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razao
Fcalculado/Ftabelado igual a 0,58, indicando que o mesmo ndo se apresenta

estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Anadlise quanto a concentracio de Xilose (basico)

Os valores codificados e reais na Tabela 6.14, para as varidveis de estudo e da
resposta percentual de xilose variou de 14,9 a 15,69 g L' nos experimentos 1,2, e 3
respectivamente, e de 17,8 a 23,75 g L'! nos experimentos 5 a 8 e de 17,76 a 19,55 g L'!
nos pontos centrais. O experimento 4 apresentou solubilizagao da hemicelulose gerando
xilose em valor de 23,53 g L' nas condi¢des para tratamento com hidréxido de sédio a
4,0%, temperatura de 140 °C e tempo em 60 min, mostrando significativa resposta do
processo quando comparada ao ensaio 8 na producdo de xilose com relacdo a um tempo

menor e se excetuando o experimento para glicose.

2

O diagrama de Pareto é apresentado na Figura 6.14, para o pré-tratamento basico
utilizando o planejamento 23 + 3 pontos centrais, com as varidveis T (°C), C.B (%) e t (min),
bem como a interagdo entre essas varidveis influenciam aumentando a concentragdo de xilose.

Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95% de confianga.

Figura 6.14. Diagrama de Pareto para pré-tratado bdsico em bagago de sorgo sacarino

IPA EP17 (xilose).
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E observado na Figura 6.14 que a varidvel de entrada temperatura, foi a mais
significativa em suas interacdes, em seguida a concentracao de hidréxido de sédio e o
tempo junto as interagdes concentracdo de base com temperatura.

A Tabela 6.16, apresenta os dados estatisticos referentes a andlise de variancia

(ANOVA) para pré-tratamento bdsico na solubiliza¢do da lignina e da xilose.

Tabela 6.16. Andlise de varidncia (ANOVA) para pré-tratamento bdsico na

solubilizacdo da lignina e da xilose

Fonte de variacao GL SQ MQ Teste F
Regressao 6 72,89234 12,14872 1,19
Residuo 4 6,54508 1,63627

Total 10 91,28445

% R> 92,83

Ftabelado: 8,89 Fcalculado: 7,42

GL - grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

Pode ser observado na Tabela 6.16, a analise de variincia para o percentual de
xilose considerando-se apenas os parametros que foram significativos. Este modelo
apresenta 92,83% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razao
Fcalculado/Ftabelado igual a 1,19, indicando que o mesmo se apresenta estatisticamente

significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Como o modelo empirico de regressdo dos dados experimentais da resposta
percentual de xilose é estatisticamente significativo, pode-se construir a superficie de
resposta para a andlise das influéncias das varidveis em estudo sobre a resposta.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativa € apresentado na

Equagao 11:
Xilose (g L") = 13,054 — 3,0016.T — 0,038.CB - 0,015.90.T + 0,028.90.CB +4,662 (11)

Em que:
CB - Concentracdo de basico (NaOH);
T - Temperatura (°C).
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A superficie de resposta apresentada na Figura 6.15, foi gerada em relacdo aos
efeitos das varidveis de entrada do planejamento experimental para etapa de pré-

tratamento basico do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17.

Figura 6.15. Superficie de resposta para porcentagem de xilose em pré-tratamento

basico no bagaco de sorgo sacarino IPA EP17.
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A superficie de resposta apresentada na Figura 6.15, foi gerada em relacdo aos
efeitos das varidveis de entrada temperatura e concentracio de NaOH, influenciando o
aumento no redimento de xilose e solubilizacdo da lignina na etapa do pré-tratamento

basico.
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6.8. Pré-tratamento do bagaco de sorgo sacarino BRS506 com H2SO4

Os resultados das concentracdes de glicose e xilose obtidos nos licores do
bagaco da variedade BRS506 apds o pré-tratamento dcido sdo apresentados na Tabela
6.17. Foi utilizando como ferramenta para andlise estatistica desse processo um

planejamento fatorial 2°+3 pontos centrais.

Tabela 6.17. Dados obtidos para o bagaco pré-tratado com 4dcido sulftirico (H2SO4) para
variedade BRS506

Resultados
Ensaios Concentracdo Temperatura Tempo Clicoms Siiose
de acido (%) (°C) (min)

(gL (gL
01 1,0 80 60 0 15,2047
02 3,0 80 60 0 20,2557
03 1,0 120 60 0,3104 20,2845
04 3,0 120 60 0,0280 18,6570
05 1,0 80 120 0 17,2955
06 3,0 80 120 0 18,1780
07 1,0 120 120 0,7535 16,9147
08 3,0 120 120 0 17,7739
09 2,0 100 90 0,4177 22,5767
10 2,0 100 90 0 23,4773
11 2,0 100 90 0 23,5243

Anadlise quanto a concentrac¢io de glicose (acido)

Verificam-se os valores codificados e reais na Tabela 6.17, para as varidveis de
estudo e da resposta percentual de glicose que variou de 0 a 0,75 g L"! nos experimentos
(1,2,3,4,5,6,7¢ 8),ede 0a 0,41 g L' nos pontos centrais para glicose.

Os pontos centrais, apresentam condi¢des de tratamento em concentragio de dcido
de 2,0%, temperatura de 100 °C e tempo em 90 min, havendo uma repetibilidade
significativa do processo e se excetuando o experimento 10 para glicose.

O Diagrama de Pareto, Figura 6.16, apresenta os dados estatisticos significativos a 95%

para o pré-tratamento 4cido utilizando o planejamento 23 + 3 pontos centrais, com as
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varidveis independentes temperatura, concentracdo e tempo, bem como a interagao entre
essas varidveis que influenciam na concentragdo de glicose. Os dados foram analisados

em nivel estatistico a 95% de confianca.

Figura 6.16. Diagrama de Pareto para pré-tratado dcida em bagaco de sorgo sacarino

BRS506 (glicose)
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E observado na Figura 6.16, as interacdes das varidveis temperatura, tempo e
concentracdo de 4cido (H2SOs) utilizados nos ensaios para pré-tratamento 4cido no
bagaco de sorgo sacarino BRS506.

Na Tabela 6.18, estdo descritos os dados estatisticos referentes a ANOV A para
pré-tratamento dcido na solubilizacido da hemicelulose junto a glicose do bagaco de

sorgo sacarino BRS506.

Tabela 6.18. Andlise de variancia (ANOVA) para pré-tratamento 4cido na solubilizagdo

da hemicelulose.

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 3 0,488122 0,16270733 0,63
Residuo 7 0,144074 0,020582

Total 10 0,632196

% R? 77,21

Ftabelado= 4,95 Fealculado = 7,90

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

119



Encontra-se na Tabela 6.18, a andlise de variancia para o percentual de glicose
considerando-se apenas os parametros que foram significativos. Este modelo apresenta
77,21% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razdo
Fcalculado/Ftabelado igual a 0,62, indicando que o mesmo ndo se apresenta

estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
Anélise quanto a concentracio de Xilose (acido)

Os resultados mais significativos foram obtidos com o pré-tratamento 4cido na
solubilizacdo da hemicelulose nos ensaios 9, 10 e 11 da matriz do planejamento
podendo ser observado na Tabela 6.17, pois obtiveram valores em 22,57, 23,47 e 23,52
g L1 de xilose respectivamente, e apresentaram pequenas variacdes para as respostas
indicando repetibilidade significativa do processo e se excetuando o experimento 10
para xilose.

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 6.17 para o pré-tratamento acido
utilizando o planejamento para andlise estatistica, com as varidveis independentes T
(°C), C.A (%) e t (min), bem como a interacdo entre essas varidveis influenciam
aumentando a concentra¢do de xilose. Os dados foram analisados em nivel estatistico de
95% de confianca.

Figura 6.17. Diagrama de Pareto do pré-tratamento 4cido no bagaco da variedade de

sorgo sacarino BRS 506 (xilose)
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E observado na Figura 6.17, as interacdes das varidveis temperatura, tempo e
concentracdo de 4cido (H2SOs4), utilizados nos ensaios para pré-tratamento 4cido no
bagaco de sorgo sacarino BRS506.

A Tabela 6.19 apresenta os dados estatisticos referentes a andlise de variancia
(ANOVA) para pré-tratamento

acido na solubilizacdo da hemicelulose.

Tabela 6.19. Andlise de variancia (ANOVA) para pré-tratamento dcido na solubiliza¢do

da hemicelulose

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 6 2,45555 3,6833 0,14
Residuo 4 216,446 54,1115

Total 10 231,1793

% R? 63,73

Ftabelado = 2,022 Fcalculado= 14,69

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

Estdo descritos na Tabela 6.19, a andlise de variancia para o percentual de xilose
considerando-se apenas os parametros que foram significativos. Este modelo apresenta
63,73% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razdo
Fcalculado/Ftabelado igual a 0,13, indicando que o mesmo ndo se apresenta

estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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6.9. Pré-tratamento do bagaco de sorgo sacarino BRS 506 com NaOH

Estdo apresentados na Tabela 6.20, os resultados das concentracdes de glicose e
xilose obtidos nos licores do bagaco da variedade BRS506 apds o pré-tratamento dcido

seguido de bdsico.

Tabela 6.20. Matriz de planejamento fatorial completo, para pré-tratado acido seguido

de basico (NaOH) para variedade BRS506

Concentracao Respostas
Temperatura Tempo . -
Ensaios de base Glicose (g Xilose (g
(°C) (min)
(%) L) L™

1 1,0 100 60 1,2 18,0991
02 4,0 100 60 1,0255 15,9922
03 1,0 140 60 2,1917 22,0986
04 4,0 140 60 2,8322 23,7590
05 1,0 100 120 1,4389 16,3917
06 4.0 100 120 3,3431 19,7944
07 1,0 140 120 2,7034 21,8452
08 4,0 140 120 3,6090 21,6930
09 2,5 120 90 2,6566 17,2611
10 2,5 120 90 1,2396 17,0573
11 2,5 120 90 2,9352 16,9556

Analise quanto a concentracao de glicose (basico)

Verificam-se os valores codificados e reais na Tabela 6.20, para as varidveis de
entrada e da resposta percentual de glicose que variou entre 1 a 1,2 g L' nos
experimentos (1 e 2),ede 1,4a3,6 g L nos ensaios (4,5,6,7 e 8), os pontos centrais,
apresentam valores que variaram entre 16,9 a 17,26 g L.

O experimento 3 apresentou condi¢des de tratamento em concentragdo de NaOH
de 1,0%, temperatura de 140 °C e tempo em 60 min, apresentando um valor de 2,19 g L
I'de glicose.

O diagrama de Pareto, Figura 6.18, apresenta os dados estatisticos significativos a
95% para o pré-tratamento dcido utilizando o planejamento 23+3 pontos centrais, com as
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variaveis independentes temperatura, concentracao e tempo, bem como a interacdo entre
essas varidveis que influenciam na concentracao de glicose. Os dados foram analisados
em nivel estatistico a 95% de confianca.

Figura 6.18. Diagrama de Pareto para pré-tratado bdsico em bagaco de sorgo sacarino
BRS506 (glicose).
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A Figura 6.18, apresenta as varidveis de entrada temperatura, tempo e
concentragdo de NaOH e suas interacdes mais significativas, chegando a 95% de
confiabilidade.

Estao descritos na Tabela 6.21, os dados estatisticos referentes a analise de

variancia (ANOVA) para pré-tratamento bésico na solubilizag¢do da lignina.

Tabela 6.21. ANOVA para pré-tratamento bdsico na solubilizacdo da lignina e da

glicose

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 6 8,201136 1,366856 1,38
Residuo 4 1,71488 0,42872

Total 10 9,916017

% R> 82,70

Ftabelado= 4,4 Fealculado = 3,18

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).
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Encontra-se na Tabela 6.21, a andlise de variancia para o percentual de glicose
considerando-se apenas os pardmetros que foram significativos. Este modelo apresenta
82,70% da variacdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razao
Fcalculado/Ftabelado igual a 1,38, indicando que o mesmo se apresenta estatisticamente
significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Como o modelo empirico de regressdo dos dados experimentais da resposta
percentual para glicose é estatisticamente significativo, foi construido a superficie de
resposta para a andlise das influéncias das varidveis em estudo sobre a resposta.

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativa é apresentado na
Equagao 12:

GLICOSE ( g L'")—9,166 + 01,73.T +0,978.CB — 0,085T — 0,00005.CB + 4,967 (12)
Em que:

CB - Concentracao de base (NaOH);
T - Temperatura (°C).

A superficie de resposta apresentada na Figura 6.19, foi gerada em relacdo aos
efeitos das varidveis de entrada temperatura, tempo e concentracdo de NaOH presentes
no planejamento experimental, Tabela 6.20, para etapa de pré-trtamento dcido seguido

de basico do bagago de sorgo sacarino BRS506.

Figura 6.19. Superficie de resposta para porcentagem de glicose em pré-tratamento
basico no bagago de sorgo sacarino BRS506
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Anadlise quanto a concentracio de Xilose (basico)

Os resultados mais significativos foram obtidos com o pré-tratamento bdsico para
producdo de xilose nos ensaios 3 e 4 da matriz do planejamento podendo ser observado
na Tabela 6.20, pois obtiveram valores 22,09 e 23,75 g L' de xilose respectivamente e
apresentaram pequenas variagdes para as respostas indicando repetibilidade significativa
do processo e se excetuando o experimento 10 para xilose.

O diagrama de Pareto é apresentado na Figura 6.20, para o pré-tratamento bdsico
utilizando o planejamento 23+3 pontos centrais, com as varidveis independentes T (°C),
C.B (%) e t (min), bem como a interag¢ao entre essas varidveis influenciam aumentando
a concentragdo de xilose. Os dados foram analisados em nivel estatistico de 95% de

confianca.

Figura 6.20. Diagrama de Pareto do pré-tratamento bdsico para concentracdo de xilose

na variedade de sorgo sacarino BRS506 (xilose).
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E observado na Figura 6.20, a interacdo das varidveis de entrada temperatura,

tempo e concentracdo de hidréxido.
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Encontra-se na Tabela 6.22, os dados estatisticos referentes a analise de
variancia (ANOVA) para pré-tratamento bésico na solubilizag¢do da lignina.

Tabela 6.22. ANOVA para pré-tratamento basico na solubilizacdo da lignina e da xilose

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 6 50,82802 8,4713 0,34
Residuo 4 24,69431 6,173

Total 10 75,52233

% R> 67,3

Ftabelado= 3,93 Fealculado = 1,37

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

A Tabela 6.22 apresenta a andlise de varidncia para o percentual de xilose
considerando-se apenas os parametros que foram significativos. Este modelo apresenta
67,3% da variagdo obtida, que pode ser explicada pelo modelo e pela razdo
Fcalculado/Ftabelado igual a 0,34, indicando que o mesmo ndo se apresenta

estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
6.10. Hidrdlise enzimatica

A hidrdlise enzimética foi avaliada a partir da producdo de glicose proveniente
da celulose do bagaco de sorgo sacarino pré-tratado das variedades IPA EP17 e BRS
506 durante um periodo de 72 horas. O processo foi realizado para cargas enzimadticas
de 10, 17,5 e 25 FPU/g e uma razdo entre a massa de bagaco e solucdo de extrato
enzimatico de 2; 3 e 4% (massa volume) de acordo com uma matriz de planejamento

2243 pontos centrais.
6.10.1. Perfis cinéticos para hidroélise enzimatica do bagaco de sorgo IPA EP17

A massa de glicose foi determinada a partir da quantidade de celulose presente
no bagacgo sorgo pré-tratado (60,42%) sabendo que estequiometricamente para 1g de
celulose seca pode-se obter teoricamente 1,11 g de glicose. A quantidade tedrica
maxima que se pode obter de glicose nas condicdes de razdo massa de bagaco de
sorgo/volume de extrato, podem ser observados na Tabela 6.23. Durante o processo de
hidrélise enzimatica a obten¢do méxima experimental desse valor dependerd da carga
enzimatica, podendo hidrolisar toda a massa contida no volume do extrato, nas
condi¢des de temperatura em 50 ‘C e pH 4,8, condi¢des em que foram realizados a
hidrélise.
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Tabela 6.23. Concentragao tedrica de glicose para cada condicao trabalhada.

Condicoes dos experimentos Concentracao

Ensaios Razao Carga Enzimatica Glicose tedrica
Sorgo/extrato (g L) (FPU.g) (gL
El 2 10 13,2924
E2 4 10 13,2924
E3 2 25 26,5848
E4 4 25 26,5848
ES 3 17,5 19,9386
E6 3 17,5 19,9386
E7 3 17,5 19,9386

A Figura 6.21, mostra os perfis cinéticos da concentragdo de glicose e a
ocorréncia no aumento da concentracdo ao longo do tempo de hidrdlise, atingindo

maiores concentracdes entre 24 e 48 h de hidrdlise nos ensaios 1,2,3 e 4.

Figura 6.21. Perfis cinéticos das concentracdes de glicose, obtidos na hidrélise
enzimética de bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 pré-tratado.
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A Figura 6.22, mostra os perfis cinéticos da concentragdo de glicose e a
ocorréncia no aumento da concentracdo ao longo do tempo de hidrdlise, atingindo

maiores concentracdes entre 24 e 48 h de hidrdlise nos pontos centrais ensaios 5,6 e 7.

Figura 6.22. Perfis cinéticos das concentracdes de glicose, obtidos na hidrélise

enzimatica de bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 pré-tratado, para os pontos centrais
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Encontra-se na Tabela 6.24, a quantificacdo de glicose (g L') em seus

respectivos ensaios da matriz do planejamento 2243 pontos centrais.
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Tabela 6.24. Quantificacio da glicose (g L!) da cinética da hidrdlise enzimética para

variedade IPA EP17

t (h) E1l E2 E3 E4 ES E6 E7

12 7,71481 9,873929 15,46471 6,261934 13,6222 8991432 14,81355
24 10,55936 14,03672 15,90942 19,18727 19,75031 17,59066 25,44594
36 10,30477 16,84054 25,10730 26,22929 21,10486 20,29894 19,86255
48 11,48959 10,85312 15,68911 1593146 21,30885 19,61975 17,7348
60 9,079559 9,231334 16,0155 13,66299 21,61077 19,75031 14,16238
72 9,238678 8,790698 13,83476 14,11016 17,31049 14,93594 15,50714

*As letras seguidas de numeros El1, E2, E3, E4, ES5, E6 e E7 representam os ensaios da matriz do
planejamento.

Pode ser observado na Tabela 6.24, que nas condi¢des das varidveis estudadas
no presente trabalho, indica o tempo para producdo de glicose a partir do licor
hidrolisado ndo ultrapassou o tempo de 36 h, apontando o ensaio 4 da matriz do
planejamento como o ensaio de maior producio de glicose (g L), nas condicdes de
carga enzimatica e razdo (relacdo massa seca de bagaco) por volume de meio reacional
(25 FPU.g! e 4%).

Observa-se na Tabela 6.25, os resultados da matriz do planejamento 22+3 pontos
centrais da hidrdlise para concentra¢do da glicose a partir do bagaco de sorgo sacarino
IPA EP17 em 36 h, quanto a avaliacdo sobre a producdo e os efeitos da carga

enzimética (FPU g') e da relacdo massa bagaco do sorgo/extrato enzimatico (g L.
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Tabela 6.25. Matriz do planejamento para melhor condi¢do da hidrélise da
concentracdo da glicose carga enzimitica (FPU g!) e da relacdo massa bagaco do

sorgo/extrato enzimatico (g L)

Variaveis Independentes Resposta
Ensaio Razao (Rz) Carga Enzimatica (CE) Glicose
Sorgo/extrato (g L) (FPU g1) Produzida(g L)
36h

1 2 10 10,30477
2 4 10 16,84054
3 2 25 25,10730
4 4 25 26,22929
5 3 17,5 21,10486
6 3 17,5 20,29894
7 3 17,5 19,86255

O diagrama de Pareto € apresentado na Figura 6.23. Pode-se afirmar que para a hidrélise
enzimdtica a carga enzimatica (FPU.g™"), relacdo bagaco do sorgo/extrato enzimético (g
LY, influenciam o processo aumentando a concentracdo de glicose. Os dados foram
analisados em nivel estatistico de 95% de confianca.

Figura 6.23. Diagrama de Pareto para hidrdlise enzimadtica para bagaco de sorgo

sacarino IPA EP17 em 36 h

CE x Rz -3,40489

p=,05

Ef eitos estimados (v alor absoluto)

Rz (Razdo — (g L), CE (Carga enzimatica (FPU g‘l)
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E observado na Figura 6.23, a varidvel de entrada concentracdo de enzima foi a
mais significativa em suas interacdes e a segunda varidvel foi a razdo (massa do bagaco
de sorgo g L'!) chegando a 95% de confiabilidade.

Encontra-se na Tabela 6.26, os dados estatisticos referentes a ANOVA para

Hidrdlise Enzimética do bagaco de sorgo sacarino IPA EP17pré-tratado em 36 h.

Tabela 6.26. Andlise de varidncia para hidrélise enzimatica do bagaco de sorgo

sacarino pré-tratado em 36 h.

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 6 155,5279 25,9213167 3,09
Residuo 3 1,8961 0,6320

Total 10 170.1882

% R? 98,5

Ftabelado= 9,28 Fealculado = 3,00

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

Encontra-se na Tabela 6.26, a andlise de variancia para o percentual de glicose
produzida pela hidrdlize enzimética, considerando-se apenas os parametros que foram
significativos. Este modelo apresenta a variacdo obtida, que pode ser explicada pelo
modelo e pela razdo Fcalculado/Ftabelado igual a 3,09 indicando que o mesmo se
apresenta estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e
IEMMA, 2005).

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativa € apresentado na
Equacao 13:

Conc. g (g L") =9,364+5,074.Rz+1,347.CE-0,1845.Rz.CE
Em que:

Conc. g (g L") - Concentracdo de glicose;

Rz - Razdo (massa de bagaco de sorgo);

CE - Carga enzimatica.
A superficie de resposta, Figura 6.24, em funcdo das varidveis para hidrélise do

bagaco de sorgo sacarino IPA EP17 no periodo de 36 h pode-se analisar a producdo de

glicose.
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Figura 6.24. Superficie de resposta para hidrélise enzimatica do bagaco de sorgo

sacarino IPA EP17 em 36 h
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Pode ser observado a superficie de resposta para a varidvel concentragdo de
glicose, Figura 6.24, obtido da hidrélise enzimética do sorgo sacarino da variedade IPA
EP17. Observa-se que nos intervalos a maior concenacao de glicose do bagaco de sorgo,
ocorrem para niveis mais altos, carga enzimadtica, razdo (massa seca bagaco de

sorgo/extrato enzimatico) e menores valores para interagdo da carga enzimatica e razao.

6.10.2. Perfis cinéticos para hidrdlise enzimatica do bagaco de sorgo BRS 506

Podem ser observados na Tabela 6.27, a matriz de planejamento 2243 pontos
centrais com as varidveis de entrada razdo e carga enzimatica. Durante o processo de
hidrélise enzimatica a obtengdo maxima experimental desse valor dependerd da carga

enzimdtica, podendo hidrolisar toda a massa contida no volume do extrato.
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Tabela 6.27. Concentracgao tedrica de glicose para cada condicao trabalhada

Condicoes dos experimentos Concentracao

Ensaios Razao Carga Enzimatica Glicose tedrica
Sorgo/extrato (g L) (FPU g'!) (gL
El 2 10 14,1944
E2 4 10 14,1944
E3 2 25 28,3888
E4 4 25 28,3888
ES 3 17,5 21,2916
E6 3 17,5 21,2916
E7 3 17,5 21,2916

Na Figura 6.25, podem ser observados os perfis cinéticos da concentracdo de
glicose e a ocorréncia no aumento da concentracdo ao longo do tempo de hidrélise,

atingindo maiores concentragdes entre 24 e 48 h de hidrélise nos ensaios 1,2,3 e 4.

Figura 6.25. Perfis cinéticos das concentracdes de glicose, obtidos na hidrélise

enzimatica de bagaco de sorgo sacarino BRS506 pré-tratado, para os ensaios 1. 2. 3 e 4.
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Na Figura 6.26, constam os perfis cinéticos da concentracdo de glicose e a
ocorréncia no aumento da concentracdo ao longo do tempo de hidrdlise, atingindo

maiores concentracdes entre 24 e 48 h de hidrdlise nos pontos centrais ensaios 5,6 e 7.

Figura 6.26. Perfis cinéticos das concentracdes de glicose, obtidos na hidrélise
enzimdtica de bagaco de sorgo sacarino BRS506 pré-tratado, para os pontos centrais
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Encontra-se na Tabela 6.28, a quantificacio de glicose (g L) em seus

respectivos ensaios da matriz do planejamento 2243 pontos centrais.
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Tabela 6.28. Quantificacio da glicose (g L!) da cinética da hidrdlise enzimética para

variedade BRS506

t (h) E1l E2 E3 E4 ES E6 E7
12 11,29661 11,32109 13,08364 13,19869 12,7246 10,78254 11,87597

24 1477275 12,4798 16,78825 13,59772 14,31579 13,96491 14,03835

36 15,82823 18,45288 24,15667 25,1685 17,71848 17,05753 18,16728

48 16,54231 19,94647 22,61554 26,76214 18,90632 18,79058 18,888

60 12,31661 14,11995 19,01591 22,29621 14,11995 11,66381 12,78988

72 10,44798 11,65565 16,0049 13,78539 12,73276 10,10526 11,18237

*As letras seguidas de numeros El, E2, E3, E4, E5, E6 e E7 representam os ensaios da matriz do
planejamento.

Pode ser observado na Tabela 6.28, que nas condicdes estudadas no presente
trabalho, o tempo para producdo de glicose a partir do licor hidrolisado ndo ultrapassou
o tempo de 36 h, apontando o ensaio 4 da matriz do planejamento como o ensaio de
maior producio de glicose (g L), nas condicdes de carga enzimdtica e razdo (relaciio
massa seca de bagago) por volume de meio reacional (25 FPU g'! e 4%).

Pode ser observado na Tabela 6.29, os resultados da matriz do planejamento
22+3 pontos centrais da hidrélise para concentragdo da glicose a partir do bagaco de
sorgo sacarino BRS506 o ensaio 4 no tempo de 48 horas obteve maior valor para
glicose em 26,76 g L'!, porem o ensaio 4 no tempo 36 h com concentracdo de glicose
em 25,16 g L'! foi o escolhido pela otimizagdo no tempo do processo e o valor de
glicose variar em 1,6 g L' apenas, para avaliar sobre a produgio e os efeitos da carga

enzimatica (FPU.g!) e da relacdo massa bagaco do sorgo/extrato enzimatico (g L'1).
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Tabela 6.29. Matriz do planejamento para melhor condi¢do da hidrélise da

concentracdo da glicose carga enzimitica (FPU g!) e da relacdo massa bagaco do

sorgo/extrato enzimético (g L'1).

Variaveis independentes Resposta

Ensaio Razao (Rz) Carga Enzimatica (CE) Glicose

Sorgo/extrato (g L) (FPU g1) Produzida (g L)
36h

1 2 10 15,82823
2 4 10 18,45288
3 2 25 24,15667

4 4 25 25,1685
5 3 17,5 17,71848
6 3 17,5 17,71848
7 3 17,5 18,16728

O diagrama de Pareto € apresentado na Figura 6.27. Pode-se afirmar que para a

hidrélise enzimdtica a carga enzimatica (FPU.g!), relacdo bagaco do sorgo/extrato

enzimatico (g L), influenciam o processo aumentando a concentracio de glicose. Os

dados foram analisados em nivel estatistico de 95% de confianca.
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Figura 6.27. Diagrama de Pareto para hidrdlise enzimadtica para bagaco de sorgo

sacarino BRS506 em 36 h.
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E observado na Figura 6.27, a varidvel de entrada concentra¢ido de enzima foi a
mais significativa em suas interacdes e a segunda varidvel foi a razdo (massa do bagaco
de sorgo g L") chegando a 95% de confiabilidade.

Encontra-se na tabela 6.30, os dados estatisticos referentes a ANOVA para

Hidroélise Enzimatica do bagaco de sorgo sacarino BRS506 pré-tratado em 36 horas.

Tabela 6.30. ANOVA para hidrélise enzimdtica do bagago de sorgo sacarino pré-
tratado em 36 h.

Fonte de variacao GL SQ QM Teste F
Regressao 6 53,30951 8,88491 1,6
Residuo 3 3,880254 1,29341

Total 10 67,56300

% R? 83

Ftabelado= 4,28 Fealculado = 6,86

GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios; Teste F -
(Fcalculado / Ftabelado).

Encontra-se na Tabela 6.30, a andlise de variancia para o percentual de glicose
produzida pela hidrélize enzimatica, considerando-se apenas os parametros que foram
significativos. Este modelo apresenta a variacdo obtida, que pode ser explicada pelo

modelo e pela razdo Fcalculado/Ftabelado igual a 1,6 indicando que o mesmo se
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apresenta estatisticamente significativo com 95% de confianca (RODRIGUES e

IEMMA, 2005).

O modelo estatistico codificado com as varidveis significativa é apresentado na Equacdo

14:

Conc. g (g L) = 8,467+1,4546.Rz+0,355.CE+,024748 Rz.CE+0
Em que:

Conc. g (g L'!): Concentracio de glicose;

Rz - Razdo (massa de bagaco de sorgo);

CE - Carga enzimatica.

De acordo com a superficie gerada (Figura 6.28) em funcdo das varidveis para

hidrélise do bagaco de sorgo sacarino BRS506 no periodo de 36 h pode-se analisar a

producido de glicose.

Figura 6.28. Superficie de resposta para hidrélise enzimdtica do bagaco de sorgo

sacarino BRS506 em 36 h
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Pode ser observado na superficie de resposta (Figura 6.28) a varidvel
concentracdo de glicose obtido da hidrdlise enzimdtica do sorgo sacarino da variedade
BRS506. Observa-se que as maiores concentragdes de glicose do bagagco de sorgo,
ocorreu para niveis mais altos de carga enzimdtica e razdo (massa seca bagaco de

sorgo/extrato enzimético) e menores valores para interacdo da razio e carga enzimatica.
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7. CONCLUSOES

7.1. Etanol 1* geracgdo (caldo do sorgo)

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

Os dados de campo obtidos constatam que as variedades sd@o promissoras para
producdo de etanol de 1% geracdo, quanto aos parametros SST (°Brix) na
colheita, ART e producdo de etanol teérico (ET);

As cultivares BRS506, IPA EP17, IPA SF15 e IPA P134 demonstram 6timo
adequacdo do desempenho nos dados de campo, seguindo resultados préximos
as andlises laboratoriais nos processos de fermentacdo e obtencdo de etanol;

A partir da fermentacdo do caldo de sorgo sacarino empregando a linhagem de
Saccharomyces cerevisiae Y-904 com a adi¢do de nutrientes ao meio, € possivel
obter condi¢des adequadas para as cultivares BRS506, IPA EP17, IPA SF15 e
IPA P134, que se destacaram no processo de producdo de etanol de 1* geragdo,
com os resultados nas concentragdes de etanol para BR506 em 45,46 + 1,57 g
L!, com um fator de rendimento em produto de 047 =+ 0,02 gg' e
produtividade volumétrica de 0,94 + 0,32 g L' h'! e eficiéncia de conversdo em
92,75 + 0,21%, a para IPA SF15 de 55,72 + 0,24 g L', com um fator de
rendimento em produto de 0,41 + 0,04 g.g!' e produtividade volumétrica de
1,16 £0,04¢g L' h' e eficiéncia de conversdo em 81,12 + 0,87%, para variedade
IPA EP17 os valores foram de 44,60 + 0,18 g L', com um fator de rendimento
em produto de 0,35 + 0,00 g g! e produtividade volumétrica de 0,93 + 0,14 g L~
'h'! e eficiéncia de conversio em 69,35 + 0,66%, os valores para IPA P134
foram de 31,78 + 0,28 g L', com um fator de rendimento em produto de 0,40 +
0,03 g g'! e eficiéncia de conversdo em 79,21 + 0,59% valores estes proximos

aos obtidos nos processos industriais empregando caldo de cana-de-agucar.
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7.2.Etanol 2° geragao (bagaco do sorgo)

A caracterizacdo fisico-quimica do bagaco do sorgo sacarino in natura, pré-
tratado dcido e bdsico para a variedade IPA EP17, apresenta a celulose nas
concentracoes de 31,70 + 0,49; 54,45 £ 0,75 e 60,42 + 0,91% respectivamente.
Para variedade BRS506 a caracterizacio fisico-quimica do bagaco in natura,
pré-tratado 4cido e bdsico, apresenta os valores nas concentra¢des em 40,6 + 1,1;
61,11 £ 0,98 e 64,52 + 0,82%, valores estes que comprovam a eficiéncia dos
pré-tratamentos utilizados em ambos bagacos dos sorgos sacarinos para
disponibilizacdo da celulose.

Através das andlises de difratogramas de DRX, € possivel verificar que o indice
de cristalinidade na fragcdo celuldsica, para o bagaco de ambas variedades de
sorgo sacarino nas condi¢des in natura, pré-tratada dcido e bésico. Alem disto,
apresentaram comportamento esperado em cada condi¢do, mostrando a
eficiéncia dos pré-tratamentos empregados, mesmo estes sendo em condicoes
amenas.

As analises termogravimétricas exploratérias nos bagacos das variedades de
sorgo sacarino BRS506 e IPA EP17, foi possivel observar mudangas nos picos
de perda de massa nas temperaturas quanto as composi¢des do bagaco; fracoes
celulose, lignina e hemicelulose, havendo reduc¢io em suas concentragdes devido
as etapas de pré-tratamentos;

Na hidrdlise do bagago pré-tratado acido e basico de sorgo sacarino IPA EP17, o
melhor valor obtido foi para ensaio 4, com 26,23 g L' de glicose, nas condigdes
de maior valor de carga enzimatica e maior relacdo massa seca de bagago por
volume de meio reacional (4% e 25 FPU g!') no tempo de 36 h de hidrdlise;

Na hidrolise do bagago de sorgo sacarino BRS506 pré-tratado, o melhor valor
obtido foi para ensaio 4, com 25,16 g L' de glicose, nas condi¢des de maior
valor de carga enzimadtica e maior relacdo massa seca de bagaco por volume de
meio reacional (4% e 25 FPU.g™!") com otimizacdo em 36 h de hidrélise;

Os bagacos de sorgo sacarino de ambas variedades trabalhadas propiciam a
obtencdo de etanol de segunda geracdo, devido ao seu alto teor de celulose e
rendimento de hidrélise, e por ser um residuo agroindustrial abundante e de

baixo custo para obten¢do de aguicares fermentesciveis.
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7.3. Sugestdes para trabalhos futuros (caldo do sorgo)

e Comparar o desempenho do processo batelada continuo utilizando diferentes
varidveis de resposta tais como, concentracdo final de etanol, produtividade e
fatores de rendimento;

e Quantificar teores de amido no caldo de diferentes cultivares de sorgo sacarino;

e Utilizacdo de amilases em caldo de sorgo sacarino para o aumento da

concentracgdo de glicose.
7.4. Sugestdes para trabalhos futuros (bagaco de sorgo sacarino)
e Utilizacdo de pré-tratamentos fisicos (explosdo a vapor e reducdo das particulas
a tamanhos nano) em bagacos de sorgo sacarino e comparar com outros tipos de

pré-tratamentos;

e Producio de xilitol a partir do bagago de sorgo sacarino.
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APENDICE - A

Velocidade especifica do crescimento microbiano para etanol de 1* geracao

Estdo apresentadas nas Figuras Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7 os perfis da
cinética da velocidade especifica do crescimento celular (Umax) para etanol de 1*

geracdo para as cultivares BRS 506, IPA P134, IPA EP17, IPA P15, IPA P222, IPA
P228 e IPA P2502 respectivamente.

Figura Al. Grifico da velocidade mdxima para crescimento celular (Umax) na

fermentacgdo do caldo de sorgo sacarino BRS 506.
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Figura A2. Grifico da velocidade méxima para crescimento celular (Umax) na

fermentacdo do caldo de sorgo sacarino IPA 2502.
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Figura A3. Grifico da velocidade méxima para crescimento celular (Umax) na

fermentagdo do caldo de sorgo sacarino IPA EP17.

—_

Ln (x

25

1.5

y =0.0231x + 1.0289
R*=0.853

""""
....
....
....
""""
....
(XN

....
....

Tempo (h)

60

Figura A4. Grifico da velocidade méxima para crescimento celular (Umax) na

fermentacdo do caldo de sorgo sacarino IPA 2502.
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Figura AS. Gréfico da velocidade mdxima para crescimento celular (Umax) na

fermentagdo do caldo de sorgo sacarino IPA P222.
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Figura A6. Grifico da velocidade mdxima para crescimento celular (Umax) na

fermentacdo do caldo de sorgo sacarino IPA P228.
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Figura A7. Gréfico da velocidade mdxima para crescimento celular (Umax) na

fermentagdo do caldo de sorgo sacarino IPA P15.
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